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Osszefoglalas

A nukledris medicinaban a radiokolloidok egyik legfontosabb
alkalmazasi terillete a kiillonb6z6 primer daganatok Un. O&rszem
nyirokcsomokra torténd attétképzOodésének kimutatdsa. Az értekezés egy
részének ilyen limfoszcintigrafiai vizsgdlatok vannak a kozéppontjaban:
vizsgalatainkban 128 emlddaganatban szenvedd paciens limfoszcintigrafiai
eredményeit hasonlitjuk dssze intraoperativ gammadetektalasi és kékfestéses
modszerrel torténd nyirokcsomo-azonositasi vizsgalatok adataival, illetve 24
spontan tumoros kutya eredményeivel. Az injektalt *™Tc-mal jelzett Senti-
Scint® nanokolloid a kordbban alkalmazott készitményeknél viszonylag
nagyobb méretli, 100 és 600 nm kozotti HSA részecskékbol allt.
Eredményeink igazoltak, hogy az O&rszem nyirokcsomo azonositasaban
kulcsfontossagu szerepe van a radiokolloid megfeleld részecskeméret-
eloszlasanak. Az eredményeink igazoltdk tovabba, hogy a kitapintasos és
kékfestéses technikdk a (gamma-kameras és az intraoperativ gamma-szondas)
radioizotépos modszerekkel egylittesen alkalmazva teszik lehetové a lehetd
legpontosabb drszem nyirokcsomo detektalast.

Az értekezésben a széles korben alkalmazott citosztatikum, a
doxorubicin  kiilonbozé  részecskeméret, HSA alapt  nano- és
mikrorészecskékbe valo megkotését is bemutattuk. A részecskéket a
preparalas utan *"Tc-mal jeleztik meg, majd nyomonkisértiik a harom
kiilsnbéz8 részecskeméretti " Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és **"Tc-
DoxHSA1800 készitmény doxorubicin-megkdtd hatasfokat, részecskeméret-
allandosagat ¢és radiokémiai stabilitasat. A vizsgalatokkal igazoltuk a
készitmények in vitro és in vivo stabilitasat. A kiilonb6z6 részecskeméretii

hordozok alkalmazasaval ilyen modon kiilonbdz6, célzottabb terapias



modszerek érhetdk el amellett, hogy Iehet6ség nyilik a doxorubicin
mellékhatasait, kardiotoxicitasat is csokkenteni.

Ezeken feliil a dolgozatban 1j, folat-receptort célzo, dnrendezddéssel
1étrejovs, P Tc-jelzett nanorészecskék elsd alkalommal torténé SPECT és
SPECT/CT alkalmazését is bemutatjuk. Kisérleteink sordn a *"Tc-BBS-NP
nanorendszer elséként jeleztik meg *"Tc-mal, majd folat receptort kifejezé
HeDe tumor-sejtvonal segitségével igazoltuk, hogy a készitmény specifikus
tumor-halmozodasat, és bemutattuk az elsé bioldgiai (SPECT) alkalmazasat
spontan eredetli tumorban szenvedd kutya vizsgalatan keresztiil. A vizsgalatok
soran bizonyitottuk, hogy a kontrasztanyag egyértelmiien magasabb halmozast
mutat a célzott daganatokban, a részecskék tehat alkalmasnak bizonyulnak
folat-receptort kifejezé tumorok érzékeny és szelektiv azonositasara.

Az eredményekkel Osszességében igazoltuk, hogy a megfeleld
részecskeméret megvalasztasanak és megalkotdsanak kulcsfontossagl
jelent6sége van Orszem nyirokcsomo vizsgélatira alkalmazott radiokolloidok
¢s altalaban a diagnosztikai vagy terapias célzati nano- vagy mikrorészecskék,
teranosztikumok tervezésében. Emellett human vizsgalatokkal parhuzamos,
azokat modellez6 spontan beteg allatok vizsgalatain keresztiil igazoltuk a
tarsallatok onkologiai kutatasokban vald alkalmazasanak 0Osszehasonlito
koértani jelentdségét mind mar meglévo diagnosztikai modszerek (az Orszem
nyirokcsomo6 kutatasa), mind teljesen Uj eljarasok fejlesztésénél. Az
eredményekkel mindezeken feliil igazoltuk, hogy a nuklearis medicina
képalkotd modszerei fontos segitdi 0 tipust, nanotechnologiaval késziilt
gyogyszerek (teranosztikumok, célzott hatéanyag-bevitelben alkalmazott
hordozo részecskék) fejlesztésének is azok nyomonkovetési, mindség-

ellendrz6 vizsgalataiban.



Célkitiizések

Célunk volt teljesen 10j diagnosztikai radiofarmakon-jelolt készitmények
eléallitasa, és célul tiztiik ki a megfeleld és stabil részecskeméret-eloszlas
jelentdségének a bemutatasat kolloid radiofarmakonok és hatdéanyag-hordozok
példain keresztiil. Célunk volt tovabba a spontan beteg tarsallatok (kutyak)
Osszehasonlito kortani vizsgalatainak elvégzése egy human célra kifejlesztett
radiofarmakon és az 0j radiofarmakon-jeldlt készitmény alkalmazasaval. Ezek
mellett célunk volt annak igazolasa, hogy a nuklearis medicina képalkotod
modszerei fontos segitéi az 0j tipusu, nanotechnologiaval késziilt gyogyszerek
(teranosztikumok, célzott hatdanyag-bevitelben —alkalmazott hordozo
részecskék) fejlesztésének azok bioldgiai nyomonkovetésében. A tényleges

kisérletek a kovetkezOk voltak:

1. Eléallitas, radioaktiv jelzés

- Egy 1 tipust, onrendezddéssel 1étrejovo, folat receptort kifejezd tumor
tipusokat targetald nanorendszer, nanorészecske termék elsé izben torténd,
#¥MTe izotoppal torténd radioaktiv jelzése: a *"Tc-BBS-NP készitmény

eléallitasa.

- Human szérum albumin (HSA) alapt, doxorubicint hordozé nanorészecskék
¢és mikrorészecskék eldallitasa tobb részecskeméretii valtozatban, majd ezek
%MT¢ izotdppal torténd jelzése: a *"Tc-DoxHSA180, ™ Tc-DoxHSA430 és
%M Tc-DoxHSA 1800 készitmények eléallitasa.

- A Senti-Scint® HSA nanokolloid *™T¢ izotoppal torténé jelzése.
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2. Jellemzés, in vitro nyomonkdévetés

- A P"Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 ¢és  *"Tc-DoxHSA1800

készitmények doxorubin-megkotési hatasfokanak vizsgalata.

- A Senti-Scint”, *"Tc-BBS-NP, *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és
#¥MTc-DoxHSA 1800 készitmények jelzettségi-hatasfok vizsgélata.

crers

- A P™Tc-BBS-NP nanorészecskék sejtkotédésének megéllapitasa folat

receptort kifejez6 tumoros sejtvonalon.

3. Bioldgiai alkalmazas, in vivo nyomonkovetés

- A jelzett *™Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA1800

készitmények vizsgalata egészséges allatmodellen.

- A jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskék vizsgalata folat receptort kifejezo

tumor-sejtvonallal transzplantalt allatmodellen.

- A jelzett ®™Tc-BBS-NP nanorészecskék vizsgalata spontan eredetii, folat

receptort kifejezd szajiiregi tumorban szenvedd kutyan.

- Spontan eredetli daganatos betegségben szenvedd kutyak Orszem
nyirokcsom6  (SLN)  vizsgilata *"Tc-jelzett  Senti-Scint® HSA
nanokolloiddal.

- Emlédaganatos n6i betegek klinikai 6rszem nyirokcsomo (SLN) vizsgalata

9MTc-jelzett Senti-Scint™ HSA nanokolloiddal.



Modszerek

1. Az Gj készitmények eléallitasa, " Tc-mal valé jelzésiik

Az doxorubicint hordozd *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-
DoxHSA1800 készitmények elkészitéséhez eldszor doxorubicint adtunk HSA
oldatokhoz, majd a keverékeket két oran at kevertettiik 650 rpm fordulaton,
szobah6émérsékleten, kiilonb6z6 pH beallitast alkalmazva. A deszolvatacios
miivelethez az oldatokhoz etanolt adagoltunk lassan, egy laminaris pumpa
segitségével, kevertetés mellett. A polimer-térhalositasra glutaraldehidet
hasznaltunk. Az elkészitett kolloidokat 16000g-n torténé centrifugalassal
tisztitottuk. A harom mintanak a részecskemérési eredményeik alapjan adtuk a
*"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSA1800 neveket. Az
¥MTc-mal vald jelzés érdekében a on-kloridot alkalmaztunk redukal6
agensként. A *"Tc-BBS-NP  nanorészecskék — elballitisa a  BBS
Nanotechnolédgia Kft. debreceni laboratoriumaban tortént. Az 6nrendezédéssel
(“self-assembly”) 1étrejovo, stabil polielektrolit nanorészecskék poli-gamma-
glutaminsav és kitozan lancai kozott lejatszodo ionos gélképzddés soran
alakultak ki. A folsav eléz6leg a y-PGA-ra megkotve. A nanorendszer *™Tc-
mal valo jelzéséhez SnCly-t alkalmaztunk redukald agensként. A Medi-
Radiopharma Kft. altal liofilizalt formaban rendelkezésiinkre bocsatott Senti-
Scint® radiofarmakon a 600-1110 MBq aktivitasa, 3 ml térfogata **™Tc-
pertechnetat generator-elitummal torténé beoldasa soran a jelzéshez kiilon
segédanyagot nem igénylelt. A megfeleld jelzettségi hatasfok érdekében a
gyarto erre vonatkozo eldirdsai szerint 20 perces, szobahOmérsékleten torténd

inkubalasi 1d6t biztositottuk a mintak szamara.



2. A készitmények jellemzése, in vitro nyomonkaovetésiik

A *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és  **"Tc-DoxHSA1800
készitmények doxorubin-megkotési hatasfokat a részecskék 16000 g-n torténd
centrifugalasa utdn az oldatok feliilliszoinak nagy teljesitményti
folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel torténd vizsgalataval mértiik. A
Senti-Scint®, *"Tc-BBS-NP, *"™Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és
¥MTc-DoxHSA1800  készitmények  jelzettségi-hatasfok  vizsgalatat
vékonyréteg-kromatografias (TLC) modszerrel végeztik ITLC-SG-n. A
készitmények részecskeméretének vizsgalatat és nyomonkovetését dinamikus
fényszoras fotometriaval (DLS) végeztik. A *"Tc-DoxHSA180, *™Tc-
DoxHSA430 ¢és “™Tc-DoxHSA1800 készitmények részecskeméréseit és
tamasztottuk ala. A *"™Tc-BBS-NP  nanorészecskék — sejtkotddésének
megallapitasara  konfokalis  mikroszkopos — vizsgalatokat — végeztiink,
hepatocellularis karcindma (Hepatocarcinoma Debreceniensis, HeDe)

sejtvonallal, a nanorészecskék fluoreszcens jelzésével.

3. A készitmények biolégiai alkalmazasa, in vivo nyomonkdvetésiik

A jelzett *"Tc-DoxHSA180, “™Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA1800
készitményeket egészséges Wistar-patkanyokon vizsgalatuk, Nucline X-ring
(Mediso) SPECT gamma kamera segitségével készitettiink felvételeket 5, 15,
30, 60 perccel, majd 2, 8 és 22 oraval az injektdlasok utdn, hogy

meghatarozzuk az egyes aktivitds-halmozodasok, szerv-aktivitasok iddbeli
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valtozasait. A *™Tc-BBS-NP nanorészecskéket folat receptort kifejezd
hepatocellularis karcindma (HeDe) tumor-sejtvonallal (SRCA-moédszerrel)
transzplantalt Fischer 344 patkanyokban kovettiik nyomon gamma-kamera
segitségével, osszehasonlito kontroll-vizsgalatok végzéséhez *™Tc-DMSA
radiofarmakont alkalmaztunk. A  szerveloszlasi eredményeket ROI-
analizisekkel hataroztuk meg. A jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskéket
spontan eredetli, folat receptort kifejezd szajiiregi tumorban Szenvedd
kutyaban is vizsgaltuk. A *™Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloidot 128
emlddaganatos néi beteg klinikai 6rszem nyirokcsomoé (SLN) vizsgalataban,
illetve emellett 24 ismert daganatos betegségben szenvedd kutya Orszem
nyirokcsomo vizsgalataiban alkalmaztuk, gamma-kameras, gamma-szondas és
kékfestéses SLN-detektalasi modszerek egyiittes alkalmazasaval ¢és

Osszevetésével.

Eredmények

1. Eléallitas, radioaktiv jelzés

- A ¥"Tc-BBS-NP készitmény eléallitasa: egy 0j tipust, onrendezédéssel
l1étrejovo, folat receptort kifejez6 tumor tipusokat targetdld nanorendszer,
nanorészecske termék elsé izben torténd, *™Tc izotoppal torténé radioaktiv

jelzését valositottuk meg és mutattuk be.

A *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSAL800
készitmények eldallitdsa: az értekezésben bemutattuk humén szérum

albumin (HSA) alapi, doxorubicint hordoz6é nanorészecskék és



mikrorészecskék elballitasat tobb részecskeméretii valtozatban, majd ezeket

sikeresen jeleztiik 9MT¢ izotoppal.

- A Senti-Scint® HSA nanokolloid *™Tc izotdppal torténd jelzése.

2. A jellemzések, in vitro nyomonkovetések eredményei

- Nagy teljesitményli folyadékkromatografidas (HPLC) mddszerrel igazoltuk,
hogy a *"Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és “™Tc-DoxHSA1800
készitmények doxorubin-megkdtési hatasfoka 48 draval a prepardlds utan is

95% fol6tti volt.

- Vékonyréteg-kromatografias (TLC) moédszerrel igazoltuk, hogy a *™Tc-
jelzett Senti-Scint® radiokolloid a bioldgiai alkalmazas elétt megfeleld
jelzettségi hatasfoki (95% folstti). TLC modszerrel igazoltuk, hogy a *™Tc-
BBS-NP, a *"Tc-DoxHSA180, a *"Tc-DoxHSA430 és a *"Tc-
DoxHSA 1800 készitmények elsd izben torténé *"Tc-jelzése sikeres volt, és
24 oras jelzettségi-hatasfok nyomonkovetéssel igazoltuk, hogy a

készitmények izotopmegkotése minden esetben allando, 97% f616tti volt.

- Dinamikus fényszoras fotometriaval (DLS) meghataroztuk a Senti-Scint®,
*"Tc-BBS-NP,  *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és  *MTc-
DoxHSA1800 készitmények részecskeméretét. Igazoltuk, hogy a
készitmények részecskeméret-eloszlasaban a jelzési procedura nem okoz
jelentds valtozast, a doxorubicint hordoz6 HSA kolloidok esetében pedig 1
hetes in vitro nyomonkdvetéssel igazoltuk, hogy az id6 fiiggvényében sincs

jelentds valtozas a részecskeméret-eloszlasukban.



A *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSAL800
készitmények transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) vizsgélataval
aldtdmasztottuk a DLS modszerrel végzett részecskeméret-mérési
eredményeket, igazoltuk, hogy mindhidrom jelzett készitmény gdmbszerii
részecskékbdl all, és a legnagyobb (*™Tc-DoxHSA1800) minta nem
tartalmaz olyan méretli aggregatumokat, amelyeket a DLS moddszerrel nem

mutathatok ki.

- A ®"Tc-BBS-NP fluoreszcens jelzése utan hepatocellularis karcinoma
(Hepatocarcinoma  Debreceniensis, HeDe) sejtvonalak  konfokalis
mikroszkopos vizsgalataival igazoltuk a nanorészecskék sejtkotodését a

folat-receptort kifejez6 tumor-sejteken.

3. A biolégiai alkalmazasok, in vivo nyomonkdovetések eredményei

- A jelzett *™Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA1800
készitményeket egészséges Wistar-patkany allatmodelleken vizsgaltuk, a
kisérletekkel igazoltuk, hogy a jelzett készitmények in vivo kornyezetben
megfeleld jelzettségi hatasfokot és megfeleléen allandd a részecskeméret-
eloszlast mutatnak. Az eredményekkel ramutattunk arra, hogy a doxorubicint
hordoz6 HSA részecskéket a jovoben a méretik megvalasztasa altal is
lehetséges lesz kiilonb6z6 célba juttatasi modszerekkel alkalmazni. Emellett
az eredményekkel ramutattunk arra, hogy a SPECT képalkotas pontos és
szemléletes eszkoze a *"Tc-mal jelzett hatbanyag-hordozo rendszerek (és az
un.  teranosztikumok)  biologiai  nyomonkdvetésének, in  vivo

mindségellendrzésének.
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- A jelzett ®"Tc-BBS-NP nanorészecskéket folat receptort kifejezd
hepatocellularis karcindma (HeDe) tumor-sejtvonallal SRCA-modszerrel
transzplantalt Fischer 344 patkany-allatmodelleken vizsgéltuk. Bizonyitottuk
a jelzett ®"Tc-BBS-NP nanorendszer folat-receptorokra valo egyértelmii
specifikus kotédését. Igazoltuk, hogy a *™Tc-BBS-NP nanorendszernek az
injektalas utan az izotopmegkotd hatasfoka stabil, a részecskemérete pedig
allando marad. Ezen feliil igazoltuk, hogy a *"Tc-BBS-NP koncentraciéja
az i.v. injektalast kovetéen, a SPECT és SPECT/CT vizsgalatok alapjan a
tumoros vesékben minden vizsgalt idépontban magasabb volt (24 6raval az
injektalds utan az injektalt nanorészecskék 8,54%-a halmozddott a
tumorban) a kontralaterdlis oldalhoz ¢és a *"Tc-DMSA  kontroll-

radiofarmakon tumorhalmozasahoz képest.

- Elvégeztik a jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskékkel egy spontan
eredetil, folat receptort kifejezd szajiiregi tumorban szenveddé kutya SPECT
vizsgalatat. lgazoltuk a jelzett *"Tc-BBS-NP nanorendszer folat-
receptorokra valé egyértelmli specifikus kot6dését. Gamma-kameras
felvételekkel igazoltuk, hogy a készitmény az i.v. injektalast kdvetden 2
oraval a teljes injektalt aktivitds 3,11%-a halmozodott a szajiiregi
daganatban, a kutya koponya régiojarol elvégzett haromdimenzios SPECT
vizsgalatok pedig pontosan koriilirhato tumorfelvételt igazoltunk. A spontan
eredetli tumorban szenvedd kutya vizsgalatanak eredményességével arra is
ramutattunk, hogy a kutya jol hasznalhato allatmodell, ha uj tipusu
nanorészecskék bioldgiai alkalmazasanak lehetdségeit kutatjuk human célra
kifejlesztett SPECT-késziilék segitségével. A *"Tc-BBS-NP nanorendszer
biologiai vizsgilataiban Gsszességében igazoltuk, hogy az tuj, *"Tc-mal
jelzett nanorendszer alkalmas lesz késdbb akar emberi, folat-receptort

kifejezd tumorok jo szelektivitassal torténd azonositasara is.
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- A ®™Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal 128 emlédaganatos néi
beteg klinikai Orszem nyirokcsom6 (SLN) vizsgalatit végeztik el a
limfoszcintigrafiai (gamma-kameras), gamma-szondas és kékfestéses SLN-
detektalasi modszerek egylittes alkalmazasaval. Igazoltuk, hogy egy vagy két
darab 6rszem nyirokcsomd azonositdsa megbizhatoan elvégezhetd a betegek
dont6 tobbségénél (95%) gy, hogy az SLN vizsgalatokra 175 nm-es atlagos

részecskeméretll nanokolloidot alkalmaztunk.

Ismert daganatos betegségben szenvedd kutydk Orszem nyirokcsomd (SLN)
vizsgalatat végeztiik el *™Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal, a
limfoszcintigrafiai (gamma-kameras), gamma-szondas és kékfestéses SLN-
detektalasi modszerek egylittes alkalmazdsaval. Megallapitottuk, hogy az
érintett nyirokcsomok 97%-at lehetett intraoperativ gamma-szondaval
azonositani, 89%-a tisztan kivehetd és azonosithatd volt a gamma-kameras
felvételeken, mig a kékfestéses modszer az esetek 77%-aban volt
eredményes. Az eredményekkel igazoltuk, hogy a human célra kifejlesztett
nanokolloid a kutyak SIL.N-azonositisaban ugyanolyan eredményességgel
alkalmazhat6, mint a human vizsgalatokban. Az eredményekkel ezen feliil
igazoltuk azt is, hogy a spontan eredetli tumorban szenvedd kutyak pontos,
és jol alkalmazhato allatmodelljei lehetnek az 6rszem nyirokcsomoval

kapcsolatos kutatasoknak.
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Kovetkeztetések

Az értekezésben egy 1j diagnosztikai radiofarmakon-jeldlt készitmény
eléallitasat mutattunk be, egy folat-receptort célzo, 6nrendezédéssel 1étrejovo,
¥MTc-jelzett nanorendszer elsé alkalommal torténd SPECT és SPECT/CT
alkalmazasat, illetve a kiilonb6z6 késébbi célbajuttatasi lehetéségek érdelében
kiilonbozd részecskeméretd, doxorubicint hordozo, 99mTC-jelzett nano- és

mikrorészecskék eldallitasat és nyomonkdvetését.

A kolloid radiofarmakonok és hatéanyag-hordozok példain keresztiil a

megfeleld és stabil részecskeméret-eloszlas jelentségét is igazoltuk.

A dolgozatban emellett spontan eredetii daganatos betegségben szenvedd
tarsallatok (kutyak) Gsszehasonlité kortani vizsgalatat mutattuk be egy human
célra (6rszem nyirokcsomoé detektalasara) kifejlesztett radiofarmakon és az 1ij
radiofarmakon-jelolt  készitmény els6 alkalommal torténé  klinikai

alkalmazasaval.

A bemutatott példakon keresztiil igazoltuk, hogy a nuklearis medicina
képalkotdé modszerei fontos segitdi az 0j tipusu, nanotechnologiaval késziilt
gyogyszerek (teranosztikumok, célzott hatdanyag-bevitelben alkalmazott

hordozo részecskék) fejlesztésének azok bioldgiai nyomonkovetésében.
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