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1. Bevezetés

1.1. Kolloidok, radiokolloidok, nanokolloidok, nanorészecskék és

mikrorészecskék alkalmazasa a nuklearis medicinaban

A nuklearis medicina Hevesy Gyorgy 1943-ban kémiai Nobel-dijjal jutalmazott
felfedezése (a radioaktiv nyomjelzéses vizsgalati moddszerek kifejlesztése és
alkalmazasa) nyoman sziiletett meg, és a nyilt radioaktiv készitmények in vitro vagy in
VIVO izotopdiagnosztikai, képalkoto vagy terdpids célu felhasznalasat jelenti. Az in vivo
orvosi képalkotd modszerekben alkalmazott radiofarmakonok kozott a Hevesy Gyorgy
Nobel-dija oOta eltelt évtizedek alatt megjelentek a kolloid alapt készitmények is,
kezdetben elssorban a vérataramlasi (perfuziods) vizsgalatok kontrasztanyagaiként. A
nuklearis medicina a kolloidok méretébél fakadd farmakokinetikai (vagy épp
ellenkezdbleg, a ,,helyben maradasi képességbol” ad6do) eldnyoket kezdte hasznalni, a
radioaktiv izotoppal megjelzett kolloid anyagok, azaz a radiokolloidok alkalmazasaval
pedig boviiltek és javultak az izotopdiagnosztikai és izotopterapias modok és
eredmények. A kolloidika 90-es és 2000-es évekbeli, nanotechnologia néven torténd
»ujjasziiletése” lehetdséget teremtett ismét 1 tipusu radiofarmakonok kifejlesztésére, és
emellett felvetette annak a lehet6ségét 1is, hogy a nuklearis medicina
nyomonkovetésben, képalkotdsban 1évd lehetdségei 1) tipusu, nanotechnologiaval
késziilt gyogyszerek (célzott hatdoanyag-bevitelben alkalmazott hordozd részecskék)

fejlesztésének is fontos segit6je legyen azok bioldgiai hasznosulasanak felderitésében.

Az értekezésben bemutatott vizsgalatokban a felhasznalt kolloid készitmények,
radiofarmakonok egy része ,,nanorészecskének” van elnevezve, mig egy masik résziik
az értekezéshez kapcsolddd kozleményekben ¢és sajat gyogyszerleirasaban is
kovetkezetesen ,,radiokolloid” néven szerepel. Ennek oka, hogy a kétezres évektdl a
100 nanomeéter, majd az 1000 nm alatti kolloid készitmények elnevezését fokozatosan
felvaltotta a nanorészecske (“nanoparticle”) kifejezés. Mig kolloid rendszereknek
altalaban 1-2 nanométernél nagyobb, de 500 nanométernél (vagy a definicié forrasatol
figgéen 1000 nm-nél vagy akar par mikronnal) kisebb részecske-természetii diszperz

rendszereket neveziink [Wolfram 1971, Szekrényesy 2000, Horvolgyi 2011], addig a
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nanorészecskék alatt a készitdik eredetileg néhany-tiz nanométeres kolloid részecskéket
értettek, amelyek szintén a ,kozonséges molekuldk” maximum 1-2 nm-es mérete
folottiek, de kisebbek 80-100 nm-nél. Az évek soran a kezdeti 80-100 nm-es felsd hatar
a kozleményekben bemutatott nanorészecskék esetében is kitolodott, és ma mar az 500
vagy 1000 nm-nél kisebb részecskeméretii termékeket, gyogyszer-alkotokat is gyakran
nanorészecskének nevezziikk. A kifejezés maga a nanotechnologia megjelenésével
terjedt el, ez utdbbit pedig minden olyan folyamat elnevezésére hasznaljuk, amely soran
az anyagot a nanométeres mérettartomanyban modositjuk vagy allitjuk el6. E
részecskék, és a nanotechnologia egyéb orvosi alkalmazasi teriileteinek mara Uj
gyljténeve, tudomanya is van, ez a nanomedicina [Jain 2008]. (A dolgozatban
olvashatd “nanorészecske”, “nanokolloid”, “radiokolloid” kifejezések tehat jelen
esetben ugyanazt jelentik: minden alkalommal 1-2 nanométer feletti, de 1000 nm alatti,
radioaktiv izotoppal jelzett, részecsketermészetli készitményeket, radiofarmakonokat
takarnak. A nem nano-tartomanyba esé részecskékbdl allo, hanem 1000 nm, azaz 1
mikron f6l6tti, néhany mikronos Szemcseméretii kolloid rendszereket, ma a

nanorészecskék nevezéktani logikajat kovetve mikrorészecskéknek is nevezziik.)

Az értekezésben bemutatott kolloidokat ™ Tc-mal torténd radioaktiv nyomjelzéssel
egyiitt alkalmaztuk. A technécium 99-es tomegszamu metastabil izotopja (**"Tc) a
gamma-kameras diagnosztikaban, a SPECT és SPECT/CT képalkotdsos modszerekben,
¢és azon beliill a radiokolloidokkal végzett diagnosztikaban is a legszélesebb korben
alkalmazott radionuklid a nagyon eldnyos fizikai és kémiai tulajdonsagai miatt: a
viszonylag alacsony, 140 keV-es energiaji, de a SPECT kameraval Kkitinden
detektalhatd gamma-kibocsatasa, és a rovid, nagyjabol 6 oras fizikai felezési ideje és

viszonylag egyszerii hozzaférhetdsége folytan (izotopgenerator-termék).

A bemutatott készitmények vizsgalatai tobb esetben allatkisérleteken alapulnak, ezek
egy része ,,hagyomanyos” laborallatokon végzett vizsgalat, egy masik résziik viszont az
allatkisérletek egy tjabb, etikusabb, ¢és sok esetben pontosabb kortani modellt nyujto

fajtaja, Gn. spontan beteg tarsallatokon végzett vizsgalat.
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1.2. A spontan eredetii betegségben szenvedé allatok ésszehasonlito

kortani jelentosége

A gyogyszerkészitmények, igy a citosztatikumok és a radiofarmakonok kutatasaban is
altalaban a tumoros egerek és patkanyok allatmodellként vald felhasznalasa az
altalanosan elfogadott médszer, mégis szamos 0j daganatellenes készitmény bukik el a
késobbi alkalmazasa, a betegek tényleges kezelése sordn a Szer magas toxicitasa vagy
alacsony hatasfoka miatt [Simon 2008]. A kisérleti allatban indukalt vagy beiiltetett
tumor ugyanis nem minden esetben viselkedik az emberben “természetes” koriilmények
kozott kifejlodé daganatokkal megegyezden, és ez igaz a primer tumorokra és az attétes
daganatokra is. Az a tény, hogy a ragcsalo allatmodellen végzett kezelések csak ritkan
iiltethetok at egyértelmiien az emberi klinikai terapids modokba, olyan alapvetd
kiilonbségekre mutat ra, amelyek azt indokoljak, hogy alternativ allatmodelleket is

bevonjunk a kutatasokba [Kamb és mtsai 2001].

Ha daganatos betegségrdl van sz6, akkor az embernek az a (kisérleti) allat tud idealis
modellje lenni (a rendelkezésre allasi és a koltség-hatékonysagi szempontok mellett),
amelynél a betegség hisztopatologiai, sejtes és molekularis tulajdonsdgokban, biologiai
viselkedésben és a terapiara adott valaszban nagyon hasonlé vagy pontosan azonos az
emberi megfeleldjének. Egyszeriibben, az emberi onkologiai kezelésben a tumorvalasz
¢s a mellékhatasok egy specifikus terdpia esetén pontosan meg kell, hogy josolhatéak

legyenek az allatmodell alapjan [Knapp és mtsai 2000].

A tarsallatok spontan eredetli betegségei pontosan ezért lettek j6 modelljei az
emberének. A spontdn beteg tarsallatok minden kornyezeti rizikofaktorban osztoznak a
gazdaikkal, betegségeik nem mesterségesen eloidézettek, hanem indikatorai a
tulajdonosok potencialis betegségeinek, a kornyezeti tényezok egyezdsége miatt pedig a
mutatnak a human etiologia eredményeivel [Kelsey és mtsai 1998]. Az allatok spontan
eredeti daganatainak Osszehasonlitdo kortani jelentdsége nem 1j keletli felismerés,
valojaban az elmult 30-40 évben sziilettek eredmények az immunolédgia [Pang, Argyle
2009, Withrow ¢és mtsai 1991, Madewell 1981, Theilen, Hills 1982], sugarbiologia
[Powers 1987], hipertermia [Page, Thrall 1994], illetve tobb daganattipus kezelésével
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kapcsolatban (oszteoszarkdéma, lagyszoveti szarkdma, limféma, melanéma és mas
tipusu rakos megbetegedések Osszefliggésében) [Vail, MacEwen 2000, Withrow és
mtsai 1991, Gordon és mtsai 2009, Mueller és mtsai 2007].

A spontan beteg tarsallatok korén beliil a kutyak (Canis lupus familiaris) kiilon kitiind
modellt nytjtanak Osszetett emberi korképekre a konnyti hozzaférhetdségiik és a faj
szamos kulturaban kitiintetett szerepet betoltd helyzete miatt [Rowell és mtsai 2011].
Az ember utan a kutydknal lehet megfigyelni a legnagyobb fenotipusos
valtozékonysagot, €s a kutydk esetében van a legtobb leirt természetes eredetli betegség
az emldsok kozott [Starkey és mtsai 2005]. Nagyjabol 400, az emberéhez hasonld
orokletes betegséget irtak le kutydban, beleértve daganatos megbetegedéseket,
szivbetegségeket vagy idegrendszeri elvaltozasokat [Ostrander és mtsai 2000, Sargan
2004]. A kutyak daganatai szovettanilag nagyon hasonlitanak az emberekéhez és
hasonléan reagalnak a hagyomanyos kezelésekre is. Kezeletlen daganataik az
emberekéhez hasonld agressziv novekedést mutatnak, viszont a betegség gyorsabb
Osszehasonlitd kortani vizsgalatok esetén rovidebb nyomonkovetési idével, ez pedig
alapvetd elonye ezeknek a vizsgdlatoknak. A kutydk esetén ezeken feliil a kezelés
altalaban a daganatos betegség késébbi stadiumaban kezddédik, mint az emberekben.
Mig a kutydk esetében a teljes gyogyult allapot a kezelés utdni 18 hoénapban mar
meghatarozhato, addig az ember esetében 7 éves a nyomonkovetési idé [Paoloni,
Khanna 2008]. Egy 0j terapias szer randomizalt klinikai kiprobalasa tarsallatok esetén
1-3 évet vehet igénybe, mig egy hasonlo részletes vizsgalat 5-15 évet is igénybe venne
emberben [Khanna és mtsai 2002]. Azzal, hogy az egyes tarsallatokban mérhetd
biologiai markereket pontosan megfeleltetjiik, validaljuk az emberi szervezet
biomarkereire, ezeknek a hossza klinikai vizsgalatoknak jelentdsen lerdvidithetjiik az
idejét [Hansen, Khanna 2004]. Mindemellett az 0j daganatellenes szerek vagy a
nukledris medicina teriiletén az Gjonnan kifejlesztett izotdpos kontrasztanyagok,
radiofarmakonok klinikai probai a tarsallatok esetén nincsenek a hagyomanyos emberi
Klinikai tesztek keretei kozé szoritva, és ez lehetdvé teszi, hogy a hazi kedvenc kutyak
gyogyitasa soran olyan 1j gyogyszereket is kiprobaljunk, amelyek még akar évekkel a
forgalmazas el6tt allnak. E torekvések raadasul teljes egészében taldlkoznak a kutydk

gazdainak elképzelésével. Az esetek dontd tobbségében tdmogatjak, hogy kedvenciik
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betegségének pontosabb diagnodzisat, és az allat gydgyulasat olyan uj, igéretes (akar
radiokolloid alaptl) tumordiagnosztikai és (nanorészecske alapu) daganatterdpias
gyogyszerrel segitsiik, amelyeknek az emberi hasznalatra torténd bevezetése még
folyamatban van, viszont a kedvenc kezelésében szerzett tapasztalatok meggyorsitjak

annak bevezetését is [Gordon és mtsai 2009].

1.3. Példak *"Tc-mal jelzett nanorészecskék kiilonbozé alkalmazasara

a nuklearis medicinaban

1.3.1. Orszem nyirokesomé kimutatasa human vizsgalatokban megfelelé

részecskeméretii, HSA alapa nanokolloidok segitségével

A péar sz4dz nanométeres radiokolloidok egyik nagyon jelentds felhasznalési teriilete a
nuklearis medicindban a ’90-es évek masodik felétdl, de még inkabb a 2000-es évektdl
az orszem nyirokcsomo kimutatdsa lett. Az Orszem nyirokcsomo6 elmélet azon a
megfigyelésen alapul, hogy az elsddleges (primer) tumor a nyirokaramon keresztiil a
legkdzelebbi nyirokcsomoval keringési Osszekottetésben van, az attétképzodés elsd
helye pedig mindig ez az elsé (6rszem) nyirokcsom6. Az elmélet szerint tehat a
daganatok nyirokuti (limfogén) attétképzodese az érintett nyirokcsomokon megfeleld
sorrendet kovet, és a daganatba vagy kozvetleniil mellé beadott kontrasztanyaggal
meghatdrozhaté egy vagy tobb olyan nyirokcsomd, amelyekben el6szor képzddik az
attét, ha képzodik. Ezeket a nyirokcsomokat Orszem vagy szentinel nyirokcsomdknak
(SLN, ,sentinel lymph node”) nevezzikk, mivel Iényegében ,0rzik” a tobbi
nyirokcsomot, ¢€s jelzik az attétképzOdést, az 1igazoltan Aattétmentes Orszem
nyirokcsomok pedig szinte teljesen biztossa teszik, hogy a tobbi nyirokcsomo sem
tartalmaz attétet. Melandmaban szenvedd betegekben példaul az érszem nyirokcsomod
allapota a metasztazis szemszdgébdl bizonyitottan tiikkrozi a sorban azt kovetd tovabbi
nyirokcsomodk allapotat is, amennyiben az daganatos sejtekre negativ, tigy a tovabbiak
is azok lesznek [Reintgen és mtsai 1994]. Az emlddaganatban szenvedd betegek

megfeleld kezelésében a nyirokcsomodkon keresztiil torténd attétképzddés felbecsiilése,
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meghatarozasa, értékelése ugyancsak kulcsfontossagii a kezelés megvalasztasanal, és

betegség korjoslatanal [ Veronesi és mtsai 1987].

Az 6rszem nyirokcsomok vizualis, intraoperativ azonositasara kezdetben ,,kék festéket”,
un. patent-kék vagy izoszulfan-kék festéket hasznaltak [Bircher 2006], majd pedig
izotopos  kontrasztanyagokat. =~ A radioizotopos  diagnosztikumokkal, a
radiofarmakonokkal végzett gamma-kameras nyirokuti- és nyirokcsomo-vizsgalatok a
limfoszcintigrafiai vizsgalatok. A limfoszcintigrafia tehat segit abban, hogy sebészeti
beavatkozas soran azonositsuk és pontosan metssziik ki az drszem nyirokcsomoét vagy
vegyliink bel6le szOvetmintat az  attétképzodés  felderitése  érdekében. A
limfoszcintigrafia segitségével torténd Orszem nyirokcsomd azonositast elészor pénisz-
karcinoma kezelésével kapcsolatban irtak le 1977-ben [Cabanas 1977], majd
tovabbfejlesztették human malignus melanoma stadiumba sorolasahoz 1992-ben
[Morton és mtsai 1992]. Késébb emlddaganatoknal [Cox és mtsai 1998], feji és nyaki
daganatokndl [Ames ¢és mtsai 1998], pénisz- [Alazraki és mtsai 1997] és vulvaris
tumoroknal [De Hullu és mtsai 1998], a gyomor- és bélrendszerhez tartozé [Wood és
mtsai 2002] és prosztata tumoroknal [Wawroschek ¢s mtsai 1999] is alkalmaztak ezt a
megoldast. 2000-ben az drszem nyirokcsomoé detektalas elsé alkalmazdja, Dr. Ramon
M. Cabanas a vizsgalati modszert Osszefoglalva altalanos leirast nyujtott a helyes

korkép felallitasahoz [Canabas 2000].

A SLN-detektalasra hasznalt radiofarmakonok vagy receptor-ligand kolcsonhatast
kihasznalo  készitmények (manndéz receptort célzo radiofarmakonok, pl. a
,Lymphoseek” [Uccini és mtsai 1997, Takahasi és mtsai 1998, Vera és mtsai 2001,
Wallace és mtsai 2007]), vagy a nyirokutak jellegébdl, belsé méretébdl kifolydlag
pontosan behatdrolt részecskeméret-tartomanyba esd kolloidikai termékek lettek
[Schauer, Becker, Reisen, Possinger 2005], vagy esetleg a két mechanizmus egyiittes

alkalmazasan alapulnak [Ocampo-Garcia és mtsai 2011].

A limfoszcintigrafiaban alkalmazott radiofarmakonokat a stabil izotopmegkdotés (magas
jelzettségi hatasfok) mellett az jellemzi, hogy gyorsan jutnak be a nyirokaramba az
injektalas pontjabol, ugyanakkor egyaltalan nem, vagy csak nagyon lassan jutnak ki

onnan a véraramba. Az 6rszem nyirokcsomo lehet6 leghatékonyabb megtalalasahoz az

11



DOI:10.14753/SE.2014.1918

ilyen célzatu, kolloid mérettartomanyu radiofarmakonok fejlesztésénél tehat elsésorban
a helyes részecskeméret-eloszlas megvalasztdsa volt a feladatat, de emellett a
részecskék szama ¢€s fajtdja (anyaga), az altaluk hordozott, kozolt sugardozis, az
injektalt térfogat és a beadas pontos helye is tisztazand6 kérdés volt. A nem receptor-
affin kolloid részecskéket nem-specifikusan fagocitaljak a nyirokrendszer makrofagjai a
nyirokcsomokban, a radioaktiv  kontrasztanyag nyirokrendszeren keresztiili
tovabbjutasanak mértéke, sebessége pedig érzékenyen fligg a megfelelden

megvalasztott, megtervezett és megalkotott, stabil részecskék méretétol.

E vizsgalatok széles kort elterjedéséig tobb, kiilonbozo részecskeméretli radiokolloid
készitményt fejlesztettek limfoszcintigrafiai alkalmazasra, az 5-10 nanométeres
részecskeméretlitél az ezer nanométer folotti termékekig. A kutatdsok azt mutattik,
hogy a kisebb, 20-50 nm alatti részecskeméretii radiofarmakonok a gamma-kameras
felvételeken tobb nyirokcsomot rajzolnak ki, mivel a kisebb részecskéknek sokkal
gyorsabb az 4thaladasuk a nyirokutakon, igy ezek jo része gyorsan tovabb dramlik a
nyirokcsomod-lancon. Ez a jelenség lerontotta a szentinel-detektdldsi hatasfokot,
megnehezitette az 6rszem nyirokcsomé intraoperativ azonositasat a tobbi, aktivitast
halmoz6 helyi nyirokcsoméd kozott [Taylor és mtsai 1999]. Az ennél nagyobb
szemcseméretii radiokolloidok kevesebb szami nyirokcsomot indikalnak (mas szoval az
drszem nyirokcsomok altal visszatartott kolloid-részecskék szama jelentésen megnd), és
lassabban iiriilnek (mosddnak) ki beldliik, lehetdséget teremtve arra is, hogy a sebészeti
beavatkozast (a biopsziat) az injektalast kovetd napon végezzEék el a betegen [Taylor és
mtsai 1999]. Az alkalmazott kolloidok til nagy mérete (pl. nem vart szemcse-
Osszetapadas, aggregacid) esetén ugyanakkor a radiofarmakon lassan vagy egyaltalan
nem vandorol a nyirokutakban, lehetetlenné téve ezzel a diagnodzist. Tobb, fiiggetlen
vizsgalat is igazolta tehat, hogy az optimalis részecskeatmérd valahol 20 ¢s 500 nm

kozott van [Wilher et el 1999, Eshima és mtsai 2000, Tanis és mtsai 2002].
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1.3.2. Az 6rszem nyirokcsomoé azonositasa az allatorvosi onkologiai gyakorlatban

HSA alapu nanorészecskék segitségével

A daganatos megbetegedések nem csak az emberben, hanem a tarsallatokban is vezet
halalokok ko6zé tartoznak. A kutyakban a spontan eredetli tumorok gyakorisaga
kétszerese az emberek esetében megfigyeltnél, a patoldgiai, szovettani, biokémiai
tulajdonsagaik ugyanakkor nagyon hasonléak az emberi rosszindulati daganatokéhoz.
A képalkotd diagnosztika felbontoképessége szempontjabol fontos tény, hogy kutya
esetében maga a tumorméret is Osszehasonlithato a human betegekével, a daganat
novekedési sebessége (a betegség progresszidja) viszont altalaban kétszerese az ember
esetében megfigyeltének [Hahn és mtsai 1994]. Ezek a jegyek alkalmassa teszik arra is
a spontan eredeti daganatos allatokat, hogy megbizhatdé modellként szolgaljanak az
emberi onkologiai kutatasok szamara a nyilvanvalo anatomiai kiilonbségek ellenére is

[Knapp és mtsai 1997].

Az Orszem nyirokcsomo elmélet els6 sikeres human klinikai alkalmazasa el6tt
évtizedekkel mar szamos kutatécsoport foglalkozott a kérdéssel kiilonbozo
allatmodelleket tanulmanyozva. E vizsgalatok sordn a kutatok egészséges kutya [Noris
és mtsai 1982, Metcalf és mtsai 1986, Sautet és mtsai 1992, Hodges és mtsai 1992,
Rogers és mtsai 1993], nyul [Strand és mtsai 1979, Ergun és mtsai 1998, Taylor és
mtsai 1999, Janoki és mtsai 2000, Balogh és mtsai 2001], sertés [Tafra és mtsai 1999]
és macska [Metcalf és mtsai 1986 ,Morton és mtsai 1992] allatmodelleket is
tanulmanyoztak. Az Orszem nyirokcsomé vizsgalatok ezzel egyiitt mégis ritkanak
mondhatok a klinikai allatorvosi gyakorlatban [Noris és mtsai 1982, Metcalf és mtsai
1986, Sautet és mtsai 1992, Rogers és mtsai 1993, Janoki és mtsai 2000, Balogh és
mtsai 2001]. A limfoszcintigrafiaban hasznalatos radiokolloidok kutatasa és fejlesztése
soran indokoltta valt tehat, hogy ijabb in vivo modelleket, spontan beteg allatokat is

bevonjunk a kisérletekbe.
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1.3.3. ¥™Tc-mal jelzett, doxorubicint hordozé nano- és mikrorészecskék

A 2000-¢s években a kontrasztanyagokat és daganatellenes hatéanyagokat célba juttatd
nanorészecskék (nanohordozok) kutatdsa IS egyre inkabb el6térbe keriilt. A
megfigyelések szerint kolloid hatéanyag-hordozok alkalmazasaval jelentésen lehet
csokkenteni a citosztatikumok mellékhatasait, és ezzel egylitt novelni a terapids
hatasfokukat [B.Mishra és mtsai 2009]. A siriin alkalmazott daganatellenes agenst, a
doxorubicint is kiprobaltak ilyen kisérletekben, amelynek a klinikai alkalmazhatdsagat
egyébként behatarolja a magas foku szivkarosito mellékhatasa [Singal és mtsai 2000,
Minotti és mtsai 2004]. A tapasztalatok azt mutattak, hogy a doxorubicin
kardiotoxicitasa jelentdsen csokkenthetd, ha a hatdanyagot egy hordozd nanorendszerre
kapcsoljuk [Dreis és mtsai 2007]. Az ilyen nanohordozok altalaban relativ nagy
mennyiségli hatéanyagot képesek hordozni minimalis nemkivénatos hatéanyag-
veszteség mellett, jol tarolhatoak, a hatdéanyag célzott és szabalyozott bevitelét is el
lehet veliik érni, és emellett képesek akar kikiiszobolni a multi-drog rezisztencia (MDR)
hatast is [Cuvier és mtsai 1992, K. Cho és mtsai 2008]. A doxorubicint, mint hordozott,
célba juttatott hatdéanyagot tobbféle kiilonbdzo hordozéd felhasznalasaval alkalmaztak
mar, de leginkabb liposzomakkal [Sells ¢s mtsai 1987, Treat és mtsai 1990, Rahman ¢és
mtsai 1990]. Ezek egyik legismertebb képviseldje a Doxil nevii daganatterapias szer,
amely szerkezetét tekintve pegilalt liposzomaba zart doxorubicin [Sells és mtsai 1987,
Francis 1998]. A citosztatikumot a liposzomak mellett szamos mas, nanorészecske
méretli polimer hordozoéval is alkalmaztak: poli-butil-cianoakrilattal (PBCA) [Gulyaev
¢és mtsai 1999, Steiniger és mtsai 2004], poli-izohexil-cianoakrilattal (PIHCA) [Cuvier
¢és mtsai 1992, PLGA-nanorészecskékkel (poli-tejsav-glikolsav) [Yoo és mtsai 1999]
vagy zselatinnal [Leo és mtsai 1997, Leo és mtsai 1999].

A doxorubicint hordozé kolloidoknak szamos elényiik van a magaban alkalmazott
doxorubicinnel szemben: egyrészt az un. EPR-effektusnak (“enhanced permeation and
retention effect”), azaz a “megndvekedett atsziir6dési és visszatartasi effektusnak”
koszonhetden a hatéanyag megndvekedett passziv halmozasat lehet elérni a daganatban
helyesen megvalasztott és megalkotott részecskemérettel [Maedea és mtsai 2000].

Emellett a nanohordozok képesek tovabb keringeni a véraramban €s szintén tobbféle
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tumor esetén képesek kikiiszobolni a multi-drog rezisztenciat (MDR) [Barraud és mtsai
2005].

A hatéanyagok nanorészecskék altali megkotésére kiilonboz6 modok ismertek.
Lehetéség van egy elére megalkotott nanorendszer részecskéinek a feliiletére kotni a
célba juttatni kivant agenst [Y00 és mtsai 1999, Eatock és mtsai 1999], de akar ,,bele is
lehet csomagolni” azt a részecskékbe preparalasuk soran, a belsé polimer matrixukba
kotve [Dreis és mtsai 2007] vagy ahogy a Doxil esetén is, liposzomak belsejébe zarva
[Sells és mtsai 1987, Treat és mtsai 1990, Rahman és mtsai 1990]. Ha az anyag csupan
adszorbedlva van a részecskék feliiletére, az vezethet a hatdoanyag tal korai, tul konnyt
deszorpcidjdhoz, “elvesztéséhez”, lebomldsdhoz, kiliriiléséhez, ugyanakkor a
részecskékbe vald belefoglalas, belecsomagoléds tovabb képes megkotni a hatéanyagot,
igy ez a mod megvédheti annak aktivitasat, hatraltathatja a tal korai lebomladsat a
gyogyszerkészitmény taroldsa soran, de a szervezetbe jutds utan is [Dreis és mtsai

2007].

Hatoanyagok hordozéasara az izotopdiagnosztikdban is alkalmazott human szérum
album alapu kolloidok is jol alkalmazhatok szamos el6ny6s tulajdonsaguk folytan: ezek
az anyagok a szervezet altal konnyen lebonthatok (biodegradabilisak), a szervezet altal
jol toleralt készitmények [Weber és mtsai 2000]. Ezek mellet az elkészitésiik egyszerti,
konnyen reprodukalhat6 [Langer és mtsai 2003] és olcso, illetve tobb mas készitmény
elé helyezi dket az a tény, hogy esetliikben lehetdség van arra, hogy a célba juttatott
hato- vagy kontrasztanyag kovalens kotéssel legyen a hordozohoz kétve, koszonhetden
a HSA erre alkalmas funkcios csoportjainak [Nobs és mtsai 2004, Wartlick és mtsai
2004, Dinauer ¢és mtsai 2005, Steinhauser és mtsai 2006].

1.3.4. " Tc-mel jelzett 6nrendezdé biopolimer-bazisi nanorészecskék

alkalmazasa folat receptort kifejezo tumorok SPECT és SPECT/CT vizsgalataihoz

A fentieken til a hatdanyag-hordozd nanorendszerek specifikusan célzott teriiletre
eljuto, terapias hatast kifejtd valtozatai is jol ismertek mara a daganatos megbetegedések

diagnosztikdjdban és kezelésében. A szemcseméretiikbdl fakadd eldnyeik mellett,
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koszonhetéen a részecskék célba juttatd (“targeting”) ligandjanak, ezek a
nanorendszerek sokféle molekula szelektiv és hatékony bevitelére alkalmasak, a
kemoterapias hatéoanyagok [Leamon and Reddy 2004, Ganta és mtsai 2008, Phillips és
mtsai 2010] mellett gének [Sudimack and Lee 2000, Ganta ¢és mtsai 2008],
kontrasztanyagok [Phillips és mtsai 2010, Veiseh és mtsai 2010] vagy radionuklidok
[Sudimack and Lee 2000, Ke és mtsai, 2004] juttathatoak veliik specifikusan a
daganatsejtekbe.

Az egyik legegyszeriibb célba juttaté mechanizmus ligandja, amely segitheti ilyen
nanorészecskék tumorsejtekbe vald bejutasat, a folsav. Folat-receptort szamos tipusu
daganat sejtje kifejez relativ magasabb koncentracidban a felszinén az egészséges
szovetek sejtjeire jellemz6 el6fordulashoz képest [Elnakat és mtsai 2004]. A folsav,
mint célba juttatd (,,targetalo””) molekula specifikusan kotédik a tumoros sejt folat-
receptorara (FR) és receptor-medialt endocitdzis utjan bejut a sejtekbe [Sudimack and
Lee, 2000]. Mara szamos olyan radiofarmakont fejlesztettek ki, amelyek a folsavat,
mint targetalé ligandot tartalmazzék: dendrimereket [Agashe ¢és mtsai 2007],
liposzomakat [Awasthi és mtsai 2003], poliszacharidokat [Guo és mtsai 2011, Jing és
mtsai 2012], peptideket és fehérjéket [Komarek és mtsai 2005, Mata és mtsai 2007] és
més kis molekulaji hordozo-rendszereket, mint pl. a ,, ™ Tc-citro-folate”-ot [Altiparmak

%¥MTe radioizotopot

¢s mtsai 2010]. Létezik tobb olyan készitmény is, amelyiket
hordoz¢ radiofarmakonként alkalmaznak [Ke és mtsai 2004, Lu és mtsai 2011, Onursal
¢s mtsai 2011]. Mind a kis molekulasuly, mind a nanométeres tartomanyba esd,
makromolekula-alapu, a folat-receptor mechanizmusat kihasznald radiofarmakonok és
hordozok nagy érdeklodésre tartanak szamot a bennikk rejld jobb hatasfoku

tumordiagnosztikai és terapias lehetéségek miatt.

A Kkontraszt- vagy hatéanyag-hordoz6 nanorendszerek egyre gyakoribb kiindulési
anyaga a kitozan vagy annak valamely szarmazéka [Guo és mtsai 2011, Jing és mtsai
2012]. A kitozan egy egyenes lancu poliszacharid, a természetben nagy mennyiségben
eléforduld, megujulod forrasu biopolimer (B-[1—4]-2-amino-2-dezoxi-D-gliikopirandz),
amelyet rakok pancéljabodl, kitinbsl allitanak eld. A kitozan a kitin N-deacetilezése
soran  keletkezik, amikor is egy [-[1—4]-kotésti  2-acetamido-2-dezoxi-D-

glitkopiranozbodl és 2-amino-2-dezoxi-D-gliikopiran6zbdl allé kopolimer jon 1étre. A
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keletkez6 kitozan deacetilezésének foka és a polimer lancok molekulatomege hatarozza
meg leginkabb a poliszacharid fizikai és kémiai tulajdonsagait, a deacetilezettség foka
pedig altalaban 40% ¢és 99% kozott van. Ezzel egyiitt a kitozannak az orvosi
alkalmazasa szempontjabol van néhany nagyon kiilonleges, altalanos tulajdonséaga: a
kitozan szervezetbarat (biokompatibilis), lebonthatdo (biodegradabilis), csekély
immunvalaszt idéz eld, nagyon alacsony mértékli a toxicitasa és mindezek mellett
vannak antibakterialis tulajdonsagai is. Nem véletlen, hogy nagy szamu, kiilonb6zo
felhasznalasi modjat irtak mar le: orvosi, gyogyszeres alkalmazasait [Khor, Lim 2003,
Berger ¢és mtsai 2004, Dodane, Vilivalam 1998, Rabea és mtsai 2003], komplexképzo
lehetéségeit [Guibal és mtsai 2001, Schmuhl és mtsai 2001], taplalék-kiegészitoként
torténd és mas felhasznalasi modjait [Kurita 1998, Shahidi és mtsai 1999, Majeti and
Kumar 2000].

Ezek mellett tobb kézlemény szo6l olyan polielektrolit komplexekrdl is, amelyek kitozant
tartalmaznak [Assaad és mtsai 2011, Wu és mtsai 2011, Ji és mtsai 2012]. A
polielektrolit-komplex nanorészecskékben sok lehetéség rejlik, a hatdanyag-hordozas
szempontjabol az egyik legfontosabb tulajdonsadguk, hogy nagyszamu, jol kihasznalhato
funkcios csoportot tartalmaznak. Emellett az ellentétes toltésti biopolimerek képesek a
makromolekuldk kozott 1évo elektrosztatikus kolcsonhatasok révén dnrendezddéssel
formalodni (,,self-assembly”), és igy stabil nanorészecskéket [Zheng és mtsai 2007,
Umerska ¢és mtsai 2012], hidrogéleket [Tsao és mtsai 2010, Ji és mtsai 2012] vagy
filmeket [Feng és mtsai 2005, Silva és mtsai 2008] is kialakitani. Az igy kialakult
nanorészecskék, koszonhet6en a viszonylagosan kis szemcseméretiiknek, a szervezetbe
jutva aktiv vagy passziv mechanizmusok folytan konnyen athatolnak sejtmembranokon
is, alkalmassa téve Oket arra, hogy hatdanyagot vagy kontrasztanyagot juttassanak be a
sejtekbe. Egy jol mikodd hordozd nanorészecske a véraramba jutva képes elegendd
hosszu ideig stabil allapotban a keringésben maradni, és a hozza kapcsolt daganat-
specifikus antitest vagy receptor ligand molekula segitségével képes specifikusan egy
adott daganatos sejtteriileten felhalmozddni, igy a hato- vagy kontrasztanyag nagy helyi
mellékhatasok nélkiil, a vesén és a hugyutakon at tavozni a vizsgalt vagy kezelt
szervezetbdl. A polielektrolit nanorészecskék kémiai, farmakokinetikai, toxikologiai

elényei kihaszndlva tehat az egyszerli hatdéanyagoknal és a kis molekuldju
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radiofarmakonokndl sokkal hatékonyabb, szelektivebb ¢s kisebb mellékhatdsokat
kivalto daganatterapias gyogyszereket és tumor-diagnosztikumokat kapunk [Garcia-
Bennett és mtsai 2011].

Polielektrolit komplex jol hasznalhatd kiindulasi anyaga lehet a poli-gamma-
glutaminsav is. A poli-gamma-glutaminsav (poli-y-glutaminsav, y-PGA) ismétlédo
glutaminsav egységekbdl all, vizoldékony, biodegradabilis, nem toxikus polianion, a
szervezetben nem valt ki immunreakciot, ennek megfelelden ezt az anyagot ¢és
szarmazékait széles korben alkalmazzak is a kozmetikai és élelmiszer-iparban [Shih and
Van 2001], de a gyogyaszatban [Akagi és mtsai 2005, Hsieh és mtsai 2005, Lin és mtsai
2006] és a vizkezelésben is [Inbaraj és mtsai 2006].

A kisérleteinkben a folsav aminocsoportokon keresztiil kotédott a poli-gamma-
glutaminsavra (y-PGA), a stabil nanorészecskék pedig elkészitésikk utan vizes
kornyezetben alltak rendelkezésre. A nanorendszer gyartdsi modszerének bemutatasa
2008-ban jelent meg elészor kozleményben [Hajdu és mtsai 2008], majd a folat-
receptort célzé nanorészecske hatdanyag-hordozo [Keresztessy és mtsai 2009], illetve
MR-kontrasztanyagként felhasznalhat6, gadolinium-komplex valtozatardl jelent meg
leiras 2013-ban [Hajdu és mtsai 2013]. Ezekben a kozleményekben a nanohordozo
kiilonbozd fizikokémiai vizsgalatai (pl. annak igazolasa, hogy a nanorendszer kiilonallo,
gombszeri részecskéket alkot vizes kornyezetben és szaraz fazisban egyarant) mellett a
nanorészecskék intracellularis halmozodasat is tanulmanyoztak folat-receptort
bizonyitottan kifejez6 A2780/AD human (multidrog-rezisztens) petefészki tumor
sejtvonalakon, illetve a sejtvonalakon ¢és kisérleti allatokon torténd toxicitési

vizsgalatokkal igazoltak, hogy a nanohordozo kis mértékben sem toxikus.
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2. Célkituzések

Célunk volt teljesen 0j diagnosztikai radiofarmakon-jelolt készitmények eldallitasa, és a
megfeleld ¢és stabil részecskeméret-eloszlas jelentéségének a bemutatdsa kolloid
radiofarmakonok ¢€s hatdéanyag-hordozok példain keresztiil. Célunk volt tovabba a
spontan beteg tarsallatok (kutyak) 0sszehasonlité kortani vizsgalatainak elvégzése egy
human célra kifejlesztett radiofarmakon és az 1j radiofarmakon-jelolt készitmény
alkalmazasaval. Ezek mellett célunk volt annak igazolasa, hogy a nukledris medicina
képalkotd6 moddszerei fontos segitdi az 1) tipust, nanotechnoldgiaval késziilt
gyogyszerek (teranosztikumok, célzott hatdanyag-bevitelben alkalmazott hordozo
részecskék) fejlesztésének azok bioldgiai nyomonkovetésében. A tényleges kisérletek a

kovetkezdk voltak:
1. Eldallitas, radioaktiv jelzés

- Egy 0j tipusu, onrendezddéssel 1étrejovo, folat receptort kifejezd tumor tipusokat
targetald nanorendszer, nanorészecske termék elsé izben torténd, ¥mTe izotoppal

torténd radioaktiv jelzése: a **™Tc-BBS-NP készitmény eldallitasa.

- Human szérum albumin (HSA) alapu, doxorubicint hordoz6 nanorészecskék ¢és
mikrorészecskék elballitasa tobb részecskeméretli véltozatban, majd ezek *™Tc
izotoppal torténé jelzése: a P"Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és *MTe-
DoxHSA1800 készitmények eldallitasa.

- A Senti-Scint™ HSA nanokolloid ®™Tc¢ izotoppal torténé jelzése.

2. Jellemzés, in vitro nyomonkovetés

- A ¥™T¢c-DoxHSA180, " Tc-DoxHSA430 és ™ Tc-DoxHSA 1800 készitmények
doxorubin-megkotési  hatasfokanak — vizsgalata nagy  teljesitményt
folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel.

19



DOI:10.14753/SE.2014.1918

- A Senti-Scint®, *"Tc-BBS-NP, *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és
9MTc-DoxHSA1800 készitmények jelzettségi-hatasfok vizsgalata vékonyréteg-

kromatografias (TLC) modszerrel.

- A Senti-Scint®, *"Tc-BBS-NP, *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és
9MTC-DoxHSA1800  készitmények — részecskeméretének — vizsgilata  és

nyomonkovetése dinamikus fényszoras fotometriaval (DLS).

- A ¥™Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és " Tc-DoxHSA 1800 készitmények

transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalata.

- Konfokélis mikroszképos vizsgalat a *"Tc-BBS-NP nanorészecskék
sejtkotodésének megallapitasara, hepatocelluléaris karcindma (Hepatocarcinoma

Debreceniensis, HeDe) sejtvonallal, a nanorészecskék fluoreszcens jelzésével.
3. Biolégiai alkalmazas, in vivo nyomonkaévetés

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

készitmények vizsgélata egészséges Wistar-patkdnyokon.

- A jelzett %MTc-BBS-NP nanorészecskék vizsgalata folat receptort kifejezd
hepatocellularis karcindbma (HeDe) tumor-sejtvonallal (SRCA-modszerrel)
transzplantalt Fischer 344 patkanyokon, a **™Tc-DMSA radiofarmakon

0sszehasonlito kontroll-vizsgélataval egyiitt.

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

receptort kifejezd szajliregi tumorban szenvedd kutyan.

- Ismert daganatos betegségben szenvedd kutyak Orszem nyirokcsomd (SLN)
vizsgalata *™Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal, a gamma-kameras,

gamma-szondas ¢€s kekfestéses SLN-detektalasi modszerek alkalmazasaval.

- Emldédaganatos ndi betegek klinikai Orszem nyirokcsomo6 (SLN) vizsgalata
9MTc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal, a gamma-kamerds, gamma-

szondas ¢és kékfestéses SLN-detektalasi modszerek egyiittes alkalmazasaval.
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3. Modszerek

3.1. Az in vitro vizsgalatok modszerei

3.1.1. Kiindulasi anyagok

A felhasznalt human szérum albumint a C.A.F.-D.C.F.-t6l (cvba-scrl, Albumin 20%), a
8%-o0s glutaraldehid oldatot a Sigma-tol (Steinheim, Németorszag) vasaroltuk. A
doxorubicin (50mg/25ml doxorubicinum chloratum) és a steril fizioldgids sooldat
(“Salsol A”, 0,9% w/v of NaCl) a TEVA-t6l szarmazott (Teva Pharmaceutical Works
Ltd., Debrecen). A *™Tc-pertechnetatot egy UltraTechnekov (10,75 GBq) technécium
generatorrdl nyertiik (Covidien Imaging Solutions, USA). Az acetonitrilt (HPLC-grade
ACN) a Carlo Erba-tdl szereztiik be, a tobbi sziikséges vegyszer, az etanol, a metil-etil-
keton (MEK) ¢és az egyéb reagensek a Reanal-tol szarmaztak. A vékonyréteg (ITLC-
SG) a Pall Corporation terméke volt. Az allatkisérleteknél hasznalt  xilazin-
hidrokloridot és a ketamint a CP-Pharma-tol (Németorszag) vasaroltuk. A felhasznalt
kitozan (CH, deacetilezettségi fok: 88%) Sigma-Aldrich Ltd. Hungary-tdl szarmazott. A
poli-y-glutaminsav (y-PGA) preparalasat a BBS Nanotechnologia Kft. debreceni
laboratoriumaban  végeztiik. A vizben oldod6é  1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilkarbodiimidet (EDC) és a folsavat (folsav-dihidrat, FA) szintén a Sigma-Aldrich
Ltd., Hungary-tol vasaroltuk.

3.1.2. A Klinikai vizsgalatok soran alkalmazott Senti-Scint®

nanokolloid

A human vizsgalatok sordn és a spontdn beteg kutydk vizsgdlataiban egyarant
alkalmazott radiofarmakon a Senti-Scint® volt, amely human szérum albumin (HSA)
alapi nanokolloid, és a Medi-Radiopharma Kft. (Erd, HU) bocsatotta a
rendelkezésiinkre liofilizalt formaban. A készitmény 9MTc-pertechnetat elatummal

torténd beoldasa soran a jelzéshez kiilon segédanyagot nem igényelt, csupan a jelzés és
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a beoldodas megfeleld hatasfoka érdekében, a gyarto erre vonatkoz6 eldirdsai szerint 20

perces, szobahémérsékleten torténd inkubalasi id6t biztositottunk az elékészitése soran.

3.1.3. Human szérum albumin (HSA) alapi, doxorubicint hordozo

nanorészecskék eloallitasa

Kisérleteink soran a doxorubicint human szérum albumin matrixba kotottik, és ezutan a
HSA-bol tobb kiilonbozd részecskeméretii kolloid rendszert allitottunk eld. A nano- és
mikroméretli részecskék eldallitdsara egy kordbban kidolgozott mddszert valasztottunk
[Weber és mtsai 2000, Langer és mtsai 2003]. Az elkészitésilkkhoz 200 pl-nyi
doxorubicin oldatot (1 mg/ml-es doxorubicinum chloratum oldatbol) adtuk hozza 200 ul
(20 mg/ml) HSA oldathoz. Mivel deszolvatacio sebességén kiviil a kiinduld6 HSA oldat
pH-ja befolyasolja a késobbi részecskék méretét (Langer és mtsai 2003), ezért harom
kiilonb6z6 pH beallitast (pH6,2-es, pH7,5-6s és pHS,2-es) alkalmaztunk 0,1N HCI és
0,IN NaOH oldatok segitségével. A harom mintdnak a késobbi részecskemérési
eredményeik alapjan a **"Tc-DoxHSA180, **™Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA1800
neveket adtuk. A harom keveréket két oran at kevertettik 650 rpm fordulaton,
szobahémérsékleten a doxorubicin HSA-ra val6 eredményes, jo hatasfokt abszorpcidja
érdekében, a korabbi, erre vonatkozé leirasokat kovetve [Dreis és mtsai 2007, Wagner
¢és mtsai 2010]. A deszolvatacios mivelethez 3 ml 96v/v%-0s etanolt adagoltunk lassan,
1 ml/perces sebességgel folyamatos kevertetés mellett (650 rpm) egy el6zéleg pontosan
kalibralt “Masterflex” laminaris pumpa (Cole-Palmer Co., Chicago, Ill., USA)
segitségével. A kovetkezd 1épésként mindhdrom mintdhoz 10 pl 8%-os glutdraldehid
oldatot adtunk a keresztkdtések 1étrejottének érdekében, majd 24 6rés, szintén 650 rpm-
es kevertetés kovetkezett szobahOmérsékleten. Az elkészitett kolloid részecskéket 8
perces, 16000g-n torténd centrifugalassal tisztitottuk, majd pH7,5-6s foszfat pufferrel
vettiikk fel Oket ujra oldatba vortex [Wagner és mtsai 2010], és 5 perces ultrahangos

kezelés segitségével [Dreis és mtsai 2007].

A nem-megkétott doxorubicin mennyiségének meghatarozasa. A 8 perces, 16000 g-n

torténd centrifugélas utan az oldatok feliiluszobol mintakat vettiink abbol a célbol, hogy
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meghatdrozzuk a (leiilepitett) HSA kolloid altal nem-adszorbedlt (feliilészoban 1évo)
detektorral kapcsolt Agilent 1200 HPLC rendszert (Agilent Technologies Inc.)
hasznaltunk LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Németorszag)
forditott fazist oszloppal, az elvalasztashoz viz €s acetonitril 7:3-as elegyét hasznaltuk
0,8 ml/perces atfolyasi sebességgel [Configliacchi és mtsai 1996]. A doxorubicin-
hanyadot 250nm-es UV-vel allapitottuk meg [Dreis és mtsai 2007], a retencids id6 12
perc volt. A nem-megkotott doxorubicin koncentraciot a preparacid utan 1 oraval, 24
oraval ¢és egy héttel ellendriztik, ez id6 alatt a mintdkat fénytdl elzarva,

szobahdmeérsékleten taroltuk.

3.1.4. Folat tartalmu, onrendezodéssel 1étrejovo Kitozan - y-PGA

(BBS-NP) nanorészecskék eloallitasa

A y-PGA — FA konjugatum szintézise. A folsav aminocsoporton keresztiil kotottik a
poli-y-glutaminsavhoz karbodiimides (EDC) technika segitségével, ez az eljaras
korabban kozzétett publikaciokban [Keresztessy és mtsai 2009, Hajdu és mtsai 2013]
van, részletesebben bemutatva. A 10mg-nyi EDC-t desztillalt vizben oldva, n=
0,0337mmol-os mennyiségben, M=297,18g/mol-os koncentracioban, cseppenként adtuk
hozza a y-PGA oldathoz (ennek térfogata 100 ml, a koncentracidja 0,5 mg/ml, a pH-ja
6,5 volt), majd a reakcidelegyet egy oran keresztiil 4°C fokon, és ezutan egy oran
keresztiil szobahdmérsékleten kevertettiikk. A folsavat ezutan adtuk hozza (18 mg-ot,
dimetil-szulfoxidban, DMSO-ban), majd ezt az elegyet 24 oOran keresztiil kevertettiik

szobahOmeérsékleten.

Onrendezédé  nanorészecskék — készitése. Az  onrendezddéssel (“self-assembly’)
1étrejovo, stabil polielektrolit nanorészecskék a y-PGA-FA ¢és a kitozan lancai kozott
lejatszodo ionos gélképzodés soran alakultak ki. A kitozant HCl-ben oldottuk fel, majd
a pH-t 6,5-re allitottuk NaOH segitségével. Az 1 mg/ml-es kitozan oldatot 0,2 ml/s
sebességgel adtuk hozza folyamatos keverés mellett a y-PGA-FA oldahoz. A 0,3
mg/ml-es, pH9,0-es y-PGA-FA vizes oldatot (1 ml / 5 masodperces sebességgel) a 0,3
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mg/ml-es pH4,0-es CS-oldathoz adtuk, ekkor opalos kolloid rendszer fejlédott. A
reakciot UV-VIS spektrofotometriaval (Thermospectronic Biomate 5 tipusu UV-VIS
spektrofotométerrel) ellendriztiik, a transzmittancia 96%-0s volt A=500 nm-es
hullamhosszon, 7,4-es pH-n, ez az ¢érték a nyomon kisért 4 héten keresztiil allando
maradt fizioldgias pH-n. A konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz a nanorészecskéket
fluoreszcens jelzésnek vetettiik ald, ehhez elészér a CS pilimerlanchoz kapcsoltuk a
250ug mennyiségii fluoreszcein-izotiocianatot (FITC, 250 ul DMSO-ban) 24 oras
folyamatos kevertetés mellett, szobahémérsékleten, majd a nanorészecskék képzéséhez
az CS-FITC oldalthoz az el6z6vel megegyezé modon adtuk hozza a y-PGA-FA oldatot.
A nanorészecskék alkalmazasa el6tt a sterilitdas érdekében a biopolimer oldatot steril

boxban, 0,22 um-es steril szlirén engedtiik at.

3.1.5. A nanorészecskék, radiokolloidok részecskeméretének

vizsgalatai

Az Orszem nyirokcsomé detektalasara hasznalt HSA alapt radiokolloidok méretét,
méreteloszlasat dinamikus fényszorasos fotometriaval (DLS) 830 nm-es hullamhossza
lézerfényt alkalmazod DynaPro-miiszerrel (Protein Solution Inc. N.Y., USA) hataroztuk
meg. A radiofarmakon részecskeméret-eloszlasait a jelzési eljaras el6tt és utan is
ellendriztik. A human vizsgalatokhoz felhasznalt 12 minta, majd a spontan beteg
allatok vizsgalatahoz felhasznalt 6 kolloid minta méréséhez 20ul-es térfogatu mintakat
hasznaltunk, a vizsgalatokat szobahdmérsékleten végeztiik. A mintdk vizsgélata eldtt a
mérések pontossagat kiillonbozd részecskeméretli (60, 150, 700 nm), monodiszperz
polisztirén részecskeméret-standard mintak mérésével ellendriztiik (Duke Scientific

Polystysrene Standard).

A doxorubicint hordozé HSA kolloidok ¢és az folat receptort célzé polielektrolit
nanorészecskék részecskeméret-eloszlasat €s a részecskefrakciok polidiszperzitasat
szintén a dinamikus fényszorasos fotometria (DLS) modszerével hataroztuk meg 633
nm-es hullimhossz 1ézerfényt hasznald Zetasizer Nano ZS késziiléket alkalmazva

(Malvern Instruments Ltd., Grovewood, Worcestershire, UK). A részecskeméret-
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méréseket minden esetben 25°C fokon, optikailag homogén polisztirén kiivettakkal
végeztik. A  folatos nanorészecskék esetén  (P"Tc-BBS-NP) a  mintak
részecskeméretének idébeli valtozasainak in vitro nyomonkovetése céljabol 1, 6 és 24
oraval a jelzés utan ellenorzé méréseket végeztiink, ez alatt a mérésre szant mintakat
fénytdl elzarva, szobahdmérsékleten taroltuk. A doxorubicint hordozd részecskék
(*™Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 ¢és  *™Tc-DoxHSA1800) esetén a
részecskeméreteket egy hetig kovettik nyomon (2, 4 és 7 napos mintakat is
vizsgaltunk), a relativ polidiszperzitasi értékeket ¢és a részecskefrakciok
mérettartomanyait vizsgaltuk. Meghataroztuk a részecskefrakcié mérhetd minimumat és

maximumat is.

Az onrendezddéssel kialakitott nanorészecskék esetén az egy részecskére jutd folsav
molekula szamanak a meghatarozasat a Malvern Zetasizer Nano ZS késziilék
segitségével végeztik. A részecskefrakcid atlagos méretéhez tartozd atlagos
részecskesulyt (Daltoni egységben) és a y-PGA és a kitozan nanorészecskéken beiili
tomegaranya ismert volt, az egységnyi y-PGA-ra jutdé folsav mennyiségét pedig UV—
VIS abszorpciés spektroszkopia (Thermospectronic Biomate 5 tipusa UV-VIS
spektrofotométer, Amax1=368 nm, £=9,120, Amax>=283 nm, &=25,100) segitségével
hataroztuk meg [Keresztessy és mtsai 2009]. Ezek utan mar a kiszdmolhato volt egy

kozelitd becslés az egy nanorészecskére esd folsav molekulak szdmara.

3.1.6. A ®™Tc-DoxHSA180, *°™Tc-DoxHSA430 és P Tc-DoxHSA1800

mintak transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM-) vizsgalatai

Minthogy a kisérletek soran a vizsgalt egy mikrométer folotti részecskeméretil,
doxorubicint hordozé kolloid minta (*™Tc-DoxHSA1800) részecskefrakciojanak
mérethatarai kozel estek a részecskeméretek meghatarozasara elsé sorban alkalmazott
dinamikus fényszorasos fotometria fels6 mérési hatarahoz (6-10 mikron), indokoltnak
latszott transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatokkal is ellenérizniink,
hogy a vizsgalt oldatban nem fordulnak-e el6 korabban a DLS miiszer altal nem

detektalhatd, nagyobb méretii részecskék.
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A TEM vizsgalatokhoz a mintak el6készitése negativ festéses technikaval [Harris and
Reiber 2007] tortént, a mérésekhez ammonium-molibdat kontrasztanyagot és szénnel
bevont mintahordozé fémracsot (“grid’-et) hasznaltunk. A képek MegaView III
kameraval (JEOL, Japan) késziiltek kiilonb6z6 nagyitasokat alkalmazva, majd Soft

Imaging Systems programmal dolgoztuk fel dket.

3.1.7. A nanokolloidok jelzése *™Tc-mal és a jelzettségi stabilitas in

vitro nyomonkovetése

3.1.7.1. A ®™Tc-DoxHSA180, a *™Tc-DoxHSA430 és a P Tc-DoxHSAI800 mintdk

jelzése

A doxorubicint hordoz6 HSA kolloidok esetén a jelzéshez 2 ml doxorubicint hordozo
HSA kolloidhoz redukald agensként 40 pug SnCl,-t tartalmaz6 (SnCl, x 2H,0 10 pl
térfogatban 0,1M HCI oldatban) oldatot adtunk, majd Iml 1000 MBq aktivitast
generator-eltum pertechnetat (**"TcO,) oldatot adtunk az elegyhez. A jelzés 60 perces
szobahOmérsékletli inkubalas és tobbszori 0sszerdzas soran ment végbe [Configliacchi
és mtsai 1996]. A jelzettségi hatasfokokat vékonyréteg-kromatografiaval hataroztuk
meg, szilikagéles tivegszalas vékonyréteg lapon (ITLC-SG) [European Pharmacopoeia
6.0, 1029-1030] metil-etil-keton (MEK) lettek kifejleszté futtaté oldatot alkalmazva.
Raytest MiniGita miiszer, vékonyréteg-szkenner (“Mini Gamma Isotope Thin Layer
Analyzer”) segitségével mértiik meg a futtatott lapok aktivitas-eloszlasat, és vettiik fel a
kromatogramokat. A jelzés utan 1, 6 és 24 ora elteltével ellendriztiik a jelzettségi
hatasfokokat. Ezeket a radiokémiai stabilitds-vizsgalatra szant mintakat ekdzben fénytol

elzarva, szobahémérsékleten taroltuk.
3.1.7.2. A ¥"™Tc-BBS-NP mintdk jelzése

A BBS-NP nanorészecskék jelzésekor 2,6 ml mennyiségli vizes alapat BBS-NP
nanorészecske szuszpenziohoz redukal6 agensként 40 pg on-kloridod (SnCl; x 2H,0 10
ul 0,1M HCI oldatban) adtunk hozza, majd az elegyhez 1 ml térfogatd, 900 MBq

aktivitasu steril generator-elitum pertechnetat (gngCO4') oldatot mértiink. A jelzés 60
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perces, szobahdmérsékleten folyd inkubdlas soran ment végbe. A steril, aszeptikus
kornyezetet megfelelé eszkozokkel és a jelzés kozbeni steril box hasznalataval
biztositottuk. A a jelzettségi hatasfok vizsgélatat vékonyréteg-kromatografias
modszerrel végeztik, ITLC-SG lapok felhasznalasaval, metil-etil-keton (MEK)
kifejlesztét alkalmazva. A Kkifejlesztett vékonyréteg-lapokon az aktivitas eloszlasat
Raytest MiniGita TLC-szkennerrel (Mini Gamma Isotope Thin Layer Analyzer)
vizsgaltuk. A jelzettségi hatasfokokat 1, 6 és 24 oraval a jelzést kovetden ellendriztiik,
ez 1d6 alatt a radiokémiai mintdkat fénytol elzart helyen, szobahdémérsékleten taroltuk.
Az esetleges kolloid szennyezok és miitermékek jelenlétének kizarasara a ™ Tc-jelzés
elotti €s utan részecskeméret-eloszlasi vizsgalatok eredményeinek Osszehasonlitasaval

jutottunk.
3.1.7.3. A Senti-Scint® *™Tc-jelzése

A liofilizalt formaban rendelkezésre 4ll6 Senti-Scint® radiofarmakon tehat a 600—1110
MBq aktivitasa, 3 ml térfogata 9MTc-pertechnetat (Sorin, Dry-gen) generator-
elitummal torténd beoldasa soran a jelzéshez kiilon segédanyagot nem igénylelt, a
gyarto (Medi-Radiopharma Kft.) erre vonatkozé eldirasai szerinti 20 perces,
szobahémérsékleten torténd inkubalasi id6t biztositottuk a mintak szamara. A
radiokémiai tisztasagot, a jelzettségi hatasfokot vékonyréteg-kromatografiaval,
szilikagéles, tivegszalas vékonyréteg-kromatografias lapok (ITLC-SG, Kieselgel, Merck
¢s Gelman Sciences, Mich., USA) segitségével hataroztuk meg ¢€s ellendriztlink a jelzés
utan kozvetleniil, majd 2 és 6 oraval is (futtatdo elegy: MEK, metil-etil-keton). A
jelzettségi hatasfok elfogadhatdo als6 hatdranak a 95%-ot jeloltik meg. A
radiofarmakont a jelzése utan egy oran beliil alkalmaztuk. A biologiai alkalmazas soran
15 és 37 MBq kozotti aktivitasa, 100 és 400 pl kozotti térfogata " Te-Senti-Scint®™

mintzédkat injektaltunk szubkutan, kozel a primer tumorhoz.
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3.1.8. A ®"Tc-BBS-NP nanorészecskék viselkedésének vizsgalata

sejtkotodési kisérletekben

3.1.8.1. A4 kisérleti sejtvonal

A hepatocellularis karcinoma (Hepatocarcinoma Debreceniensis, HeDe) sejtvonal
sejtjeit [Trencsenyi és mtsai 2007] RPMI 1640 tapfolyadékban novesztettiik, amit
kiegészitettiink 10 % FBS-sel, 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel.
Az exponencialisan novo sejteket 37 °C-on, 5% CO; mellett tenyésztettiilk és naponta
passzaltuk. Tripan-kék kizarasos festéssel a sejtek tobb mint 95%-a ¢életképesnek

bizonyult.

3.1.8.2. Konfokalis mikroszkopos vizsgalat a nanorészecskek sejtkotodésének

megallapitasara

Megkozelitdleg lyukanként 20000 db. HeDe sejtet iiltettiink egy 8-lyuku sejttenyésztd
edénybe (,,plate”-be). A jelzett *"Tc-BBS-NP nanorészecskéket hozzaadtuk a sejtekhez
0,3 mg/ml koncentracidoban, lyukankénti 10-10 pl-es mennyiségben, majd a
sejttenyészeteket 37°C-on 24 oraig inkubaltuk RPMI tapfolyadékban, 5% CO, mellett.
A tapfolyadékot leszivassal tavolitottuk el, majd a sejteket PBS és citrat pufferrekkel
mostuk. A sejteket frissen készitett, PBS-ben pufferalt 1%-os formaldehidben 4°C-on,
10 percig fixaltuk. A mintakat Olympus FluorView 1000 konfokalis mikroszkoppal, 60-
szoros nagyitasit UPLSAPO olajimmerzios objektivvel tettiik lathatovd. A koradbban
nanorészecskékre kotott fluoreszeens festék (Id. 3.1.4. fejezet) lathatova tétele HeNe
lézer segitségével tortént, a gerjesztés 543 nm-es hulldmhosszon, a detektalasi
tartomany 560 és 610 nm kozott volt. A képeket az Olympus FluoView FV10-ASW 1.5

szoftvercsomaggal elemeztiik.
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3.2. In vivo vizsgalatok, bioldgiai alkalmazasok

A kisérleti allatok (paktanyok) tartasa és kezelése minden esetben az allatok védelmérdl
¢s kiméletérol szold 2002. évi LXVIL térvénnyel modositott 1998. évi XXVIII.
torvény, az allatkisérletek végzésérol szolo, 103/2002. (V.10.) Korm. szamu rendelettel
modositott 243/1998. (XII.31.) Korm. szamu rendelet, és az Eurdpai Uni6 allatok

tartasarol szolo direktivai szerint zajlott.

Ezen feliil az “Utmutatas az allatok helyes tartdsara és felhasznalasara a rakkutatisban”
("Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research”) cimil ajanlast

[Workman és mtsai 2010] tartottuk szem el6tt.

A vizsgalatokba bevett spontan beteg kutyak tulajdonosai irasos beleegyezésiiket adtak

az allatokon torténd diagnosztikai vizsgalatok és kezelések elvégzéséhez.

3.2.1. A ¥™Tc-DoxHSA180, ®™Tc-DoxHSA430 és P Tc-DoxHSA1800

mintak biologiai vizsgalatai egészséges patkany allatmodellen

A doxorubicint hordozo részecskék vizsgalatainak célja az volt, hogy megfigyeljiik,
hogy a beadott *™Tc-jelzett készitmények részecskemérete valtozik-e, illetve
tapasztalhatd-e a részecskék szervezeten beliili lebomldsa az intravénas alkalmazast
kovetden. Emellett cél colt, hogy korabban publikalt, hasonld részecskeméretii

készitmények biodisztriblcios adataival 6sszevethetd adatokat nyerjiink.

A harom kiilonbozé részecskeméretii " Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *™Te-
DoxHSA1800 minta kiilonbdz6 biologiai viselkedését 3 egészséges, 180-200 grammos
Wistar patkany szcintigrafids felvételeivel kovettik nyomon. A gamma kamerat
elézéleg a ®°™Tc 140 keV-es gamma foton csticsara allitottuk be. 200 pl mennyiségil
M Te-vel jelzett agens injektaltunk a patkanyok farokvéndjan keresztiil. Az injektalt

aktivitdas 120 MBq volt. Dorzoventralis és baloldali lateralis felvételeket készitettiink
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Nucline X-ring (Mediso) SPECT gamma kamera és LEHR kollimator segitségével 5,
15, 30, 60 perccel, majd 2, 8 és 22 oraval az injektalasok utdn, hogy meghatarozzuk az
egyes aktivitas-halmozodasok, szerv-aktivitasok id6beli valtozasait. A kisérleti allatokat
5 mg/ttg (mg/testsuly gram) xilazin és 10 mg/ttg ketamin-hidroklorid kombinacidjaval
altattuk. Az 6sszes szcintigrafias képet 60 masodperces gyiijtéssel, exponalassal nyertiik
ki, 1024x1024x16-0s matrix-felbontast hasznalva. A kritikus vizsgalt szervek a sziv,
maj, 1ép, a vall-iziilet csontjai és a hdolyag volt. Meghataroztuk a szervek korvonalat a
szcintigrafias képek kiértékelése soran, grafikusan koriilrajzoltuk, majd ROI-mddszerrel
Kiszamoltuk a szerv-aktivitasokat. A késobb targyalt, és az 5. tablazatban bemutatott
szdzalékos injektalt aktivitas-értékeket (1.D.%) a **™Tc izotép bomléasat figyelembe véve

korrigéltuk.

3.2.2. Tumor-transzplantalt Fischer 344 patkanyok vizsgalata

Tumor-modell. A tumor modell sejtvonalként a hepatocellularis karcinoma (HeDe)
szolgalt. A kisérleti sejtvonalakat olyan tumorindukdlt Fischer 344 patkdnyokbdl
1zolaltuk, amelyek 1 napos korukt6l fogva 5-7 hénapon keresztiil injekcié formajaban
N-nitrozo-dimetilamin (Sigma-Aldrich Ltd., Budapest, No 77561) kezelést kaptak 125
ug-os allatonkénti dozisban, fiziologias sdoldatban feloldva. A kifejlddott tumorokat a
kémiai tumorogenezis utan eltavolitottuk. Ezek a tumorszovetek szolgaltak a

késobbiekben felhasznalhatdo HeDe sejtvonalakhoz [Trencsényi és mtsai 2007].

Kisérleti allatok. 150 és 200 g kozotti testsulyG 11 kifejlett Fischer 344 patkanyt
(Charles River Hungary Ltd., G6d6116, Hungary) hasznaltunk a tumor-transzplantacios
vizsgalatokhoz. Az allatokat hagyomanyos laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk,

standard laboratoriumi tapot és csapvizet kaptak.

A kisérleti tumor-transzplantacio. A tumor-transzplantacidohoz egymilli6 HeDe sejtet
vettiink fel 10 pl fiziologias sboldatban, majd helyeztiink Gelaspon® lemezre (Germed,
Rudolstadt, Germany). A retroperitoneumot minden esetben hasi metszéssel nyitottuk
fel, majd a bal vese feltarasa utan a sejteket tartalmazo zselatin gél-lemezt a bal vesetok

ala helyeztiik be [Trencsényi és mtsai 2007]. A ®™Tc-BBS-NP kisérleti anyaggal

30



DOI:10.14753/SE.2014.1918

torténd vizsgalatokat 10 nappal a miitéti sebek 0sszevarrasa utan végeztiik el [Paragh és
mtsai 2003]. A sebészeti, transzplantacids beavatkozasok soran az anesztéziara xilazint
és ketamin-hirdokloridot alkalmaztunk intraperitorialisan, majd az allatok meloxicam-ot

kaptak posztoperativ fajdalomcsillapitoként.

In vivo SPECT vizsgadlatok. A tumor-transzplantalt kisérleti allatokat két csoportra
osztottuk, mindkét csoport 4 allatbol allt. Az elsé csoport 0,5 ml 125 MBq aktivitasu
9MTc-BBS-NP nanorészecske készitményt kapott farokvénan keresztiili injekcidval, a

mésodik, kontroll csoport azonos aktivitisa és azonos térfogata *"Tc-DMSA-t,

A szcintigrafias vizsgalatokat az allatok 5 mg/ttg xilazin és 10 mg/ttg ketamin-
hidroklorid altali altatasaban végeztiik. Az allatokrol ventrodorzalis és jobboldali
lateralis  felvételeket készitettiink Nucline X-ring (Mediso, Hungary) kamera
segitségével, LEHR kollimatort hasznalataval, 30 perccel, 1, 2, 4, 8 és 24 o6raval az
injektalds utdn. A gamma kamera el8zetesen kalibralva volt a ®™Tc radionuklid 140
KeV-os sugarzasara. A szcintigrafids képeket 60 masodpercig gytijtottiikk a kameraval
(kivéve a 24 oras felvételeket, azok 300 masodperces exponalassal késziiltek),
1024x1024x16-es felbontast és bitmélységli beallitas mellett. A szervek injektalas utani
aktivitasat ROI (Region Of Interest) kijelolésekkel hataroztuk meg, ebben az Interview

szoftver (Mediso Ltd., Hungary) allt a rendelkezésiinkre.

Ex vivo szerveloszlasi vizsgalatok. Az injektalast kovetd 30. percben, majd a 2., 8. és 24.
6raban mindkét csoportbol 1-1 kisérleti allatot intrakardialis T61® injekciéval (Intervet
B.V., The Netherlands) aldoztunk fel, majd a kivalasztott szervek, a sziv, a maj, a 1ép, a
jobb vese és a tumoros bal-vese aktivitasat mértilk gamma-szcintillacidés szamlaloval
(“NZ-310 Nal(TT) crystal gamma scintillation counter”). A szerv-mintdkat az aktivitas-
mérések eldtt fiziologids sodoldattal mostuk le, majd szaritdas utdn megmértik a
tomegiiket is. Minden idSpontban vettiink az allatokbdl vérmintat, ezek aktivitasat
aznos modon mértiik meg. A kapott belitésszdm- ¢és tomeg-eredményekbdl
meghataroztuk az injektalt aktivitds egyes szervekre és a szervek egységnyi tomegére
esO hanyadat, azaz az [.D./teljes szerv és az 1.D/g szerv értékeket. A vér esetén a
vérminta tomegébdl és a kisérleti allat teljes testsulyabdl extrapolaltunk a teljes

crer

vérmennyis€g aktivitas-mennyiségére ¢€s aktivitds-koncentraciojara. A  holyag-
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aktivitadsokat a ventrodorzalis felvételek ROI-analizise alapjan allapitottuk meg a

megfeleld idépontokban.

Az Gn. EPR-effektus (a “megnovekedett atszlir6dési és visszatartasi effektus”) mar
relativ kisméretii, korai stadiumban 1év6 tumoroknal is fellép, és okozhatja nano-méretii
részecskék passziv halmozasat. Ennek a jelenségnek a vizsgalatara egy azonosan tumor-
transzplantalt Fischer 344 patkanynak folsav nélkiili, de azonos részecskeméretii R I
jelzett nanorészecske valtozatot injektaltunk, azonos injektalt aktivitassal. Két éraval az
injektalas utan errdl az allatrdl is szcintigrafias felvételeket készitettiink, és a szerveit az

ex vivo szerveloszlasi vizsgalatokkal azonos mdédon vizsgélatuk.

Specifikus receptor-blokkolo vizsgadlat céljabol tovabbi két kisérleti allatnak injektaltunk
a jelzett nanorészecskék alkalmazasat megel6zéen egy oraval azonos, de nem jelzett
nanorészecskéket azonos mennyiségben (0,5 ml), majd ezen allatok szcintigrafias
felvételeit szintén az aktiv készitmény injektalasa utan 2 oraval értékeltiik ki, szintén

ROl-analizist alkalmazva.

SPECT/CT vizsgalatokra injektalas utdn 6. oOraval keriilt sor két kisérleti allatnal,
egésztest fuzids képek késziiltek egy nagyfelbontdsu hibrid SPECT/CT kamera
segitségével (nanoSPECT/CT, Mediso Ltd., Hungary), részletesebb felvételeket

eredményezve. A fazios képeket a Mediso Interview szoftverével értékeltiik ki.

3.2.3. Spontan beteg kutya foliat receptort Kkifejezd szajiiregi

daganatanak vizsgalata >>"Tc-BBS-NP nanorészecskékkel

A folat receptort célzo, jelzett 9MTc-BBS-NP nanorészecskék klinikai hasznalhatosagat
egy spontan eredetli szgjiiregi tumorban szenvedd 7 éves tacskd kutyan vizsgéltuk. A
tumor szabad szemmel is jol lathatd és kitapinthatd volt. A vizsgalatra az allat
tulajdonosai elézdéleg irdsos beleegyezésiiket adtak. A szajliregi tumor eldzetes
diagnozisat *™Tc-MDP szcintigrafiaval, majd tiivel vett citologiai vizsgalat utin

allitottuk fel, illetve szovettani vizsgalattal tdmasztottuk ald. A nem-fekélyes, a szajlireg

crcr
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honappal korabbi szdvetminta hisztopatologiai vizsgélata kimutatta, hogy a tumor
fajtaja folat receptort kifejezo pikkelysejtes karcindma (“squamous cell carcinoma” —
SCC). Két honappal a sebészeti eltavolitds utan a tumor helyileg kitjult, majd gyors

novekedést mutatott.

Az 1 mgl/ttkg (mg/ testsuly kg) xilazin és 10 mg/ttkg ketamin-hidroklorid iv.
injekciojaval elboditott allat 500 MBq aktivitasu jelzett *™Tc-BBS-NP készitménnyel
injektaltuk, az injektalt térfogat 2 ml volt. Az injektalas utan 10 perccel ventrodorzalis
és lateralis egésztest felvételeket készitettiink, majd két oraval az injektalast kdvetéen
haromdimenzios a koponya-SPECT vizsgalatot végeztiink az allaton. A SPECT utan
ismételt (2 oras) ventrodorzalis és baloldali laterdlis egésztest felvételeket is
készitettiink. Az egyes szervekben (sziv, maj, vesék, holyag), illetve a tumorban
felhalmozodott **™Tc-aktivitasokat, a *°™Tc-BBS-NP kontrasztanyag szerveloszlési

értékeit az egésztest felvételek alapjan, ROI-analizissel allapitottuk meg.

3.2.4. Spontan beteg kutyak orszem nyirokcsomoinak vizsgalata Senti-

Scint®-tel

A P"Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal végzett Orszem nyirokcsomd
vizsgalatba 24, ismert daganatos betegségben szenvedd kutyat vontunk be. Ezeknek az
allatoknak jol tapinthato, a bdrfelszinhez kozeli helyezkedésli, 3 cm-nél nagyobb
atmér6ji tumorjuk volt, kimutathat6 tavoli metasztazis nélkiil (negativ nyaki Rontgen-
vizsgalattal, negativ hasi ultrahang eredménnyel és/vagy negativ onkologiai
szcintigrafias lelettel). A betegek Osszesitd adatait az 1. tablazat tartalmazza. A
kisérletekhez az allatok tulajdonosai a tdjékoztatast kovetden irasbeli beleegyezésiiket

adtak.

Szcintigrdfia. 20 és 37 MBq aktivitast, 100 ul térfogata *™Tc-mal jelzett human
szérum albumin nanokolloid készitményt, 99MTc-Senti-Scint™-et injektaltunk szubkutan,
kozel a primer tumorhoz. A pontos injektalt aktivitast a jelzett anyagot tartalmazo
fecskendd injektalds elOtti és utdni gamma-kamera 4ltal mért aktivitdsainak

kiilonbségébdl allapitottuk meg. Az allatokrdl ventrodorzalis és lateralis felvételeket
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készitettiink 1 €s 3 oraval a radiokolloid alkalmazasa utdn a primer tumor és a mellé

helyez6do helyi nyirokcsomok régidjarol digitalis gamma-kamera segitségével (Nucline

X-ring, Mediso Kft.)). A felvételek paramétereinek beallitasdnal 256x256x16-0S

matrixméretet és 3 perces gytijtési idét hasznaltunk.

1. tabldzat: A *°"Tc-Senti-Scint®-tel végzett drszem nyirokcsomé-vizsgalatban résztvevd

spontadn beteg kutydk adatai [Balogh és mtsai 2002]

1. csoport 2. csoport 3. csoport 4, csoport
(n=13) (n=16) (n=2) (n=23)
Szovettani ,, i . . PaJ’zsm}ngy.e‘s Fibroszarkéma a
. Emldkarcindma Emldéadendoma | mellékpajzsmirigy o
eredmény Karcinoma nyaki régidban
Kor (évek) 6-13 6-11 8-10 8-9
Nem: ndstény /
ivartalanitott 1211 S/1 01 1/0
Nem: him /
ivartalanitott 0/0 0/0 1/0 200
Testtomeg [kg] 7.5-56 6-27 11-32 25-42
Puli (2) Dobermann (2)
Keverék (4) Westhighland
Schnauzer (2) terrier(1) Uszkar (1) Scﬁgzsgérl %1)
Fajta Dobermann (2) Tacsko (1) Csasuz-czgu ) Keverck (1)
Németjuhasz (1) Pekingi evere
Mopsz (1) palotakutya(1)
Dan dog (1) Bolognai pincsi (1)

A ROI adatgytijtést az injektalasi pont és a kirajzolodo, azonosithatd nyirokcsomok, a

vesék €s a hugyholyag koriilrajzolasaval végeztiik, a kinyert, mért beiitésszdmokat a

teljes injektalt aktivitassal hasonlitottuk Ossze, az ahhoz mért aranyait szamoltuk. A

vizsgalt testtajakrol leborotvaltuk az allatok szoérét, és a beazonositott Orszem

nyirokcsomok helyét alkoholos filccel jeldltiik a bériikon.
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Intraoperativ detektalas. A mutét el6tt 5-10 perccel 1%-os, 100 ul térfogata patent-kék
oldatot injektaltunk a kordbban radiokolloiddal injektalt pontba. Az anesztéziat
intravénasan adagolt 60 mg-nyi medetomidin-hidrokloriddal (Domitor, Pfitzer) és
testsuly-kilogrammonkénti 500 mg diazepammal (Seduxen, Richter Gedeon Rt.)
végeztik. Az Orszem nyirokcsomo6 keresését egy intraoperativ gamma-szonda
(Europrobe, Eurorad) segitségével végeztiik (1. dbra). A primer tumort €s a felderitett
Orszem nyirokcsomot eltavolitasuk utan ex vivo is ellendriztiikk a gamma-szondaval. A
miitéti beavatkozas végeztével az anesztéziat testsuly-kilogrammonkénti 300 mg

atipamezol-hidrokloriddal (Antisedan, Pfitzer) szakitottuk meg.

—— -

1. dbra: Az Srszem nyirokcsomé intraoperativ detektdlasa kutydban, a " Tc-mal jelzett

Senti-Scint® radiokolloid primer tumor helye mellé torténd injektdldsa utin, kék szinii

csomagolasban a gamma-szonda [Balogh és mtsai 2002]

Kiegészité vizsgalatok. A mitéti seb bevarrasa utan az dallatokat ismét gamma-
kameraval vizsgaltuk meg, esetlegesen visszamaradt aktivitds-halmozasokat keresve,

illetve a kimetszett szovetmintdkrol is készitettiink szcintigrafias felvételeket. A
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radiofarmakon injektalasa el6tt, majd azt kovetden 1, 2, 3, 4, 6, és 10 6raval 1 ml-es vér-
¢és vizeletmintakat vettiink fel. E mintdk és a kimetszett szovetmintak (a kimetszett
tumor, a nyirokcsomok ¢és a kornyezd szovetekbOl szdrmazd mintdk) aktivitasat is
gamma-szamlaléval vizsgaltuk (NK-350, Gamma Kft., Hu.), ezeket az eredményeket
ismert, kalibralt aktivitasu standard-oldatok aktivitasértékeivel vetettiik Ossze. Az
allattol 1 méterre mérhetd kiilsd dozisértékek megfeleléen alacsony mértékét
hordozhaté gamma-méré miiszerrel (FAG FH 40, Eberline, Germany) ellendriztiik a

kutya hazabocsatasa eldtt, 10 o6raval a radiokolloid beadéasa utan.

Patologial vizsgalatok. A kimetszett primer tumorokat és 6rszem nyirokcsomokat 8%-
os formaldehid oldatban fixaltuk és taroltuk a szdvettani vizsgalatok szamdra. A primer
tumorokaT hematoxilin-eozin (HE) festéssel vizsgaltuk. Az Orszem nyirokcsomok
egyik felébdl 3 um-es szeleteket készitettiink és HE-festéssel vizsgaltuk Oket, masik
feliikb6l citokeratin antigénnel immunhisztokémiai (IH) vizsgalatot végeztiink

(AE1/AE3, DAKO, Switzerland).

3.2.5. Az 6rszem nyirokcsomé human vizsgalatai Senti-Scint®-tel

A vizsgalat soran 128 emlddaganatos noi beteg eredményeit értékeltiik, akik esetében
Kimetszéses biopszia és szovettani vizsgalatok torténtek mind az elsddleges tumor, mind
a sebészetileg eltavolitott nyirokcsomok tekintetében. A betegek klinikai adatait a 2.
tablazat foglalja 6ssze. A nyomonkodvetési idok 8 és 43 honap kozt mozogtak (atlagosan
22 + 7 honap volt). A betegeknél kitapinthatd nyirokcsomot nem lehetett észlelni,
ugyanakkor a szovettani vizsgalattal alatamasztott diagnozisuk szerint emlétumor volt
megallapithatd naluk. A kizardsos kritériumok kozé tartoztak a fertdzéses
megbetegedések, esetlegesen eléfordulod fertdzott teriiletek, a nem begyodgyult hegek, a
hematomak, a multicentrikus primer elvaltozasok, a feltételezhetd vagy ismert honalj-
tajéki vagy mas teriileteken kimutathato attétek, az elvégzett preoperativ kemoterapids
¢s mellkasi sugarterapids kezelések. A vizsgalatok elvégzéséhez a betegek eldzetesen

irdsos beleegyezésiiket adtak.
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2. tablazat: Az HSA nanokolloid segitségével elvégzett orszem nyirokcsomo-

vizsgalatban résztvevd 128 beteg klinikai besoroldsa [Mirzaei és mtsai 2003]

Kor 33-90 év

atlag 63+ 13 ¢év
Posztmenopauzalis 109 eset (85%)
Kitapinthat6 tumor 92 eset (72%)
Tumorméret (mm) 5—-40 mm

atlag

A tumor elhelyezkedése

17,36 £ 7,97 mm

Bels6-fels6 negyed 14 eset (10,9%)
Kiils6-fels6 negyed 76 eset (59,4%)
Bels6-als6 negyed 17 eset (13,2%)
Kiils6-als6 negyed 6 eset (4,7%)
Mellbimbd 15 eset (11.7%)
Tumortipus
in situ duktalis karcinoma 14 (10,9%)
invaziv duktalis karcinoma 76 (59,4%)
invaziv lobularis karcindéma 35 (27,3%)
invaziv tubularis karcindéma 3 (2,4%)

A vizsgélat teljes egészében az azt végzo klinika etikai irdnymutatatasai szerint tortént.
Minden beteget rendszeres klinikai vizsgalatokkal kovettiik nyomon, tumormarker-

szintek mérésével, mammografiaval és ultrahangos vizsgalatokkal.

Betegvizsgdlati protokoll. 18 6raval a mutéti beavatkozast megeldzden a betegek 400 ul
térfogata, 15 MBq aktivitasu *™Tc-mal jelzett HSA nanokolloid (Senti-Scint®)
injekciot kaptak szubkutdn alkalmazva, a tumor és a bor koz¢ injektalva. Az injektalas

pontos helyeit a mammografias felvételek ¢és/vagy az ultrahangos vizsgalatok
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eredményei alapjan valasztottuk Ki. Az injektalas pontjan a radiofarmakon szétaramlasat
kozvetleniil a gyogyszer beaddsa utan masszirozassal segitettilk eld. Az injektalast
kovetden 30 és 60 perccel, illetve sziikség esetén 4 oraval eliilsé planaris mellkasi
felvételek késziiltek gamma-kamera segitségével (General Electrics, Helix, Haifa) nagy
felbontast kollimator segitségével, a kamera 140 keV-es energiacsucsra allitasaval.
Mindegyik statikus felvétel 10 perces gyiijtéssel késziilt. Abban az esetben, amikor az
eliilsé (anterior) felvételeken nem volt kiveheté egyértelmii 6rszem-nyirokcsomoé
halmozas, oldalso (lateralis) felvételek is késziiltek az eml6-honalj régiokrdl. A statikus
gamma-kameras felvételek utan és alapjan gamma-szondaval is (Navigator “gamma
probe”, Waterdown, Mass, USA) meghataroztuk az Orszem nyirokcsomo pontos
helyzetét, és ennek helyét a beteg borén festékkel jeloltik. A miitét soran szubareolaris
kékfestékes injekciot (Lymphazurin 1%, USSC, Norwalk, Canada) alkalmaztunk
minden betegen, hogy az segitsen pontosan beazonositani €s eltavolitani a szentinel
nyirokcsomot, illetve emellett a mutéti teriileten ,,gamma-probat™ is végeztiink steril
csomagolasban 1évé gamma-szonda segitségével. A patent-kékkel megfestddott és a
radioaktivnak bizonyult nyirokcsomokat eltavolitottuk. Mindezek utin vagy az
emlémirigyek eltavolitasa vagy a teljes emld eltavolitasa kovetkezett, amelyet a teljes

axillaris blokk-disszekcio kovetett.

Patoldgiai vizsgalatok. A nyirokcsomokat patologiai vizsgalatoknak vetettiik ala. Ha a
miitét sordan a honalji nyirokcsom6 metasztazisra nézve pozitivnak bizonyult, akkor
radikalis mitétet hajtottak végre, amely soran a honalj 0Osszes nyirokcsomojat
eltavolitottak. Ha a fagyasztasos metszés soran nem talaltak a nyirokcsomokban attétet,
de a késobbi, részletes vizsgalatok (hematoxilin-eozin (HE) festéssel, illetve a
citokeratin antigénnel végzett immunhisztokémiai (IH) tesztek) mégis attéteket
allapitottak meg (Cytokeratin AE1/AE3, 1gG1-M3515, Dako, Calif., USA), akkor a
pacienseknek egy masodik miitét soran tavolitottak el a honalji nyirokcsomoit. Ezeket

az eltavolitott nyirokcsomokat is HE-festéses vizsgalatnak vetettiik ala.
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4. Eredmények

4.1. Az HSA nanokolloiddal (Senti-Scint®-tel) végzett

human Orszem nyirokcsom¢ vizsgalatok

4.1.1. Az alkalmazott radiokolloid jelzettségi hatasfokanak ¢és

részecskeméret-eloszlasanak vizsgalata

A klinikai vizsgalatokban alkalmazott radiokolloid (Senti-Scint”™) jelzettségi hatasfoka
minden esetben 99% fol6tti volt (99,4%+0,3%), és ez az izotopmegkotési képesség az
in vitro vizsgélatok sordn tartdsan megmaradt. A részecskeméret-eloszlasi vizsgalatok
azt mutattak, hogy a vizsgalatokban felhasznalt 12 kiilonb6zd gyartasi szami HSA
radiokolloid részecskéinek 90%-a minden esetben 100 nm és 600 nm kozé esett, illetve

a teljes frakciok 100%-a 50 és 600 nm kozott volt (2. abra).

30%

25% — 24,0%

 19,6%

20% —
18,3%

‘ Relativ gvakoriség‘

. 14,6%

%

0% —  —  — 8%

5,4%
3,8% — — — — —

5%

3,0%

1,8%
0,
0,0% 06%  01% 00%

0% T T T
0-50 nm 50-100 100-150 150-200 200-250 250-300 300-350 350-400 400-450 450-500 500-550 550-600 600-650
nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm

Részecskeatméré

2. dbra: A human Orszem nyirokcsomo vizsgalatok soran felhasznalt 12 HSA

radiokolloid (Senti-Scint®™) minta dsszesitett, dtlagos részecskeméret eloszldsa
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A 2. 4bra a vizsgalatokban alkalmazott 12 kiilonbdzé gyartasi szamu Senti-Scint®™
radiokolloid mintak jelzés utani Gsszesitett, atlagos részecskeméret-closzlasat abrazolja,
az egyes részecskeméret-tartomanyokhoz tartozo relativ gyakorisagi értékekkel. A 3.

tablazat az egyes mintak részecskeméretének jellemzo értékeit mutatja.

3. tablazat. A human Orszem nyirokcsomok vizsgalata soran felhasznalt 12 db.
kiilonbozé gyartasi szami SC1 — SC12 jelii HSA radiokolloid (Senti-Scint®) dtlagos
részecskemeérete (“mean diameter”), és az egyes részecskefrakciok abszolut

mérettartomanya (,,range’’)

Minta zf‘xtlagOS hidrodinamikai | A frakci6 mérettartoménya
részecskeatmérd nm-bhen nm-ben
SC1 177 91 - 470
SC2 203 86 - 612
SC3 171 71 - 594
SC4 180 72 - 512
SC5 152 86 - 348
SC6 176 90 - 378
sc7 159 82 - 475
SC8 194 78 - 532
SC9 171 74 - 441
SC10 143 79 - 311
SC11 226 95 - 566
SC12 151 79 - 367
Atlag 175 nm 82 - 467 nm
+SD 23,7 nm

Az Osszes alkalmazott nanokolloid atlagos hidrodinamikai részecskedtmérdje 175 nm
(£SD:23,7nm) volt, az mintak frakcidinak atlagos mérettartomanya pedig 82 nm és 467

nm koz¢ esett (3. tablazat).
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4.1.2. Az 6rszem nyirokcsomé vizsgalatok klinikai eredményei

A Senti-Scint® nanokolloid segitségével végztett preoperativ limfoszcintigrafiai
leképezés (3. abra) és a gamma-szondaval végzett intraoperativ gamma-detektalas
egyarant 203 érszem nyirokcsomot talalt a 128 betegbdl 122-ben (a betegek 95%-aban).
Csupan 12 esetben volt sziikséges, hogy 4 orés statikus felvételeket is készitslink, és
ezek koziil 6 esetben 18 oraval az injektdlds utan is negativnak bizonyult szentinel
nyirokcsomora a képalkotasi vizsgalat eredménye. A szovettani vizsgalatok 38 esetben
igazoltak a nyirokcsomoOkban metasztazist, ezek koziil 06t esetben ez csak

immunhisztokémiai modszerrel, citokeratin antitestekkel volt kimutathato.

Egyetlen beteg volt, akinél egy honalji nyirokcsomoban metasztazis volt kimutathato,
mikozben az sem a preoperativ limfoszcintigrafias képalkotasban nem volt detektalhato,
sem a kékfestéses modszerrel nem volt fellelhetd. Ebben az esetben az attétes
nyirokcsomé mitét kozben volt kitapinthatd, az attét pedig szdvettanilag volt
kimutathat6, mikdzben a nyirokcsomé sem a limfoszcintigrafias, sem az intraoperativ

gamma-szondas detektalassal nem volt azonosithato.

Gamma-kameraval az eml6 bels6 nyirokcsomoi iranyaba mutatd nyirokaram 5 esetben
volt detektalhatd (4. abra), és egy esetben volt kimutathatdé emlén beliili nyirokcsomo
(5. abra). Ezekben a betegekben teljes honalji nyirokcsomo eltavolitas tortént, majd ezt
kovették a részletes patologiai vizsgalatok. Egyetlen ilyen esetben sem voltak
kimutathatok attétes ellenoldali nyirokcsomok. A kékfestéses modszer 183 Orszem
nyirokcsomot igazolt 105 betegben, azaz a betegek 82%-aban, két esetben csak ez a
moddszer azonositotta be a szentinel nyirokcsomot, a radiokolloiddal végzet vizsgalat

nem.

A sebészeti beavatkozasok utan a 128 beteg egyikében sem tapasztaltunk tumor-

kitjulast.
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3. dbra: A: Az emlé jobb felsd-kiilsé negyedében elhelyezkedd tumor: az injektdlds helye

(,,injection site”) és az dérszem nyirokcsomé (SLN) eliilsé (anterior) és jobb-oldalsé
(,, right-lateral ) nézetbdl. B: Az emld jobb felsd-kiilsé negyedében elhelyezkedd tumor:
az injektdlas helye (,,injection site”) és két darab 6rszem nyirokcsomé (SLN) a jobb

oldali honaljban, eliilsé (anterior) nézetbdl. [Mirzaei és mtsai 2003]

SLN —)’
L

..——-—'7

injection site

4, dabra: Az emlo bal also-belsé negyedeében helyezkedo tumor: a baloldalon jol
kirajzolodo szegycsont melletti orszem nyirokcsomo lathato, vélhetoen egy masodikkal
egyiitt. A nyirokdaram nem latszik az axilla iranyaban (anterior nézet) [Mirzaei és mtsai

2003]
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5. dbra: Az emlo bal felso-kiilsé negyedében helyezkedo tumor: az injektdlds helye
(,,injection site ”) és az emlén beliili 6rszem nyirokcsomé (SLN) kirajzolodadsa baloldali

laterdlis nézet hason fekvd helyzetben [Mirzaei és mtsai 2003]

4.2. Spontan beteg kutydk Orszem nyirokcsomoéinak

vizsgalata Senti-Scint®-tel

4.2.1. In vitro eredmények

Az allatorvosi klinikai vizsgalatokban alkalmazott 6 kiilonbozd gyartasi szami HSA
radiokolloid (Senti-Scint™) jelzettségi hatasfoka ezuttal is minden esetben 98% folotti
volt (99,1%+0,6%). Ez az izotopmegkdtési képesség a 6 6ras in vitro vizsgalatok soran
tartosnak bizonyul. A részecskeméret-eloszlasi vizsgéalatok azt mutattak, hogy a 6
kiilonb6z6 gyartasi szamu HSA radiokolloid részecskéinek 90%-a 100 nm és 600 nm

kozé esett, illetve a teljes frakciok 100%-a 50 és 600 nm kozott volt (6. dbra).

A 6. 4bra a vizsgalatok soran felhasznalt 6 kiilonboz6 gyartasi szamu Senti-Scint®™
radiokolloid (SC13 — SC18) jelzés utani Osszesitett, atlagos részecskeméret-eloszlasat
abrazolja, a 4 tablazat az egyes injektalt nanokolloidok frakcidinak jellemzé értékeit

foglalja Ossze.
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6. dbra: A kutydk Orszem nyirokcsomo vizsgdlatai soran felhasznalt 6 kiilonbozo
gyartasi szamu HSA radiokolloid (Senti-SCint®) osszesitett, atlagos részecskeméret
eloszlasa, az egyes mérettartomdanyokhoz tartozo, %-ban megadott relativ gyakorisag-

ertékekkel

4. tablazat: Az adllatorvosi klinikai orszem nyirokcsomo vizsgalatok soran felhasznalt
kiilonbozé gydrtasi szamii HSA radiokolloid (Senti-Scint®) dtlagos részecskemérete
(“mean  diameter”), illetve az egyes részecskefrakciok abszolut mérheto

mérettartomanya (,,yange”), és ezek atlagai

. Atlagos hidrodinamikai A frakeio
Minta részecskeatméré nm-ben | mérettartomanya nm-ben
SC13 154 78 - 356
SC14 173 86 - 382
SC15 223 81 - 575
SC16 209 88 - 498
SC17 177 90 - 462
SC18 183 94 - 429
Atlag 187 nm 86 - 450 nm
+SD 25,2 nm
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4.2.2. In vivo eredmények

Egy 6raval és harom oréaval a radiokolloid alkalmazasa utan atlagosan 2% ¢és 5% kozotti
injektalt aktivitas-hanyad volt mérhet6 az 6rszem nyirokcsomok kornyékén (7. abra). A
vesék €s a hugyhdlyag kontirja a 3 oras felvételeken tiint eld, és altalaban egylitt
kevesebb, mint 5%-at halmoztadk a teljes injektalt dozisnak (5. tablazat). A 24
daganatban szenvedd paciensben 35 Orszem nyirokcsomot talaltunk, ami betegenként,
tumoronként hozzavetéleg masfél nyirokcsomot jelent. Ezek csupan 23%-a, 8 darab volt
megnagyobbodott, azaz tapintassal is beazonosithato. A kiilonbozo detektalasi modok
kozott érzékenységben jelentds eltérések voltak. A 35 drszem nyirokcsomd koziil 34-et
(97%-ot) intraoperativ gamma-szondaval talaltunk meg, ez azt jelenti, hogy e

modszerrel csupan egy érintett nyirokcsomé maradt rejtve.

A IH STAT IH EIT
(s
-l
B B STaT H KIT

7. abra: Ventralis helyi statikus felvételek egy emlotumorban szenvedo kutyarol, 15
MBgq aktivitasu, 100 ul térfogatu peritumordlisan, szubkutdin alkalmazott %M Te-mal
jelzett HSA nanokolloid (Senti-Scint®) injektdldsa utin 1 éraval (4) és 3 éraval (B)
[Balogh és mtsai 2002]
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5. tablazat: ROI adatok emlotumorban szenvedo kutya szcintigrdfias felvételei alapjan,
az injektalt dozis Szdzalékos hanyadaban megadva (1.D.%), 15 MBq aktivitasu, 100 ul
térfogatii peritumordlisan, szubkutan alkalmazott ®™Tc-mal jelzett HSA nanokolloid

(Senti-Scint®) injektdldsa utin 1 érdval és 3 érdval [Balogh és mtsai 2002]

1 ora utan 3 oOra utan
Az injektalas pontja ( 1.D.%) 92 +4 76 + 12
Orszem nyirokcsomé(k) ( 1.D.%) 2+2 5+2
Vesék (1.D.%) Nem lathato <3
Holyag ( 1.D.%) <2 <5

Az érintett nyirokcsomokbol 31 (89%) tisztan kivehetd és azonosithatd volt a gamma-
kameras felvételeken, a kékfestéses modszer 27 esetben (77%) volt eredményes (8. dbra
A ¢és B része). 16 esetben (46%) az 6rszem nyirokcsomok pozitivnak bizonyultak a
hematoxilin-eozin (HE) festéses vizsgalat szerint (8. abra C, D, E ¢és F része) és 22
esetben (63%) az immunhisztokémiai (IH) modszer alapjan (8G dbra). Egyik
nyirokcsomd sem volt HE-pozitiv és IH-negativ. A kiilonb6z6 Orszem nyirokcsomo

detektalasi modszerek eredményeit a 6. tablazat foglalja Gssze.

6. tablazat: A kiilonbozé drszem nyirokcsoméd detektalasi modszerekkel azonositott

nyirokcsomo szama és aranya a vizsgalt 24 kutya paciensben [Balogh és mtsai 2002]

mSZ;%nlfllEaglosggtt Kékfestéssel | Szcintigrafiaval G?I:Tt]rr:s—zzgd:zal
?{. gy . azonosithato azonosithato peratiy
itapinthato azonositott
E;trf)k;gg 8 (23%) 27 (77%) 31 (89%) 34 (97%)
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8. dbra: 7 éves dobermann emlomirigyén elhelyezkeds 2,5 cm-es dtmérdjii tumorjanak
hisztopatoldgiai vizsgalatai. A, B: Az emlétajéki nyirokcsomokkal egyiitt kimetszett
tumor, jol lathatoan kéken megfestett orszem nyirokcsomokkal és injektalasi ponttal a
primer tumor mellett. C, D: A daganat szévettani vizsgalata rosszindulati kevert-tipusii
duktalis karcinomat eredményezett, amelynek néhany régiojaban myoepithelialis
proliferacio (C), karcinoma planocellulare teriiletek (D), és hyalin metaplasia
keveredett. E, F: A kimetszett nyirokcsomékban talalt attétek duktdlis tubulopapillaris
karcinomanak (E) illetve karcinoma planocellulare-nek (F) bizonyultak. G: IH-
vizsgdlat: anti-citokeratin dltal megfestett drszem nyirokcsomoé metasztdzis. [Balogh és

mtsai 2002]
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A vérmintak grammonkénti aktivitdsa minden esetben kisebb volt az injektalt dozis
0,1%-anak megfeleld aktivitasanal, mig a vizeletmintak aktivitas-értékei mindig ennek a
0,2%-o0s hanyada alatt maradtak. A vérmintak aktivitisinak maximum-értékeit 2 oraval,
a vizeletmintdkét pedig 6 oraval a radiofarmakon beadasa utan figyeltik meg. A
kimetszett szovetmintdk minden esetben az injektalt aktivitds tobb, mint 90%-at
hordoztdk. 10 oraval az injektalds utan az allat 1 méteres tavolsdgaban mérhetd
dozisérték mindig kisebb volt, mint 0,2 mSv. Az egyes allatok teljes testtomegére

szamolt effektiv dozisérték minden esetben kisebb volt, mint 0,5 mSv.

4.3. A doxorubicint hordozé ®"Tc-DoxHSA180, *™Tec-
DoxHSA430, *"Tc-DoxHSA1800 nanorészecskék

vizsgalatainak eredményei

4.3.1. A részecskékbe adszorbeilt és a nem-megkotott doxorubicin

arany megallapitasa

A 3.1.3-as pontban leirt kolloidok képzésénél alkalmazott centrifugalds soran kinyert
felillusz6-mintak  vizsgalatabol — kimutattuk, hogy az 1mg/ml-es doxorubicin
koncentraciobol a kolloid preparalds soran a részecskék mindharom minta (**"Tc-
DoxHSA180, *MTc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA1800) esetében 95% folotti
hanyadot adszorbealtak. A doxorubicin-megkétési hatasfokuk vizsgalata azt mutatta,
hogy 6, 24 és 48 oraval a 9ngC-jeIZés utan a doxorubicin mennyiség 95% f616tti aranya

kotodott a HSA részecskematrixba.
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4.3.2. A ¥ Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és " Tc-DoxHSA1800

készitmények részecskeméretének vizsgalata

A jelzési kisérlethez harom kiilonboz6 pH beallitas melletti harom kiilonb6z6
részecskeméretli mintat hasznaltunk fel. E harom sarzs kezdeti, kdzvetlentiil a preparalas
utani atlagos részecskeméretének kozelitd értéke 180 nm, 430 nm ¢és 1800 nm volt,
amelyeket **™Tc-DoxHSA180, *MTc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSA1800 névvel
szerepeltetiink a késObiekben. A részecskeméret-eloszlasokat a 9. abra hisztogramja
abrazolja, az ordinata a relativ gyakorisdgot mutatlja. A leggyakoribb
részecskeatméréhoz (“mean diameter”-hez) tartozo relativ gyakorisdgokat egységesen
1-nek vettiik fel. A részecskefrakciok legjellemzdbb értékeit az 7. tablazat Gsszesiti. A
180, 430 és 1800 nm-es atlagos részecskeméretekhez viszonylagosan magas, 35,5% és

44,1% kozotti szazalékos eloszlasok (polidiszperzitasok) tartoztak.
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9. dbra: A hdrom, tovabbi vizsgdlatokra kivdlasztott **™Tc-DoxHSA180, #™Tc-
DoxHSA430 és ™ Tc-DoxHSA1800 kolloid rendszer részecskeméret-eloszldsi
hisztogramja: a relativ gyakorisagok maximumait 1-nek vettiik fel, hogy kézés

hisztogramban dbrdzoljuk 6ket [Polyak és mtsai 2011]
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7. tablazat: A mintdk részecskefrakcioinak jellemzd értékei [Polyak és mtsai 2011]

Atlagos A teljes frakcio
) Polidiszperzités
Minta részecskeméret ) részecskeméret-
0
(nm) tartomany (nm)
1. ¥™Tc-DoxHSA180 176 433 65 — 405
2. " Tc-DoxHSA430 429 44,1 165 — 1044
3. ¥"Tc-DoxHSA1800 1764 35,5 755 — 3762

A részecskeméretek esetleges idObeli valtozasat 7 napon at kovettiik nyomon in vitro

sorozatmérésekkel. Az eldallitas utani 1., 2., 4. és 7. napon meghataroztuk a relativ

polidiszperzitasi értékeket és a részecskefrakciok mérettartomanyait. A mérések

eredményeit a 8. tablazat foglalja 6ssze, illetve az ingadozasokat a 10. dbra szemlélteti

grafikusan.

8. tabldzat: A *°"Tc-DoxHSA180, ®MTc-DoxHSA430 és **"Tc-DoxHSA1800 in vitro

méretstabilitisa: a “Mean D’ az dtlagos részecskeméreteket jeloli Ty idopontban

(kozvetleniil a prepardlas utan) és 7 napos atlagban, a “Polyd” értékek pedig a

polidiszperzitasi Ty és 7 napos atlag-értékeket jelolik, emellett a mért részecskeméretek

és polidiszperzitasok szordsa van feltiintetve (£SD) [Polyak és mtsai 2011]

¥MTe. DoxHSA180 | *™Tc- DoxHSA430 | **™Tc- DoxHSA1800
(nm) (nm) (nm)
Mean D Polyd Mean D Polyd Mean D Polyd
To (kezdeti) 175,8 76,1 429,0 189,3 1764,0 626,1
1 6ra 189,3 61,6 438,0 152,8 1843,5 581,4
2 dra 177,6 87,0 444.9 173,4 1807,4 653,0
8 ora 167.,6 59,6 402,5 2314 1853,3 705,8
1 nap 185,1 85,6 403,8 220,8 1891,4 7144
2 nap 163,8 60,8 425,7 225,8 1794,7 532,8
4 nap 168,9 90,8 438,2 183,6 1806,3 606,8
7 nap 180,3 71,4 427,0 1734 1781,0 570,0
7 napos atlag | 176,0 74,1 426,1 193,8 1817,7 623,8
7 napos +SD 8,3 11,9 14,6 26,9 39,3 60,3
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A mintdk atlagos részecskemérete egy szik, 2%-os tartomanyon beliil ingadozott, az
méretbeli valtozasok ugyanakkor egy esetben sem voltak egyiranyuak, trend-szertiek. A
180 nm-es és az 430 nm-es minta 1,8%-0s és 1,2%-os atlagos méretnévekedést
mutatott, mig a 1800 nm-es mikrorészecske-frakcional enyhe, 1,9%-os éatlagos
méretcsOkkenést tudtunk kimutatni az egy hetes nyomonkovetés alatt. Ezek alapjan
tehat megallapithatd volt, hogy a vizsgalt egy hét alatt a készitmények nagyfoku in vitro

részecskeméret-stabilitast mutattak.
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Az eldallitas utani napok

10. dbra: A *™Tc-DoxHSA180, *°™Tc-DoxHSA430 és *°"Tc-DoxHSA1800 kolloid

készitmény részecskeméret-eloszlasanak valtozdsa az idé fiiggvényében [Polyak és

mtsai 2011]

4.3.3. A ®°"Tc-DoxHSA180, ®™Tc-DoxHSA430 és °™Tc-DoxHSA1800

készitmények transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalatai

Az elektronmikroszkopos vizsgédlatok megmutattdk, hogy mindhdrom minta esetén

gombszeri részecskék alkotjdk a preparatumokat (11. abra). Mindharom mintan
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igazolni  lehetett a viszonylagosan széles részecskeméret eléfordulast, a
polidiszperzitast, de mindharom vizsgalat esetén igazolni lehetett grafikusan is, hogy az

egyes mintdk frakcidi a kordbban DLS-modszerrel mért mérethatarokon beliil

maradnak.

B 10 ym

11. abra: A doxorubicint hordozo HSA kolloidok transzmisszios elektronmikroszkopos

vizsgdlata: A: ®*™Tc-DoxHSA180 minta, B: *™Tc-DoxHSA1800 minta [Polyak és misai
2011]
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Ezen feliil, ami a TEM-vizsgalatok szempontjabol a legfontosabb volt, hogy a
legnagyobb szemcseméretii készitmény (**"Tc-DoxHSA1800) képein nem lattunk a
kordbban mért legnagyobb eldéforduld részecskeméretiinél nagyobb részecskéket. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatok megallapithato volt, hogy egyértelmiien ¢&s

kielégitden aldtdmasztottak a miiszeres részecskeméret-vizsgalatok eredményeit.

4.3.4. A jelzettségi hatasfok-vizsgalatok eredményei

A mintak *™Tc-ot megkotd hatasfokat a jelzést kovetd elsd, 6. és 24. ordban vizsgaltuk
meg. A vizsgalatokra szant mintdkat ezen id6k alatt szobahdmérsékletii, fénytdl elzart
helyen taroltuk. A jelzettségi hatasfokokat a TLC szkenner altal felvett kromatogramok
gorbe alatti teriileteinek szoftveres integralasa utdn azok aranya adta eredményil. A
jelzett, kolloid minta minden esetben a “felcseppentési”, startponton maradt (R¢~0), ott
volt mérhetd, mig a nano- és mikrorészecskékhez nem kotédott, szabad 9omTe.
pertechnetat az oldatfronttal egyiitt futott ((Ry~1)). Az eredmények tehat azt igazoltak,
hogy az Osszes, kiilonb6zd méretli kolloid minta minden esetben 95% f6lotti hanyadat
kototte meg az izotdpnak 1 oraval a jelzés utdn, majd mindharom minta késébbi
idépontokban (6 és 24 oOraval késdbb) is stabil, 97% fo6lotti jelzettségi hatasfokot (9.
tablazat, 12. abra).
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12. d@bra: A ®"Tc-DoxHSA430 minta TLC-vizsgdlatainak kromatogramjai a jelzés
utani 1 oraval (A), 6 oraval (B) és 24 ordaval (C) Raytest MiniGita TLC-szkennert
alkalmazva. A jelzett anyag (Reg#1) a startponton volt detektalhaté (Ri~0), a kolloidhoz

nem kétédott " Tc-pertechnetat (Reg#2) a fronital egyiitt haladt (Ri~1) [Polyak és
mtsai 2011]
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9. tablizat: A *"Tc-DoxHSA430 minta vékonyréteg-kromatogrdfids vizsgdlatainak
eredményei a jelzés utani 1, 6 és 24 oéraval Raytest MiniGita TLC-szkennert alkalmazva.
A jelzett anyag (Reg#1 komponens) a startponton volt detektdlhato (Ri~0), a kolloidhoz
nem kotédott P Tc-pertechnetat (Reg#2 komponens) a frontial egyiitt haladt (Ri~1)
[Polyak és mtsai 2011]

Komponens | Rf Tertilet (0ssz. Tertilet
P beiitésszam) (%)
1 Reg#1 | 0,000 21930,09 97,37
ords | Reg#2 | 0,948 592,09 2,63
6 Reg#1 | 0,004 15500,48 99,98
Ords | Reg#2 | 0,939 592,09 0,02
24 Reg#1 | 0,009 17140,33 99,88
oras Reg#2 | 0,924 20,67 0,12

4.3.5. A " Tc-DoxHSA180, ™ Tc-DoxHSA430 és P Tc-DoxHSA1800

készitmények biolégiai vizsgalatai egészséges patkany allatmodellen

A #"Tc-DoxHSA180, ¥ Tc-DoxHSA430 és ™ Tc-DoxHSA1800 készitményekkel iv.
injektalt kisérleti Wistar patkanyok tulélték a kisérleteket, a megfigyelés ideje alatt
egyiknél sem volt tapasztalhato semmiféle klinikai mellékhatas (fajdalomra utal6 jelek

vagy nyaladzas, remegés, 1égzés-kimaradas, hanyas, nyugtalansas).

Egyik injektalt radiokolloid esetén sem lattunk egyik meérési iddpont gamma-kameras
felvételein sem jelentds pajzsmirigy, nyalmirigy vagy gyomor-nyalkahartya aktivitast.
A korai felvételek alapjan injektalt nano- és mikrorészecskék mindhdrom esetben
gyorsan eltlintek a vérarambol, az injektalast kdvetd 5. perc utdn mar nem rajzoldodtak ki

a nagyerek.
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A jelzett *™Tc-DoxHSA180 és *™Tc-DoxHSA430 nanorészecskék szerveloszlasi
eredményei kozott csupan kismértékii kiilonbségeket talaltunk (13. dbra 1. és 2.
oszlopainak képsorozatai). A jelzett anyagokat mindkét esetben az injektalast kovetd
10-30 percben felvették az un. RES szervek (a maj, a 1ép és a csontveld), majd ezutan
fokozatosan megindult a jelzett anyag lassu kiiiriilése hugyutakon keresztiil (vesén,
holyagon, vizeleten keresztiil). Aa 22 dras felvételen azt lattuk, hogy a kezdeti injektalt
aktivitasnak (1.D.) csupan alig tobb mint 50%-a mérhetd Osszesen az egésztest
felvételeken (1.D.%), tehat az injektalt aktivitas kozel 50%-a kiiiriilt az allatok

szervezetébdl (10. tablazat).

Ezzel szemben a legnagyobb részecskeméretli 9MTc-DoxHSA1800 mikrorészecskék
biodisztribuciés adatai jelentdsen kiilonboztek a masik kettd készitményétsl. A *™Tc-
DoxHSA1800 részecskék az injektalas utdn az aktivitds legnagyobb része (1.D.%),
kozel 78,6%-a azonnal a tiidében rajzolddott ki (13. abra ,,A” részén a 3. 0szlop képei),
majd két oraval késobb is tobb, mint 60%-a, 8 6raval késébb pedig még mindig kozel
40%-a (13. abra ,,B” részén a 3. 0szlop képei) a tiidében volt mérhets. A tiidé mellett a
majban kevesebb, de lassan novekvé mértékii halmozast figyeltink meg, a tiid6bol
kitiriil6 aktivitas jo része minden bizonnyal a majban volt detektalhatd. Lép- és csont-
aktivitds nem volt kivehetd a képeken. A nagyrészt a tiiddben felhalmozddott ®MTC-
DoxHSA1800 radiokolloid ezzel egyiitt fokozatosan lebomlott, és az injektalas utani 22.
oraban a tiidében az injektalt aktivitds 28%-a volt csak detektalhato (Id. 10. tablazat C

része).
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5 perces

15 perces

30 perces

13. dbra - A: Wistar-patkanyok SPECT-kamerdas ventrodorzilis egésztest felvétele
hdarom kiilonbozé méretii doxorubicint hordozé HSA kolloid intravénads alkalmazasa
utan, 5 perces, 15 perces és 30 perces iddopontokban. Az injektalt aktivitas 60MB(Q volt
200ul-es térfogatban. Oszlopok: 1: *™Tc-DoxHSA180, 2: *™Tc-DoxHSA430, 3: #™Tc-
DoxHSA1800 [Polyak és mtsai 2011]
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60 perces

2 oras

8 oras

13. dbra - B: Wistar-patkanyok SPECT-kameras ventrodorzalis egésztest felvétele
harom kiilonbozd méretii doxorubicint hordozo HSA kolloid intravénds alkalmazdsa
utan, 60 perces, 2 oras és 8 oras idopontokban. Az injektalt aktivitas 60MBg volt 200ul-
es térfogatban. Oszlopok: 1: *™Tc-DoxHSA180, 2: *™Tc-DoxHSA430, 3: *™Tc-
DoxHSA1800 [Polyak és mtsai 2011]
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10. tablazat: A *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSA1800
radiokolloidok biodisztribucios értékei kiilonbozd idopontokban. A szdazalékos injektalt
aktivitas-értékeket (1.D.%) a ®°™Tc izotdp bomldsdt figyelembe véve korrigaltuk. [Polyak
és mtsai 2011]

A - ®"Tc-DoxHSA180

Az injektalas

utén eltelt idé: 5 perc 15 perc 30 perc 60 perc 2 ora 8 ora 22 6ra

teljes aktivitas: ~ 100,0% 95,7% 96,5% 93,8% 89,4% 74,3% 55,7%

tiido 6,3% 6,2% 4,5% 4,3% 4,6% 2,5% 0,9%
maj 72,5% 71,3% 68,4% 67,1% 63,8% 50,9% 37,1%
1ép 2,2% 1,0% 2,4% 1,2% 2,8% 2,7% 1,4%
vesek 1,7% 1,9% 2,6% 1,7% 3,1% 5,6% 3,8%
holyag 1,0% 1,2% 1,8% 0,7% 2,9% 1,9% 1,0%
kitiriilt aktivitas 4,3% 3,5% 6,2% 10,6% 25,7% 44,3%

B - *"Tc-DoxHSA430

Az injektalas

utan elielt idé: 5 perc 15 perc 30 perc 60 perc 2 6ra 8 ora 22 ora

teljes aktivitas:  100,0% 99,1% 98,9% 97,2% 88,0% 71,9% 51,3%

tiido 5,0% 5,2% 5,4% 4,9% 4,0% 3,2% 1,6%
maj 73,9% 72,8% 70,1% 64,9% 59,7% 45,7% 31,4%
1ép 1,7% 1,9% 2,0% 3,3% 4,0% 3,5% 3,5%
vesék 2,2% 2,1% 1,9% 4,7% 3,3% 3,8% 3,0%
holyag 0,6% 1,5% 2,0% 4,7% 4,5% 2,5% 1,1%
kitiriilt aktivitas 0,9% 1,1% 2,8% 12,0% 28,1% 48,7%

C - ®™Tc-DoxHSA1800

Az injektalas

utan elielt idé: 5 perc 15 perc 30 perc 60 perc 2 6ra 8 ora 22 ora

teljes aktivitas:  100,0% 88,7% 89,6% 91,2% 91,4% 82,6% 71,8%

tiidd 786%  71,0%  689%  672%  612%  399%  12,0%
méj 8,3% 9,4% 93%  112%  149%  225%  29,0%
1ép 0,3% 0,6% 14%  17% 0,6% 1,7% 2,3%
vesék 0,7% 0,8% 1,0%  2,0% 1,2% 2,5% 2,0%
holyag 0,1% 0,1% 02%  02% 0,1% 1,6% 0,8%
Kiiriilt aktivitds 113%  104%  88% 86%  174%  282%
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14. dbra: A ®"Tc-DoxHSAL80, *"Tc-DoxHSA430 és *"Tc-DoxHSA1800 radiokolloid
aktivitasok szazalékos szerveloszlasi eredményei (1.D.%): A: tiido, B: a maj, C: a kitiriilt

aktivitdas-hdanyadok [Polyak és mtsai 2011]
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A 14. abra oszlopdiagramjai jol szemléltetik, hogy a nagyobb méretli radiokolloid tehat
inkabb a tiidében halmozodott, és lassabban bomlott el, mig a két kisebb méretii

nanorészecske inkabb mutatott m4j aktivitast, és gyorsabb kiiirtilést.

4.4, A ®"Tc-BBS-NP 6nrendez6dd biopolimer-bazist
nanorészecskék folat receptort kifejez6 tumorokon térténd

SPECT ¢és SPECT/CT vizsgalatai

4.4.1. A részecskeméret-eloszlasok és a jelzettségi hatasfokok vizsgalata

A kisérleteinkben a *™Tc-mal elészor jelzett ®™Tc-BBS-NP  nanorészecskék
fizikokémiai, morfoldgiai tulajdonségait kordbban kozolt vizsgélatok részletesen
targyaljak [Hajdu és mtsai 2008, Keresztessy és mtsai 2009, Hajdu és mtsai 2013]. E
megel6z6 kozleményekben igazolt volt, hogy a reakcio-paraméterektdl fiiggéen a
kolloid rendszer részecsketermészet(i, és stabil, 75 nm és 200 nm-es hidrodinamikai
atmérd kozeé esd részecskék all. Az elkészitett nanorendszer transzmittancidja 90%
folotti értekre esett, a részecskék pedig szaraz kornyezetben is megtartottak globularis

formajukat.

A jelzés a ™ Tc-elutumban pertechnetat formaban jelenlévd technéciumot 6n-kloridos
(SnCly) redukcidja utan jott 1étre (1d. 3.1.7.2. fejezet). A jelzettségi hatasfokot 1, 6 és 24
oraval a nyomjelzés utan vizsgaltuk vékonyréteg-kromatografias modszerrel. Az ITLC
eredményeket a 15. 4bra mutatja be. A jelzett *™Tc-BBS-NP mintaval parhuzamosan
9MTc-pertechnetat az azonos futtatéoldatban elatumot vizsgaltunk kontrollként. A
szabadon maradt, részecskékhez nem kotddott *™Tc-pertechnetat (16. 4bra, B) az
oldatfronttal egyiitt vandorolt (Rf~1), mig a 99MTc-BBS-NP nanorészecskék (16. abra,
A) altal megkotott aktivitas-mennyiség az alsé startponton (felcseppentési ponton)
maradt (R¢~0). A jelzett készitmény a teljes 24 6ras nyomonkdvetés soran 97% folotti

hatasfokkal és stabilan kétdtte a ™ Tc izotopot.
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15. dbra: A *"Tc-BBS-NP nanorészecske készitmeny (A) és a 99mTc-pertechnetat
kontroll minta (B) jelzés utin 24 ordval elvégzett 1TLC-vizsgdlatinak kromatogramja
Raytest MiniGita TLC-szkennert alkalmazva. A jelzett kontrasztanyag (A) a startponton
volt detektalhaté (R~0), a kolloidhoz nem kotéditt **"Tc-pertechnetat (B) a fronttal

egyiitt haladt (R~1)

A jelzett nanorészecskéket tartalmazo oldat viztisztan atlatszd volt, aggregaciora,
csapadék vagy mas melléktermék jelenlétére utalé opalosodds, zavarossag vagy
kiiilepedés nem volt megfigyelhetd. A dinamikus fényszorasos fotometria
részecskeméret-vizsgalatok (Id. 3.1.5. fejezet) alapjan a jelzés soran a nanorendszer
részecskeméret-eloszlasa stabil volt, a jelzési procedira nem valtoztatta a részecskék
méretét, illetve a jelzést kovetd 24 oras szobahOmérsékleten vald tarolas sem. Az
atlagos részecskeatméré a jelzés utan 1 6raval 124 nm volt (16. abra), sziik eloszlas,
relativ alacsony polidiszperzitas mellett (PDI;, = 0.175). Ezek az értékek a jelzés utan
24 oraval elvégzett ellen6rz6 mérés sordn sem mutattak jelentds valtozast (az atlagos
részecskeméret 136 nm volt, a polidiszperzitaS PDI4,=0,181). A nanorészecskénti
folsav molekuldk szamanak 3.1.5. fejezetben leirt mddszer szerinti becslése alapjan
egyetlen, idedlisan atlagos részecskeméretli nanorészecskére hozzavetdleg 300 db.

folsav molekula kotédhet (a szamitott érték: 308 FA molekula volt).
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16. dbra: Az onrendezédd ™ Tc-BBS-NP nanorészecskék részecskeméret-eloszldsa a

Jjelzést kovetden 1 oraval. Az dtlagos részecskeméret 124 nm. [Polyak és mtsai 2013]

4.4.2. A jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskék halmozédasa HeDe

sejtvonalakon

A jelzett nanorészecskék specifikus halmozodasat folat receptort kifejez6 HeDe tumor-
sejtvonalakon, Olympus FluoView 1000 tipust konfokalis mikroszkop segitségével
vizsgaltuk. A 17. 4dbra a fluoreszcens konfokalis mikroszkopos képeket mutatja. A
folsavat tartalmazo *"Tc-BBS-NP nanorészecskék lathatoan a folat-receptort kifejezd
sejtek felszinére kapcsolddnak (vords szinti foltok), majd a tumorsejtek internalizaljak a

részecskéket.
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A B

17.  dbra: Konfokdlis mikroszképos —képek jelzett, foldtos  **"Tc-BBS-NP
nanorészecskékkel inkubalt (4) és a kontroll HeDe sejtekrdl (B) [Polyak és mtsai 2013]

4.4.3. A ®™Tc-BBS-NP nanorészecskék in vivo eredményei 1.: a HeDe-

tumor-transzplantalt Fischer 344 patkanyok vizsgalatai

A tumor transzplantalt patkanyokban klinikai mellékhatasokat (fajdalmakra utald
jeleket, nyalképzddést, reszketést, remegést, nehézlégzést, hasmenést, nyugtalansagot

vagy eszméletvesztést) nem figyeltiink meg a vizsgélatok soran.

Szerveloszlasok. A kiilonboz6 szervek aktivitas-értékeit 30 perccel, illetve 2, 8 és 24
oraval az injektalas utan vizsgéaltuk. A 9MTc-BBS-NP készitmény injektaldsa utan
kismértékii visszatartott vér-hattér volt megfigyelhetd, és a ™ Tc-jelzett nanorészecskék
viszonylag gyorsan megjelentek az un. RES-szervekben (markans maj, és kisebb
mértékii 1ép és csontvel aktivitas volt lathato és mérhetd), emellett a kezdeti (30 perces
és 2 oras) felvételek alapjan az aktivitas egy része azonnal liriilni kezdett a vesén és
hugyutakon keresztiil. Nem megkdotott, “szabad” 99mTC-pertechnetéltra utalo jelek,
ugymint a pajzsmirigyben, nyalmirigyekben vagy a bél-nyéalkahartydban 1évo aktivités-
halmozddas nem volt megfigyelhetd. Az eredményeket a teljesen injektalt aktivitas
szdzalékos aranyaiban szamoltuk és adtuk meg teljes szervekre (I.D./teljes szerv) és

egységnyi tomegli szOvetre vonatkoztatva (I.D./g szerv). A jelzett %¥MTc-BBS-NP
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nanorészecskékre vonatkozo szerveloszlasi értékeket az 11. tablazat tartalmazza, a
kontrollként vizsgalt *™Tc-DMSA szerveloszlasi értékeit pedig a 12. tablazat foglalja
0ssze. A szcintigrafias képeken megfigyelt magas RES aktivitds a szervek mért
aktivitas-értékekben is jol latszott. Az injektalas utani els6 30 percben a jelzett
nanorészecskék 44,38%-a halmozodott a méjban és 16,53%-a 1épben. Ezen feliil
kimutathat6 volt, hogy minden vizsgalt idépontban magasabb aktivitas halmozodott a
tumoros bal vesében, mint a nem-tumoros, normal jobb vesében. A folat receptort
kifejezé beiiltetett, indukalt HeDe-tumorG bal vese a teljes injektalt **™Tc-jelzett
nanorészecskék 9%-koriili hanyadat halmozta, mig a jobb vese, a **"Tc-BBS-NP
részecskeméretére jellemzd normal kitirtilésnek megfeleld 2%-koriili 1.D./teljes szerv

értéket.
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11. tdblazat: a > Tc-BBS-NP nanorészecskék szazalékos aktivitas-halmozodasi értékei
a teljes injektalt aktivitasra vonatkoztatva (1.D./ teljes szerv és 1.D./g szerv értékek)

HeDe sejtvonallal tumor-transzplantalt Fischer 344 patkanyokban, az injektdlast kovetd

DOI:10.14753/SE.2014.1918

30 perccel, illetve 2, 8 és 24 éraval [Polyak és mtsai 2013]

I?r?jSt Sziv Maj Lép Tumoros bal vese | Normal jobb vese
Allat I.D./teljes| 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g | 1.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g
szama, szerv | szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv
id6pont (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1.-300p. 4,32 6,86 44,38 573 16,53 36,33 7,96 6,75 2,06 1,56
2.- 206ra 2,31 3,71 39,05 5,10 18,68 43,95 9,62 7,65 1,85 1,46
3.-8 6ra 1,73 2,79 33,19 4,21 15,21 34,57 9,08 6,99 1,78 1,34
4.-24 6ra 0,68 1,07 31,84 3,98 10,65 24,34 8,54 6,91 1,61 1,30
Post inj Hélyag* Vér** Kidrales
J. yag aranya***
Allat | I.D./teljes | 1.D./g | 1.D./teljes | 1.D./g D
szama, szerv szerv szerv szerv ((y)
idépont (%) (%) (%) (%) °
1.-30p. 5,30 - 6,31 0,51 0.,00
2.- 26ra 16,57 - 4,64 0,39 20,44
3. -8 ora 2,51 - 1,51 0,13 28,83
4. - 24 bra 2,42 - 0,65 0,05 54,46

* ROI analizissel szamolva

** a testtomegbdl és a vérminta tomegébol és aktivitasabol extrapolalva

*** az egésztest vizsgalat soran a teljes mérheto aktivitas ROI-analiziséb6l szamolva
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12. tablazat: a kontrollként haszndlt *°™Tc-DMSA szdzalékos aktivitds-halmozoéddsi

értékei a teljes injektalt aktivitasra vonatkoztatva (I.D./ teljes szerv és 1.D./g szerv

ertékek) HeDe sejtvonallal tumor-transzplantalt Fischer 344 patkanyokban, az

injektdlast kovetd 30 perccel, illetve 2, 8 és 24 ordval [Polyak és mtsai 2013]

Fi)r?jSt Sziv Maj Lép Tumoros bal vese | Normal jobb vese
Allat I.D./teljes| 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | 1.D./g
szama, szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv szerv
id6pont (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5.-30p. 3,97 5,99 12,03 1,45 6,48 14,73 5,66 4,40 3,68 2,83
6.-2 o6ra 1,22 1,96 8,76 1,10 3,81 8,42 3,02 2,43 2,65 2,19
7.-8 6ra 0,79 1,28 6,14 0,79 2,56 6,21 1,12 0,87 0,76 0,63
8.-24 6ra 0,54 0,82 3,35 0,41 1,12 2,57 0,59 0,47 0,43 0,32
Post inj Hélyag* Vér** Kidrdles
J. yag aranya***
Allat I.D./teljes | 1.D./g | I.D./teljes | |.D./g LD
szama, szerv szerv szerv szerv (%)
id6épont (%) (%) (%) (%)
5.-30p. 16,87 - 6,64 0,57 0,00
6.- 2 ora 36,54 - 2,97 0,25 48,32
7. -8 6ra 2,85 - 0,34 0,03 76,89
8. -24 6ra 0,63 - 0,32 0,03 85,68

* ROI analizissel szamolva

** g testtomegbdl és a vérminta tomegébol és aktivitasabol extrapolalva

*** az egésztest vizsgalat soran a teljes mérhetd aktivitas ROI-analiziséb6l szamolva

A nyalmirigyekben, pajzsmirigyekben és a gyomor-nyalkahartyaval elhanyagolhato

vagy a kimutatasi hatar alatti aktivitas-értékeket tudtunk mérni a teljes in Vivo

nyomonkdvetési  id8 alatt. Ez a *™Tc nagyon alacsony pertechnetat, azaz
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nanorészecskéhez nem-kotddott formaban vald jelenlétére, vagyis a hordozo részecskék

nagyfoku in vivo radiokémiai stabilitasara utalt az i.v. alkalmazas utan.

A ¥™Tc-DMSA-val injektalt kontroll Fischer 344 patkanyokban szintén volt aktivitas-
halmozasbeli kiilonbség a tumoros €s az ellenoldali vesék kozt (a tumoros bal vese a
teljes injektalt aktivitas 5,66%-at halmozta az injektalast kovetd 30, percben, mig a
kontralateralis oldal az I1.D. 3,68%-t). Ez a nanorészecskék specifikus tumor-
halmozasahoz képest enyhébb radiofarmakon-akkumulacié csupan a kezdeti 30 perces
idopontban volt megfigyelhetd, és a kontrasztanyag kitiriilési sebessége is jelentdsen
magasabb volt (a vesék specifikus aktivitasa a kezdeti id6pontot kdvetéen gyorsan
csokkent). A 8. 6rara mar csupan az injektalt 9¥MTC-DMSA 1,12%-a volt mérheté a
tumoros, és 0,76%-a a nem-tumoros vesében, az ugyanerre vonatkozo értékek pedig 24
oraval az i.v. alkalmazas utan 0,59% ¢és 0,43% voltak. A kontroll allatokban megfigyelt
maj és 1épre vonatkoz¢ aktivitds-halmozésok is sokkal gyorsabb kiliriilést mutattak a
nanorészecskével injektalt allatok értékeivel Osszevetve. A m4j altal halmozott %M.
DMSA aktivitas az injektalast kovetd 30 percben 12,03% volt, és ez 6,14%-ra csokkent

a 8 Ooras mérésre.

Az Osszehasonlito EPR-vizsgalatok azt mutattak, hogy folat-mentes %¥MTc-BBS-NP
nanorészecskék passziv tumorhalmozasa egyértelmiien alacsonyabb hatasfoku volt az
aktiv mechanizmussal célbajutatott, a hepatocellularis karcindma folat-receptorait
“kihasznalo”, folatot tartalmazo %MTc-BBS-NP varidnssal szemben. A nanorészecskék
»folat-mentes”, tehat aktiv folyamattal nem specifikusan sejtfelszini receptorra
célbajuttatott valtozatanak vizsgélata soran a vizsgalt injektalas utani 2 6ras idépontban
a szerveloszlasi értékek a tumor-halmozasokat kivéve nagyon hasonld mértékeket
mutattak, mint a folatos valtozat esetében. Magas RES-aktivitas-értékek mellett (maj
aktivitas-aranya a teljes [.D.-hez képest: 36,88%, a 1ép szerv-értéke: 17,56%) a jelzett
nanorészecskék jelentdsen kisebb szelektivitast, specificitdst mutattak a tumoros vese
esetében (a tumoros bal vese 1.D.%-a 2,84%, a jobb vesének pedig 1,97% volt), de
tumoros €s a kontralateralis oldal aktivitas-kiilonbsége egyben azt is sugallta, hogy az
un. EPR-hatdsnak is van (segitd) szerepe a folatos, célzottan targetalt 9MTc-BBS-NP
nanorészecskék magas tumorhalmozodéasanak az esetében is. Az elvégzett specifikus

receptor-gatlo vizsgalatok azt eredményezték, hogy a tumorral rendelkezd kisérleti

68



DOI:10.14753/SE.2014.1918

allatok daganat-specifikus **"Tc-BBS-NP kontrasztanyag-halmozéasa 52% és 67%-kal

csokkent azokban az esetekben, amikor a tumorok sejtfelszini receptorait el6zdleg
blokkoltuk.

A gamma-kameras vizsgalat eredményei. A gamma-kameraval Késziilt képek a 18.
abran lathatdak. Jol koriilirhatd m4j, holyag €s tumoros bal vese halmozést lattunk mar
30 perccel a jelzett *™Tc-BBS-NP kontrasztanyag i.v. injektaldsa utan, majd a 8 6ras
felvételeken szintén maj, bal vese és hiigyholyag halmozas volt azonosithatd és mérhetd
a ventrodorzalis (18. abra, A-képsorozat) és a baloldali lateralis felvételeken is (18.

abra, B-képsorozat).

30min 1h 2h 4h 8h 24h

6a4aae

*

L4 4488

18. Abra: SPECT kamerdval késziilt ventrodorzalis (4) és baloldali laterdlis (B) képek
HeDe-tumor-transzplantdlt Fischer 344 patkdanyrdl a *"Tc-BBS-NP nanorészecskék

injektdlasa utan 30 perccel, és 1, 2, 4, 8 és 24 oraval. [Polyak és mtsai 2013]
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22 oraval az injektéalast kovetden még mindig elhatarolhatdo tumoros bal vese- €s maj-
aktivitast figyeltiink meg. A nem-tumoros, normal jobb vese mindvégig egyértelmiien

alacsonyabb mennyiségfi *™Tc-BBS-NP-halmozéast mutatott.

A SPECTICT vizsgdlat eredményei. Hat éraval a **"Tc-BBS-NP nanorészecskék
injektalasa utan az egyik tumor-transzplantalt allatrél a hagyoméanyos SPECT-kameras
felvételek mellett a vizsgalatokat kisallat nanoSPECT/CT kameraval készilt
felvételekkel egészitettiik ki (19. abra).

19. dbra: NanoSPECT/CT kamerdval késziilt baloldali laterdlis és ventrodorzalis képek

HeDe-tumor-transzplantalt Fischer 344 patkanyrol a 9¥MTc-BBS-NP nanorészecskék
injektalasa utan 6 oraval — a CT rétegek sziirkearnyalatos skalan, a SPECT rétegek

szines skalan lathatoak [Polyak és mtsai 2013]
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Ez a vizsgalat sokkal nagyobb felbontasu, részletesebb képekkel pontositotta és
tamasztotta ald a tobbi képalkotd vizsgalatunk soran megfigyelt szerveloszlasi
eredményeket. A 16. abra kivalasztott, reprezentativ bal oldali lateralis és ventrodorzalis
szeleteket mutat, a CT rétegek sziirkearnyalatos képen jelennek meg, mig a SPECT
felvétel szines skalaval mutatja az eltérd aktivitds-halmozasokat (a vildgosabb, sargaba
majd fehérbe hajlé tonusok jelentik a magasabb aktivitas-stirliséget). A 6 Oras
nanoSPECT/CT képeken a sokkal konnyebben ¢és egyértelmiibben beazonosithatd
tumoros bal vesét lathattunk, a ™ Tc-BBS-NP nanorészecske jol mérhet6 és koriilirhatod
specifikus tumor-halmozasaval. A SPECT/CT képeken ezen kiviil szintén kizarhato volt
a radionuklid levéaldsa a hordoz6d nanorészecskékrdl (elhanyagolhatdé nyal- ¢és
pajzsmirigy aktivitas), és szintén kizarhat6 volt a nanorészecskék esetleges aggregacioja

is (elhanyagolhato tiid6-felvételt lattunk).

4.44. A *"Tc-BBS-NP nanorészecskék in vivo eredményei 2.: A
nanorészecskék klinikai alkalmazasa spontan eredetii daganatos

megbetegedésben szenvedo kutyan

Szerveloszlasi eredmények. A 7 éves, szajiregi daganatban szenvedd tacskd kutya az
500 MBq aktivitasu jelzett *™Tc-BBS-NP készitménny i.v. injektalasat kovets 10.
percben készitett egésztest-vizsgalatainak képeit 20. abra mutatja. Az aktivitast eldszor
leginkabb a sziv, a véredények, a maj, a Iép, a két vese és kisebb mértékben a csontveld
halmozta. A 20. abra sziirkearnyalatos képein a sotétebb tonus reprezentalja a magasabb
aktivitds-koncentraciokat. A 10 perces felvételeken a sziv, a mdj és vesék a
hugyholyaggal mutatjdk a legmagasabb aktivitasokat, majd e halmozdodasok lasst
kitirilése folytdn adddnak a 13. tdblazatban feltiintetett 2 Ords szerveloszlasi
eredmények. A tumor radiofarmakon-halmozodéasaban ez 1d6 alatt lassu emelkedés volt
megfigyelhetd, majd a kutya *™Tc-BBS-NP injektalasat koveté 2. 6ras vizsgalatban a
teljes injektalt aktivitas 3,11%-4at lehetett a szajliregi daganatban mérni. Mindezek
mellett mind a korai, mind a kései felvételeken alacsony nyalmirigy, pajzsmirigy,

gyomor-nyalkahartya és tiid6 aktivitasok voltak detektalhatok.
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A B

20. dbra: 500 MBq aktivitasu %9MTc-BBS-NP iv. injektalasat koveté 10. percben késziilt

ventrodorzalis (A) és baloldali laterdlis (B) egésztest felvételek a spontin eredetii

szdjiiregi tumorban szenvedo, 7 éves him tacsko kutyarol.

Az injektalast kovetd 2. oradban a teljes aktivitdas 11,97%-a halmozodott az allat
szivében, 15,76%-a a majaban, 8,85%-at volt mérhetd Osszesen a két vesében, a
hugyholyagban pedig az aktivitas 1,35%-at mértiik, mindemellett ebben az idépontban

tehat az injektalt aktivitas 3,11%-at mértiik a tumorban (13. tablazat). A viszonylagosan
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magas két ords szerv-aktivitas-értékek a korabbi kisérleti allatok esetéhez hasonldan

ebben az esetben is a jelzett nanorészecskék relativ lassu kitiriilésére utaltak.

13. tablizat: A jelzett *"Tc-BBS-NP nanorészecskék mért szdzalékos aktivitds-
halmozodasi értékei a spontan eredetii szdjiiregi tumorban szenvedo, 7 éves him tacsko
kutyaban a teljes, 500 MBQq injektalt aktivitaisra vonatkozoan, 2 ordval az injektaldst

kovetben (Szazalékos 1.D./ teljes szerv értékek)

I.D.%/teljes

szerv érték
Sziv 11,97 %
Maj 15,76 %
Vesék 8,85 %
Holyag 1,36 %
Tumor 3,11 %

SPECT vizsgalat. Az %¥MTc-BBS-NP nanorészecskék injektalasat kovetd 2. oraban az
szajiregi daganatos kutya koponya régiojardl elvégzett haromdimenziés SPECT
vizsgalatok soran sokkal pontosabban és tisztdbban koriilirhatdé tumorfelvételt
figyeltink meg (21. 4bra). A haromdimenziés képalkotds sordn a tumort
helyezédésének jellemzésére leginkabb alkalmas, reprezentativ képeket mutatja az 18.
abra, ezen beliil is az abra A, B és C részében a transzverzalis, koronalis €és szagittalis
szeleteket. Minden kisebb kép egy 2 mm-es szeletet jelent, igy a diagno6zis soran tumor
haromiranyu kiterjedése és pontos helyezddése is pontosan leirhatova valt. A vords-
sarga arnyalati képeken a vilagosabb szintonus mutatja a magasabb aktivitas-

koncentracidkat.
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21. dbra: Spontin eredetii szajiiregi daganatban szenvedo tacsko kutya transzverzalis
(A), szagittalis (B) és koronalis (C) SPECT felvételei koponya-régiojarol 2 ordaval az
500 MBq aktivitdsii °"Tc-BBS-NP jelzett nanorészecskék iv. injektdldsa utan. (A kis

képek szamai az eqgyes SPECT-szeletek Interview szoftver dltal jelolt azonositoi.)
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5. Megbeszelés

M izotoppal  jelzett

Ertekezésemben példakat mutatok be  kiilonboz6,
nanorészecskék, nanokolloidok kiilonb6zd (diagnosztikai vagy mas) célu, de egyarant
gamma-kameraval, SPECT ¢és SPECT/CT képalkot6 eljarasok felhasznalasaval késziilt
vizsgalatairol. Ezek soran a spontan beteg allatok tobb féle Osszehasonlité kortani
vonatkozasban is felmeriilnek: az emberi vizsgalatokkal parhuzamos, azok
modszereivel megegyez0, nagyobb betegszamu klinikai vizsgalatok folytdn, és egy

teljesen 0j diagnosztikum elsé alkalommal torténd alkalmazdsdnak huméan SPECT

késziiléken valo bemutatasaval.

A dolgozat klinikai vizsgalatokon keresztiil mutatja be limfoszcintigrafias, intraoperativ
gamma-szondéas és patent-kék-festéses modszerek Osszevetésével, hogy az Orszem
nyirokcsomé megtaldlasaban kulcsfontossagu szerepe van a felhasznalt humén szérum
albumin (HSA) alapu kolloid radiofarmakon (a Senti-Scint® termék) megfeleléen
megvalasztott és megalkotott, stabil részecskeméretének. A bemutatott vizsgalatok egy
része human vizsgalat, egy masodik résziik pedig human SPECT-késziiléken, de az

allatorvosi klinikumban, spontan beteg kutyak részvételével késziilt.

Az értekezés emellett a HSA kolloidokkal megszerzett tapasztalatok alapjan készitett
doxorubicinnel ,,t51t6tt” HSA nano- és mikrorészecskékkel (**"Tc-DoxHSA180, #™Tc-
DoxHSA430, *™Tc-DoxHSA1800) kapcsolatos vizsgalatokat mutat be, az in vitro
stabilitasukat és a normal szerveloszlasukat allatmodelleken, igazolandé ezzel az in vivo
stabilitasukat is, és felvetve a doxorubicin mellékhatasait, szivkarositd hatasat
(kardiotoxicitasat) csokkentd jovobeli célzottabb terdpids modokat, tovabba felvetve a
hordozo részecskék (méretiik megvalasztasa altali) kiilonbozd célbajuttatasi lehetdségeit
1s. Ezekben a vizsgalatokban az izotopos mddszer, a 9ngC-jelzés, a SPECT késziilék ¢és
képalkotas tehat nem mint ,,cél”, hanem mint a célzott hatdéanyag-bevitel

nyomonkovetésének lehetséges eszkoze jelenik meg.

Az értekezés ezeken feliil Uj tipusu nanohordozokat is bemutat: egy teljesen Uj
biopolimer nanorészecske elsé alkalommal torténd technécium-jelzését, majd az

elkésziilt *"Tc-BBS-NP nanorendszer SPECT és SPECT/CT képalkotasi modszerekkel
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torténd els® bioldgiai vizsgalatait, alkalmazasat mutatja be folat receptort kifejezo
daganatban szenvedd allatmodellek eredményein, és egy spontan beteg kutya esetének

leirasan keresztul.

5.1. Az 6rszem nyirokcsomé human vizsgalatai Senti-Scint®-tel

Az 6szem nyirokcsomd biopszias vizsgalata mara elfogadott eszkozzé valt arra, hogy
megel6zzik, hogy a legtobb emlétumoros betegnél alkalmazott teljes honalji
nyirokcsomo-eltavolitast ~ (,,axillary lymph node dissection”) sziikségteleniil
automatikusan elvégezzék [Krag és mtsai 1998, Tafra ¢és mtsai 2001]. A
limfoszcintigrafia segit, hogy a honalj irdnydba torténd nyirokaramon keresztiili
metasztatikus attétképzodéstol eltérd nyirokuti attétet is beazonositsuk [Keshtgar, Ell
1999]. Ezaltal lehetévé valik e betegségek pontosabb stadiumba-sorolasa és a terapia
pontosabb megtervezése. A pontosabb 6rszem nyirokcsomo-felkutatas altali pontosabb
stadiumba-sorolés altal a kevésbé radikalis beavatkozasok pedig nem csupan ritkabba,
hanem egyszerlibbé, olcsobba is valnak. A helyes limfoszcintigrafiai feltérképezés,
diagnozis felallitasa attol fligg, hogy sikeriil-e pontosan beazonositani egy a primer
tumor nyirokelvezetését. A metasztatikusan érintett nyirokcsomoéra tévesen negativ
eredménye, amelyet vizsgalataink sordan e mddszerrel egy esetben eredményiil kaptunk,
igen ritkanak mondhato, ez a probléma mas leirasok szerint is [Veronesi és mtsai 1987,
Van Lancker és mtsai 1995] az érintett (pozitiv) szentinel nyirokcsomojt betegek 3%-

andl jelentkezik csupan.

A korabban radiokolloiddal végzett limfoszcintigrafiai vizsgalatok soran latszott, hogy a
gamma-kameras felvételeken jelentds kiilonbségek figyelhetdk meg az egyes betegeknél
a nyirokaralmasi tulajdonsdgokban, a detektalt nyirokcsomok szamaban és halmozott
aktivitasaban [Taylor és mtsai 1999]. Emellett fontos felomerés volt, hogy ilyen
eltérések az alkalmazott radiokolloid fajtaja, illetve az injektalas és a képalkoto eljaras
(vagy intraoperativ gamma-szondas vizsgalat) kozott eltelt id6 szerint is mutatkoznak
[Wilher et el 1999, Eshima és mtsai 2000, Tanis és mtsai 2002]. Ezek a tanulsagok
indokoltta tették, hogy az SLN vizsgalatokra hasznalt nanokolloidok idealis, a korabban
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kiprobalt részecskeméreteknél viszonylag nagyobb méretét [Paganelli és mtsai 1998], és
a vizsgalat egyéb idedlis paramétereit megallapitsdk, és standardizaljak. A 100 nm
kisebb részecskék Orszem nyirokcsoméd detekalasban vald hasznélatanak a héatranya,
hogy a képalkotas tobb masodlagos nyirokcsomot jelenit meg, a részecskék tul gyorsan
vandorolnak a nyirokutakban. Ilyen esetben bar a nyirokcsomok megkiilonboztetésére
megoldast jelenthet a radiofarmakon ismételt injektalasa €és megismételt gamma-
kameras felvételek készitésével [Valdés Olmos és mtsai 2001], de ez a moddszer az
intraoperativ. SLN-beazonositast megneheziti. Az  idealisnak  megallapitott
részecskeméret-tartomanyndl nagyobb (500 és 1000 nm kozotti) részecskéknél pedig
fennall a veszélye annak, hogy ezek a részecskék nem képesek a nyirokaramban
vandorolni, az injektalas helyén maradhatnak, és ez altal az elsé (szentinel)
nyirokcsomé detektalasa is lehetetlenné valik [Schauer, Becker, Reisen, Possinger
2005].

Az értekezésben 128 emlédaganatos be néi Orszem nyirokcsomo vizsgalatanak
eredményeit mutatjuk be. A liofilizalt formaban rendelkezésre 4ll6 Senti-Scint™
radiofarmakont 600—1110 MBq aktivitasa, 3 ml térfogata ™ Tc-pertechnetat generator-
elitummal felhasznalasaval jeleztiik meg, majd a jelzettségi hatasfokot vékonyréteg-
kromatografiaval hataroztuk meg és ellendriztiink a jelzés utan kozvetleniil, majd 2 és 6
oraval is. A 12 jelzett radiokolloid minta részecskeméretét emellett dinamikus
fényszorasos fotometriaval mértiikk. A miitéti beavatkozasokat megel6zden a betegek
400 pl térfogata, 15 MBq aktivitasa *™Tc-mal jelzett HSA nanokolloid (Senti-Scint™)
injekciot kaptak szubkutan alkalmazva, a tumor és a bdr koz¢é injektalva. Az injektalast
kovetden 30 és 60 perccel, illetve sziikség esetén 4 oOraval eliilsd planaris mellkasi
felvételek késziiltek gamma-kamera segitségével. A mitét soran szubareolaris
kékfestékes injekciot alkalmaztunk minden betegen, hogy az segitsen pontosan
beazonositani €s eltavolitani a szentinel nyirokcsomot, illetve emellett a miitéti teriileten
»gamma-probat” is végeztiink steril csomagolasban 1évé gamma-szonda segitségével. A
limfoszcintigrafiai és gamma-szondaval végzett SLN-detektalasi eredményeket
Osszevetettiink kékfestéses modszerrel végzett SLN-azonositas eredményeivel, az
elézdleg in vitro koriilmények kozott megvizsgalt és nyomonkovetett kolloid-

szemcseméret tikrében.
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A 99% folotti, és stabilnak bizonyul6 jelzettségi hatasfokkal megjelzett Senti-Scint™
radiokolloid atlagos részecskearmérdje a dinamikus fényszorasos fotometria vizsgalatok
szerint 175 nm volt, az egyes mintak teljes frakcioi atlagosan 82 és 467 nm kozé estek.
A preoperativ limfoszcintigrafiai és intraoperativ gamma-szondas tesztekben a
modszerrel sikerlilt megbizhatéan egy vagy két Orszem nyirokcsomoét detektdlni a
vizsgalt betegek 95%-anal azokban az esetekben is, amikor a tumor maga nem volt
kitapinthatd (sok esetben 5 mm-nél is kisebb volt). Mindek6zben a kékfestéses
modszerrel csupan 183 esetben, a betegek 82%-anal sikeriilt egyértelmiien

beazonositani a szentinel nyirokcsomot.

A Senti-Scint®-tel végzett vizsgalatoknal kulcsfontossagh gyakorlati elemnek bizonyult,
hogy a *™Tc-mal jelzett radiokolloid injektaldsa utin kozvetleniil az injektalasi ponton
masszirozassal segitsiik a radiofarmakon szétaramlasat, ahogy ezt a tapasztalatot
korabban [Alazraki és mtsai 1999] is publikalta. A vizsgalatokban az Orszem
nyirokcsomé detektalasana hasonlod hatékonysagtinak bizonyult, mint a korabban De
Cicco és mtsai 1998 altal bemutatott leirasaban. Ebben a munkéaban a szerzOk azt
allapitottak meg, hogy az alkalmazott radiokolloid készitménnyel akkor voltak a
legpontosabbak ¢és legeredményesebbek a vizsgalataik, amikor annak részecskemérete
200 nm és 1000 nm kozé esett, az injektalasi térfogat pedig alacsony, 0.4 ml koriili volt.
Az értekezésben bemutatott Orszem nyirokcsomoval kapcsolatos eredményeink

Osszefoglalasaként tehat a kovetkezoket allapithatjuk meg:

1. A preoperativ limfoszcintigrafiai és intraoperativ gamma-szondas vizsgalatok
hatékonysagaban és pontossagaban kulcsfontossagi szerepe van az eljardsok soran
alkalmazott *™Tc-mal jelzett radiokolloid, a Senti-Scint® megfeleléen megvalasztott és

megalkotott, stabilan stabil részecskeméretének.

2. Ezen feliil, Osszhangban Paganelli és mtsai (1998) korabban bemutatott
eredményeivel, igazoltuk, hogy az ilyen méretli radiokolloidot a preoperativ, gamma-
kameras és intraoperativ, gamma-szondas modszerrel egyiittesen alkalmazva egy vagy
két darab Orszem nyirokcsomé azonositasa megbizhatéan elvégezhetd a betegek dontd
tobbségénél, tehat megbizhatd pontossdggal jarulnak hozza az emlétumorok sebészeti

kezeléséhez, €s ez a modszer a kékfestéses eljaras pontossagat is meghaladja.
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5.2. Az orszem nyirokcsomo allatorvosi onkolégiai gyakorlatban

torténé detektalasa *™Tc-mal jelzett Senti-Scint®-tel

Az spontan eredetii tumorban szenvedé kutyak O6rszem nyirokcsomoé vizsgalatait ugy
végeztiik el, hogy azok az emberi vizsgalatoknak teljesen megfeleltethetok legyenek, €s
az emberi klinikai Orszem nyirokcsomd vizsgalatoknak teljes mértékben modellt
nytjtsanak. Emellett cél az is volt, hogy bizonyitsuk, hogy a moddszer tokéletesen
alkalmazhat6 allatorvosi (kutya) paciensekben is, az emberi vizsgalatokkal dsszevethetd
vizsgalati protokollal, minimalis sebészeti beavatkozasokkal, human gamma-kameraval,
¢s az emberi vizsgalatok céljara kifejlesztett, megegyezd részecskeméret-eloszlasu

radiofarmakonok segitségével.

A kutydkon végzett drszem nyirokcsomo vizsgalatba 24, ismert daganatos betegségben
szenvedd kutyat vontunk be. Ezeknek az allatoknak jol tapinthato, a borfelszinhez
kozeli helyezkedésti, 3 cm-nél nagyobb atméréjii tumorjuk volt, kimutathaté tavoli
metasztdzis nélkiill (negativ nyaki ROntgen-vizsgalattal, negativ hasi ultrahang
eredménnyel és/vagy negativ onkoldgiai szcintigrafias lelettel). A kizdrdsos kritériumok
kozé tartoztak a fertozéses megbetegedések, esetlegesen eléforduld fertézott teriiletek, a
nem begyogyult hegek, a hematomak, a multicentrikus primer elvaltozasok, a
feltételezhetd vagy ismert honalj-t4jéki vagy mas teriileteken kimutathato attétek, az
elvégzett preoperativ kemoterapids ¢és mellkasi sugarterapids kezelések. Ezek a
kritériumok mind kérosan befolyasolhatjak azokat a fizioldgiai koriilményeket, amelyek
soran a radiokolloid az elvart (igazolt) nyirokdramlasi kinetikat mutatja, ezért volt

indokolt az dsszesitett vizsgalatbol a kizarasuk.

A kutyaknak 20 és 37 MBq aktivitasg, 100 ul térfogati, *™Tc-mal jelzett, human
vizsgalatok céljara kifejlesztett Senti-Scint®-et injektaltunk szubkutan, kozel a primer
tumorhoz. 1 és 3 draval a radiokolloid alkalmazésa utan készitettiink gamma-kameras
felvételeket az allatokrol primer daganatarol és a mellé helyezddd helyi nyirokcsomok
régiojarol digitalis gamma-kamera segitségével. Az injektalast megel6zdsen a liofilizalt
formaban rendelkezésre 4ll6 Senti-Scint® radiofarmakont ™ Tc-pertechnetat generator-
elitummal felhasznalasaval jeleztik meg, majd a jelzettségi hatasfokot vékonyréteg-

kromatografiaval hataroztuk meg és ellendriztiink a jelzés utan kozvetleniil, majd 2 és 6
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oraval is. A 6 jelzett radiokolloid minta részecskeméretét dinamikus fényszorasos

fotometriaval is mértuik.

A j6 (98% foltti), és stabilnak bizonyul6 jelzettségi hatasfokkal megjelzett Senti-Scint®
radiokolloid atlagos részecskearmérdje a dinamikus fényszorasos fotometria vizsgalatok
szerint 187 nm volt, az egyes mintak teljes frakcioi atlagosan 86 és 450 nm kozé estek.
A radiokolloid injektalasa utan az érintett nyirokcsomok 97%-at lehetett intraoperativ
gamma-szondaval azonositani, 89%-a tisztan kivehetd €s azonosithatd volt a gamma-

kameras felvételeken, mig a kékfestéses modszer az esetek 77%-aban volt eredményes.

Az allatkisérletek soran felhasznalt *™Tc-mal jelzett Senti-Scint™ készitmény tehat a
human vizsgalatokban tapasztalttal megegyezéen megbizhatdo diagnosztikumnak
bizonyult a SLN detektalasaban, kivald és tartosan stabil jelzettségi hatasfokkal, és
megfeleld ¢és  stabil részecskeméret-closzlassal. A %™Tc-jelzett  Senti-Scint”™
megbizhatéan ¢és tisztdin mutatta a Szcintigrafids felvételeken és indikalta az
intraoperativ gamma-szondds detektdlds sordan a szentinel nyirokcsomokat, mikdzben
nem halmozodott a tobbi nyirokcsomdban, €s ez egyéb szovetekben sem okoztak a

diagnozist zavar6 hattér-aktivitast.

Az humén célra kifejlesztett Senti-Scint® nanokolloid allatokon torténé 6Grszem
nyirokcsomo vizsgalatai az allatorvosi jelentdségiikon tal azt is megmutattak, hogy a
tarsallatok, és kiilonsen a spontan tumoros betegségben szenvedd kutyak valds, pontos
patologiai modelljéiil is szolgalhatnak a human SLN kutatasi témaknak is ugy, hogy
kozben azok koltségei jelentdsen csokkenhetnek a hagyomanyos laborallat-modellek
felhasznalasakor fellép6 koltségekhez képest. Az eredmények alapjan 6sszefoglaléan az

alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. A kitapintasos €és a kékfestéses modszerrel torténd Orszem nyirokcsomod azonosités

onmagaban nem kellden érzékeny, szelektiv €s megbizhato eljaras.

2. A pérhuzamosan alkalmazott moddszerek (a kékfestéses, szcintigrafids ¢és az
intraoperativ gamma-detektalasos modszer) egyiittes alkalmazasa a leheté legpontosabb

modszer az drszem nyirokcsomo detektalasara.
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3. A human célra kifejltesztett, ™ Tc-jelzett Senti-Scint™ nanokolloid a spontan eredetii
daganatban szenvedé kutyak diagnoézisanak ~felallitasaban is  ugyanolyan

eredményességgel alkalmazhatd, mint a human vizsgalatokban (Id. 5.1. fejezet).

4. A tarsalatok, kiilonosen a spontan beteg kutydk pontos, és jol alkalmazhat6

allatmodelljei lehetnek az érszem nyirokcsoméval kapesolatos kutatasoknak.

5. A lehet6 legpontosabb, legeredményesebb, legjobb hatasfoku érszem nyirokcsomod
detektalasban kulcsfontossdgu szerepe van a felhasznélt diagnosztikum megfelelden
megvalasztott, megalkotott és stabil részecskeméretének, és stabil izotopmegkoto-

képességének

5.3. A ¥ Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és " Tc-DoxHSAL800
doxorubicint hordozo nano- és mikrorészecskékkel végzett kisérleteink

eredményeinek értékelése

Kisérleteink soran a doxorubicint human szérum albumin matrixba kotottiikk, majd
harom kiilonbo6z6 részecskeméretii kolloid rendszert allitottunk el6, ezeknek a méretiik
szerint kivalasztva a *"Tc-DoxHSA180, a *™Tc-DoxHSA430 és a *™Tc-
DoxHSA1800 nevet adtuk. A részecskék eldallitasara egy korabban kidolgozott
modszert valasztottunk [Weber és mtsai 2000, Langer és mtsai 2003].

A harom kiillonb6z6 részecskeméreti minta sikeres, és jo hatasfoku (98% folotti)
technéciumal-jelzését (gngc) kovetden vizsgaltuk a részecskeméret-eloszlasukat
dinamikus fotometridval (DLS), és transzmisszids elektronmikroszkép (TEM)
segitségével. Vizsgaltuk a részecskék in vitro doxorubicin-megkotési stabilitasat
ultracentrifugés iilepités utdni HPLC-vizsgalattal, ellendriztiik az esetleges in vitro
jelzettségi hatasfok-valtozasokat vékonyréteg-kromatografias (TLC) modszerrel a jelzés
utdni 24. oOraig. A biologiai vizsgalatok soran normal szerveloszlasat vizsgaltuk
egészséges Wistar patkdnyokon, a jelzett radiokolloidokkal intravénasan injektalt
allatokban SPECT kamera segitségével kisértiik nyomon. A biodisztribucids vizsgalatok

eredményét Osszevetettiik kordbban leirt, hasonld részecskeméretli készitmények
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eredményeivel. A vizsgalatok célja az volt, hogy valaszt kapjunk arra, hogy az
eléallitott kiilonbdz8 részecskeméretek, a doxorubicin megkétése és a **™Tc megkotése
(a jelzettségi hatasfok) milyen mértékben marad allandé in vitro és in vivo
kornyezetben, illetve a kiilonb6zo részecskeméretek milyen esetleges késobbi célzott

terapias modszereket vethetnek fel.

Az eredményekkel bizonyitottuk, hogy a doxorubicint HSA részecskékbe sikeresen
adszorbealtuk, a nano- és mikrorészecskéket a pedig sikerrel allitottuk eld kiilonbozo,
stabil részecskeméretekben, 176 nm-es, 429 nm-és és 1764 nm-es atlagos
részecskeméretli készitmények forméjaban. A harom mintat ™ Tc-mal jeleztiik meg, és
vizsgaltuk a fizikokémiai, kolloidikai, illetve radiokémiai stabilitdsukat. A kiilonb6zd
méretli készitmények doxorubin-megkdtési hatasfoka 6, 24 és 48 oraval a preparalas
utan 95% folotti volt, emellett a kolloidok nagyfoku in vitro részecskeméret-Stabilitast
mutattak az 1 hétes nyomonkovetési id6 alatt (a mintak atlagos részecskemérete egy
sziik, 2%-os tartomanyon beliil ingadozott), és ezt az elektronmikroszkdpos vizsgalatok
is egyértelmiien alatamasztottdk. Ezeken feliil a 9ngC-jelzés is minden esetben (1, 6 ¢és
24 6raval a jelzés utan) 97% folotti jelzettségi hatasfokot mutatott, alkalmassa téve tehat

a kisérleti anyagokat biologiai vizsgalatok céljara.

Az egészséges Wistar patkdnyokon SPECT-kameraval végzett normal szerveloszlasi
vizsgalatok soran egyik injektalt radiokolloid esetén sem lattunk egyik mérési iddpont
(5, 15, 30 perc, illetve 1, 2, 8 és 22 6ra) gamma-kameras felvételein sem jelentds
pajzsmirigy, nyalmirigy vagy gyomor-nyalkahartya aktivitdst. Ez mindenekel6tt utalt
arra a fontos tényre, hogy mindharom készitmény in vivo kdrnyezetben is megtartja a
9mMTe-ot, JO0 maradt a jelzettségi hatasfoka, illetve ez a tény maris utalt a részecskeméret-
stabilitasukra is. A jelzett ®™Tc-DoxHSA180 és *™Tc-DoxHSA430 nanorészecskék
szerveloszlasi eredményei kozott csupan kismértéki kiilonbségeket talaltunk, leginkabb
a RES-szervekben vald dusulast lattunk, a majban az els6 30 percben az injektalt
akivitasok 68,4% és 73,9% kozotti hanyadat mértiik. Ezzel szemben legnagyobb
részecskeméretli  °"Tc-DoxHSA1800  mikrorészecskék — biodisztribucios — adatai
jelentdsen kiilonboztek a masik kettd készitményétdl, a tiiddben az injektalt aktivitas
61,2% és 78,6% kozotti hanyada volt detektalhatd az injektalds utani elsé 2 oraban.

Mindezek az eredmények azt igazoltak a harom készitmény intravénas alkalmazasa
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utdni Iin Vvivo részecskeméret-stabilitasat, és szoros korrelaciét mutattak korabban
publikalt, veliik 0Osszevethetd részecskeméret-eloszlasi huméan szérum albumin
készitmények biodisztribucios eredményeivel, farmakokinetikai jellegével [Arshady
2001, Mirzaei és mtsai 2003, Reddy és mtsai 2005, [liuma ¢és mtsai 1982, Whateley and
Steele 1985]. Az eredmények alatamasztottak, hogy a nano- és mikrorészecskék
intravénds  alkalmazésa sordn az alapvetéen kiilonb6z0  farmakokinetikai
tulajdonsagokat és lefolyast (az eltérd tiid6 és majfelvételeket) okozo részecskeméret
hatar 600 nm ¢és 1200 nm kozott van patkany esetén, ha HSA hordozot alkalmazunk. A

legfontosabb tanulsadgok tehat a kovetkezok voltak:

1. Az ™ Tc-DoxHSA180, #™Tc-DoxHSA430 és " Tc-DoxHSA1800 készitmények in
vitro és az egészséges Wistar patkanyokon végzett normal szerveloszlasi vizsgalatok
igazoltak mindharom méretli doxorubicint hordozé kolloid készitmény esetén azok
részecskeméretének, a doxorubicin-megkot képességének és az **"Tc-megkotd-

képességének (jelzettségi hatdsfokdnak) az in vitro €s in vivo stabilitasat.

2. A két kisebb (*™Tc-DoxHSA180, *¥*™Tc-DoxHSA430) és a nagyobb részecskeméretii
(®"Tc-DoxHSA1800) készitmény eltéré szerveloszlasi eredményei igazoltik azt is,
1000 nm alatti és feletti részecskeméreteknek koszonhetdé markansan kiillonb6zo
farmakokinetikai lefolyasok mas, tervezhetd késdbbi célzott terapids modszereket

tesznek lehetdvé, akar intravénds, akar intratumoralis alkalmazast tervezve.

3. Az eredmények a fentieken tul rdmutattak arra is, hogy a technéciumos jelzési
modszer SPECT kamerat felhaszndlva hatékony, szemléletes és viszonylag alacsony
koltségli eljaras lehet a jovoben is HSA alapi hatéanyag-hordozo készitmények

bioldgiai nyomonkdvetésében.

5.4. A jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskék eléallitasanak és elsé

SPECT és SPECT/CT vizsgalatainak értékelése

Az értekezésben bemutatott ™ Tc-BBS-NP egy **™Tc-vel jelzett, folat-receptort célzo

(targetald) nanorészecskék, onrendezddéssel 1étrejové polielektrolit komplex, amely
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kitozdn ¢és poli-gamma-glutaminsav biopolimerekbdl all. A specifikus célbajuttatas
érdekében a y-PGA molekulahoz folsavat kapcsoltunk. A korabbi UV-VIS adszorpcios
spektroszkopiai vizsgalatok azt mutattak, hogy atlagosan 7 db. folsav molekula kotédott
egy v-PGA molekuldhoz [Keresztessy €s mtsai 2009]. Az egy nanorészecskére jutd
folsav molekulak szamanak becslése szerint egyetlen, idealisan atlagos részecskeméretii

nanorészecskére hozzavetdleg 300 folsav molekula kétddhet.

A folatos nanorészecskéket egyszerli és konnyen reprodukalhaté on-kloridos *°™Tc-
redukcios technikaval elséként jeleztik meg *™Tc-mal izotoppal. A *™Tc pontos
kotodési helyét a nanorészecskéken ezen nyomjelzési kisérletek sordn nem részleteztiik
kiilon, azonban a nanorészecskék prepardldsa, anyagosszetétele alapjan pontosan
tudhat6 volt, hogy nagy szdml amino- ¢és karboxil-csoportokat tartalmaznak, igy
korabbi leirasok alapjan [Wei és mtsai 2008] nagy biztonsaggal kijelenthetd volt, hogy
9MT¢ a glutamat-peptid karboxil-csoportjain keresztiil kotddik a nanorészecskékhez. A
%MTc-BBS-NP készimény jelzettségi hatasfokat vékonyréteg kromatografiaval (ez a 24

6ras nyomonkdvetés soran 97% folotti volt), a részecskeméret eloszlasat a jelzés utan

DLS-modszerrel ellendriztiik (az atlagos részecskeméret az injektalaskor 124 nm volt).

A P™Tc-BBS-NP nanorészecskék fluoreszeens jelzése utan konfokalis mikroszkopos
vizsgalattal igazoltuk, hogy a részecskék a folat-recepotort overexpresszald
hepatocellularis karcindma (Hepatocarcinoma Debreceniensis, HeDe) sejtek felszinére

kapcsolodnak, majd a tumorsejtek internalizaljak oket.

A jelzett ®™Tc-BBS-NP nanorendszer elsé in vivo, biologiai kiprobalasat és
alkalmazasat tumor-transzplantalt kisérleti patkanyok felhasznalasaval mutattuk be, a
SPECT és SPECT/CT kamerakon. Az un. “vesetok-proba” (“subrenal capsule assay —
SRCA”) egy jol haszndlhatdé moddszer az in vivo kemoszelektivitasi vizsgalatokhoz
[Trencsényi és mtsai 2009], ezt a tesztet, tumor-transzplantacios vizsgéalatot hasznaltuk
a nanorészecskék vizsgalatara, a kisérleti Fischer 344 patkdnyok vesetokja ala
sebészetileg beiiltetett HeDe-tumor-sejtvonal segitségével. A korabbi vizsgalatok
[Trencsényi €s mtsai 2009] igazoltdk a kapcsolatot a vesetok nyirokkeringése €s a
mellkasi paratimikalis nyirokcsomok kozott, ezek az eredmények azt mutattak, hogy a

vesetok ald behelyezett tumorsejtek attéteket képeznek a mellkasi paratimikalis
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nyirokcsomokban, ezt a moddszer stabil metasztatikus 4allatmodellnek bizonyult
[Banfalvi 2012]. A vese-szcintigrafia régota hasznalt radiofarmakonja a klinikai
gyakorlatban *"Tc-DMSA, ezért esett a valasztasunk ennek a készitménynek a

felhasznalasara a relativ vesefunkciok €s a vesék morfologiai kontrollvizsgalataiban.

A P"Tc-BBS-NP mind a korai (30 perces, 2 6ras), mind a kései (8 és 24 6ras) gamma-
kameras felvételeken alacsony nyalmirigy, pajzsmirigy, gyomor-nyalkahartya és tiido
aktivitdsok voltak detektalhatok. Ez a tény arra utalt, hogy az alkalmazott jelzett
nanorészecskék, méretiikben is stabilak maradtak a bioldgiai alkalmazasuk soran, illetve
a P™Tc-jelzettségi hatasfokuk is allandd maradt. Az eredmények jol korrelaltak olyan
korabban leirt radiofarmakonok eredményeivel [Bergqvist és mtsai 1983], amelyek

ezzel a késziménnyel 6sszevethetd részecskeméret-eloszlassal rendelkeztek.

A kiilonbozd idépontokban mért aktivitas-értékek szerint a *™Tc-BBS-NP
nanorészecskére viszonylagos lassu kiiiriilés jellemzd: 8 oraval az injektalds utan az
injektalt aktivitds még mindig tobb, mint 71%-a volt mérhetd a teljes-test ROI analizis
segitségével. Az Osszes mérési pontnal latszott, hogy a RES-szervek halmozzak az
injektalt aktivitas legnagyobb hanyadat (a maj az injektalas utan 8 oraval is az 1.D.
33,19%-t akkumulalta). A ROI-vizsgalat kimutatta, hogy 8 oraval az injektalas utan a
9MTc-BBS-NP  nanorészecskék csupan kevesebb, mint egyharmada irilt ki a

szervezetbol, 24 oraval utdna pedig hozzavetdlegesen a feliik.

A nanorészecskék koncentracidja a tumoros bal vesében ugyanakkor egyértelmiien
nagyobb volt minden vizsgalt idSpontban (24 6raval az injektalas utan a *"Tc-BBS-NP
nanorészecskek 8,54%-a volt itt kimutathat6), mint a kontralateralis oldalon (1,30% ¢és
1,56% kozotti értékek voltak mérhetSk). Emellett készitmény a *™Tc-DMSA kontroll-
radiofarmakonhoz képest is jobb szelektivitast mutatott a vizsgalt tumoros teriileteken, a
P¥MTC-DMSA esetében az injektalt aktivitis maximum 3,68%-at lehetett a tumoros bal
vesébem detektalni. Az injektalas utdni 6. ordban késziilt nanoSPECT/CT képeken
sokkal konnyebben és egyértelmiibben beazonosithatd tumoros bal vesét lathattunk, a
%MT¢-BBS-NP nanorészecske jol koriilirhato specifikus tumor-halmozasaval, igazolva
ezzel a kisebb pontossagl, de nagyobb mennyiségben és tobb idOpontban elvégzett

SPECT kameras vizsgalatok eredményeit.
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A ¥™Tc-BBS-NP nanorészecskéket spontan eredetli, immunhisztokémiai vizsgélattal
igazolt folat receptort kifejezd szajiiregi tumorban szenvedd kutyanak a SPECT
vizsgalataban is alkalmaztuk. A készitmény injektalasat kovetd 2. oras vizsgalatban a
teljes injektalt aktivitds 3,11%-at lehetett a szajliregi daganatban kimutatni, az ekkor a
kutya koponya régiojarol elvégzett haromdimenziés SPECT vizsgalatok soran pontosan

koriilirhato tumorfelvételt figyeltiink meg.

Osszességében a bioldgiai alkalmazasok eredményei a jelzett %M Tc-BBS-NP
nanorendszer folat-receptorokra vald egyértelmii specifikus kotdédésére utaltak. Az

eredmények tiikrében tehat az aldbbiakat allapithetjuk meg:

1. A ®™Tc-BBS-NP nanorészecskék a ™ Tc-mal torténd jelzés soran allandé, stabil
részecskeméret-eloszlast mutatnak, illetve a jelzettségi hatasfok is megfelelonek (97%

folottinek) és stabilnak mutatkozott.

2. A jelzett ®"Tc-BBS-NP nanorendszert a folat-receptort kifejezd HeDe tumor-

sejtvonalak jo hatasfokkal veszik fel.

3. A specifikus, megnovelt halmozodast a folat-receptort kifejez6 HeDe-tumor-
transzplantalt kisérleti Fischer 344 patkanyok ¢és egy spontan eredetli szajiiregi
tumorban szenvedé kutya (SPECT és fuzios nanoSPECT/CT) vizsgalataiban is

igazoltuk.

4. Az eredmények a fentieken tGl ramutattak arra is, hogy a gamma-kameras modszer
hatékony, szemléletes és viszonylag alacsony koltségli eljaras lehet a jovoben is
hatéanyag-hordozok biologiai nyomonkovetésében, Gn. teranosztikumok [Sumer, Gao
2008] fejlesztésében.

86



DOI:10.14753/SE.2014.1918

6. Kovetkeztetések

Az értekezésben 1 diagnosztikai radiofarmakon-jelolt készitmények eldallitasat
mutattunk be, és kolloid radiofarmakonok és hatéanyag-hordozok példain keresztiil
igazoltuk a megfeleld és stabil részecskeméret-closzlas jelentdségét. Bemutattuk
spontan beteg tarsallatok (kutyadk) Osszehasonlitdo kortani vizsgalatdt egy human célra
kifejlesztett radiofarmakon ¢és az 0j radiofarmakon-jeldlt készitmény elsé alkalommal
torténd klinikai alkalmazasaval. Ezek mellett a bemutatott példakon keresztiil igazoltuk,
hogy a nukledris medicina képalkot6 modszerei fontos segitdi az 1) tipust,
nanotechnoldgiaval késziilt gydgyszerek (teranosztikumok, célzott hatéanyag-
bevitelben alkalmazott hordozd részecskék) fejlesztésének azok  biologiai

nyomonkovetésében.
A bemutatott 4j eredmények a kovetkezok voltak:
1. Eldallitas, radioaktiv jelzés

- A P™Tc-BBS-NP készitmény el8allitdsa: egy 0j tipust, onrendezddéssel
1étrejovo, folat receptort kifejezd tumor tipusokat targetdldé nanorendszer,
nanorészecske termék elsd izben torténs, *MTc izotoppal torténd radioaktiv

jelzését valositottuk meg és mutattuk be.

- A %™ T¢c-DoxHSA180, " Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA 1800 készitmények
elballitasa: az értekezésben bemutattuk human szérum albumin (HSA) alapu,
doxorubicint hordoz6é nanorészecskék ¢és mikrorészecskék eldallitasat tobb

részecskeméretii valtozatban, majd ezeket sikeresen jeleztiik *™Tc izotoppal.
- A Senti-Scint™ HSA nanokolloid ®™Tc izotoppal t6rténé jelzése.
2. Jellemzés, in vitro nyomonkovetés

- Nagy teljesitményti folyadékkromatografias (HPLC) mddszerrel igazoltuk, hogy
a " Tc-DoxHSA180, ¥ Tc-DoxHSA430 és *™Tc-DoxHSA 1800 készitmények

doxorubin-megkotési hatasfoka 48 oraval a preparalas utan is 95% f616tti volt.
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- Vékonyréteg-kromatografias (TLC) modszerrel igazoltuk, hogy a **™Tc-jelzett
Senti-Scint® radiokolloid a biologiai alkalmazas elStt megfeleld jelzettségi
hatasfoka (95% folotti). TLC modszerrel igazoltuk, hogy a *™Tc-BBS-NP, a
9MTc-DoxHSA180, a *™Tc-DoxHSA430 és a *™Tc-DoxHSA1800
készitmények elsé izben torténd *°"Tc-jelzése sikeres volt, és 24 6ras jelzettségi-
hatasfok nyomonkovetéssel igazoltuk, hogy a készitmények izotopmegkotése

minden esetben allando, 97% folotti volt.

Dinamikus fényszoras fotometriaval (DLS) meghatiroztuk a Senti-Scint®,
#MTc-BBS-NP, *"Tc-DoxHSA180, *"Tc-DoxHSA430 és ™ Tc-DoxHSAL800
készitmények  részecskeméretét.  lgazoltuk, hogy a  készitmények
részecskeméret-eloszlasaban a jelzési procedira nem okoz jelentds valtozast, a
doxorubicint hordoz6 HSA kolloidok esetében pedig 1 hetes in vitro
nyomonkovetéssel igazoltuk, hogy az id6 fiiggvényében sincs jelentds valtozas a

részecskeméret-eloszlasukban.

- A ¥™Tc-DoxHSA180, *™Tc-DoxHSA430 és " Tc-DoxHSA 1800 készitmények
transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalataval alatamasztottuk a
DLS modszerrel végzett részecskeméret-mérési eredményeket, igazoltuk, hogy
mindharom jelzett készitmény gdmbszerli részecskekbdl all, és a legnagyobb
(gngc-DoxHSAISOO) 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 sejtkotédését a folat-receptort kifejezo

tumor-sejteken.

3. Bioldgiai alkalmazas, in vivo nyomonkdovetés

- A jelzett ®™Tc-DoxHSA180, ®™Tc-DoxHSA430 és **™Tc-DoxHSA1800
készitményeket egészséges Wistar-patkdny allatmodelleken vizsgalatuk, a
kisérletekkel igazoltuk, hogy a jelzett készitmények in vivo kdrnyezetben

megfeleld jelzettségi hatasfokot és megfelelden allando a részecskeméret-
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eloszlast mutatnak. Az eredményekkel ramutattunk arra, hogy a doxorubicint
hordoz6 HSA részecskéket a jovoben a méretiik megvalasztasa altal is
lehetséges lesz kiilonboz6 célbajuttatasi modszerekkel alkalmazni. Emellett az
eredményekkel ramutattunk arra, hogy a SPECT képalkotds pontos ¢&s
szemléletes eszkoze a *™Tc-mal jelzett hatéanyag-hordozoé rendszerek (és az un.

teranosztikumok) biologiai nyomonkdvetésének, in vivo mindségellenérzésének.

A jelzett *™Tc-BBS-NP nanorészecskéket folat receptort kifejezd
hepatocellularis karcinoma (HeDe) tumor-sejtvonallal SRCA-mddszerrel
transzplantalt Fischer 344 patkany-allatmodelleken vizsgaltuk. Bizonyitottuk a
jelzett *™Tc-BBS-NP nanorendszer folat-receptorokra valo egyértelmil
specifikus kotddését. lgazoltuk, hogy a **™Tc-BBS-NP nanorendszernek az
injektalds utan az izotopmegkotd hatasfoka stabil, a részecskemérete pedig
allandd marad. Ezen feliil igazoltuk, hogy a ®"™Tc-BBS-NP koncentracidja az
1.v. injektalast kovetden, a SPECT és SPECT/CT vizsgalatok alapjan a tumoros
vesékben minden vizsgalt idépontban magasabb volt (24 6raval az injektalas
utan az injektalt nanorészecskék 8,54%-a halmozodott a tumorban) a
kontralateralis  oldalhoz és a  *™Tc-DMSA  kontroll-radiofarmakon

tumorhalmozéasahoz képest.

Elvégeztiik a jelzett ™ Tc-BBS-NP nanorészecskékkel egy spontan eredeti,
folat receptort kifejezd szdjiiregi tumorban szenvedd kutya SPECT vizsgalatat.
lgazoltuk a jelzett “™Tc-BBS-NP nanorendszer folat-receptorokra valo
egyértelmil specifikus kotddését. Gamma-kameras felvételekkel igazoltuk, hogy
a készitmény az i.v. injektalast kdvetéen 2 oraval a teljes injektalt aktivitas
3,11%-a halmozodott a szajliregi daganatban, a kutya koponya régidjarol
elvégzett haromdimenzios SPECT vizsgalatok pedig pontosan Kkoriilirhatd
tumorfelvételt igazoltunk. A spontan eredetli tumorban szenvedd kutya
vizsgélatanak eredményességével arra is ramutattunk, hogy a kutya jol
hasznalhat6 allatmodell, ha 11 tipusti nanorészecskék biologiai alkalmazasanak
lehetéségeit kutatjuk human célra kifejlesztett SPECT-késziilék segitségével. A

9MTc-BBS-NP nanorendszer bioldgiai vizsgalataiban Ssszességében igazoltuk,
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hogy az 1j, *"Tc-mal jelzett nanorendszer alkalmas lesz késSbb akar emberi,

folat-receptort kifejezé tumorok jo szelektivitassal torténd azonositasara is.

A ¥™Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal 128 eml8daganatos néi
betegek klinikai Orszem nyirokcsom6 (SLN) vizsgalatat végeztik el a
limfoszcintigrafiai (gamma-kameras), gamma-szondéas ¢és kékfestéses SLN-
detektalasi modszerek egyiittes alkalmazasaval. lgazoltuk, hogy egy vagy két
darab 6rszem nyirokcsomé azonositisa megbizhatoan elvégezheté a betegek
donté tobbségénél tgy, hogy az SLN vizsgéalatokra 175 nm-es atlagos

részecskeméretti nanokolloidot alkalmaztunk.

Ismert daganatos betegségben szenvedd kutyak Orszem nyirokcsomo (SLN)
vizsgalatat végeztik el *"Tc-jelzett Senti-Scint® HSA nanokolloiddal: a
limfoszcintigrafiai (gamma-kameras), gamma-szondas ¢és kékfestéses SLN-
detektalasi modszerek egylittes alkalmazéasaval. Megallapitottuk, hogy az érintett
nyirokcsomok 97%-at lehetett intraoperativ gamma-szondéaval 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 SLN-
azonositdsdban ugyanolyan eredményességgel alkalmazhatd, mint a human
vizsgalatokban. Az eredményekkel ezen feliil igazoltuk azt is, hogy a spontan
eredetli tumorban szenvedd kutydk pontos, €s jol alkalmazhaté allatmodelljei

lehetnek az 6rszem nyirokcsomodval kapcsolatos kutatasoknak.
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7. Osszefoglalas

A nuklearis medicinaban a radiokolloidok egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete a
primer daganatok Un. érszem nyirokcsomokra torténd attétképzodésének kimutatasa. Az
értekezésben 128 emlédaganatban szenvedd paciens limfoszcintigrafiai eredményeit
hasonlitjuk Ossze intraoperativ gammadetektalasi és kékfestéses modszerrel torténd
nyirokcsomoé-azonositasi vizsgalatok adataival, illetve 24 spontan tumoros kutya
eredményeivel. Az injektalt *™Tc-mal jelzett Senti-Scint® nanokolloid a kordbban
alkalmazott készitményeknél viszonylag nagyobb méretti, 100 és 600 nm kozotti HSA
részecskékbdl allt. Az értekezésben emellett a doxorubicin kiilonb6zd részecskeméretil,
HSA alapu nano- és mikrorészecskékbe valé megkotését is bemutattuk. A részecskéket
a preparalas utan " Tc-mal jeleztiik, majd nyomonkisértiik harom (**"Tc-DoxHSA180,
9MTCc-DoxHSA430 és  ®"Tc-DoxHSA1800) készitmény —doxorubicin-megkotd
hatasfokat, részecskeméret-adllandosédgat és radiokémiai stabilitasat. A hatéanyag-
hordozok alkalmazasaval ilyen moddon kiilonb6zd, célzottabb terdpids modszerek
érheték el amellett, hogy Ilehetdség nyilik a doxorubicin mellékhatasait,
kardiotoxicitdsat is csOkkenteni. A  dolgozatban uj, folat-receptort célzo,
onrendezddéssel 1€trejovo, 99mTC-jelze‘[t nanorészecskék elsd alkalommal torténd
SPECT ¢és SPECT/CT alkalmazasat is bemutatjuk. Kisérleteink soran a %¥MTc-BBS-NP
nanorendszert elsdként jeleztik meg *™Tc-mal, majd folat receptort kifejezd tumor-
modelleken vizsgaltuk a specifikus tumor-halmozodasat. 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 sszességében igazoltuk, hogy a megfeleld
részecskeméret megvalasztasdnak €s megalkotasanak kulcsfontossagu jelentdsége van a
diagnosztikai vagy terapids célzatl nano- vagy mikrorészecskék, teranosztikumok
tervezésében. Emellett human vizsgalatokkal parhuzamos, azokat modellezé spontan
beteg allatok vizsgélatain keresztiil igazoltuk a tarsallatok onkologiai kutatasokban valo
alkalmazasanak Osszehasonlitd kortani jelentdségét mind mar meglévd diagnosztikai
modszerek (az 6rszem nyirokcsomd kutatisa), mind teljesen 0j eljarasok fejlesztésénél.
Az eredményekkel mindezeken feliil igazoltuk, hogy a nukleéaris medicina képalkotd
modszerei fontos segitéi 1j tipust, nanotechnoldgiaval késziilt gyogyszerek

(teranosztikumok, célzott hatéanyag-bevitelben alkalmazott hordozok) fejlesztésének is.
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8. Summary

Detection of metastatic involvement of sentinel lymph nodes is one of the most
common applications of colloid based radiotracers in nuclear medicine imaging. The
first part of the dissertation is focusing on lymphoscintigraphical investigations.
Lymphoscintigraphical findings of 128 breast cancer patiens were compared with the
results of intraoperative surgical gamma detection probe and blue dye mapping, and
with results of 24 dogs having spontaneously occurred tumour, respectively. The
injected radiocolloid was the *™Tc-labelled HSA-based Senti-Scint® nanocolloid
product in the size range between 100 and 600 nm.

The thesis also presents different application of HSA based colloids. In the presented
investigations doxorubicin was loaded into different sized HSA based nanoparticles and
microparticles and then particulate systems were labelled with ®™Tc. Physicochemical,
colloidal and radiochemical stability of radiocolloids was examined with biological tests
to determine the size-dependent pharmacokinetic values. Investigations verified that the
stable but different particle sizes make drug carrier HSA nanoparticles possible to carry
out different drug targeting together with a probably lower cardiotoxicity.

The next part of the dissertation presents the first SPECT and SPECT/CT try-out of a
new folate-targeted, self-assembled nanoparticle product. The novel nanosystem was
radiolabelled with **™Tc, and then we examined the stability of the compound, and the
possibility of applying it as a new potential imaging agent for imaging folate-receptor-
overexpressing tumours. Investigations verified that the new targeted contrast agent
shows higher tumour uptake, therefore the new targeted nanoparticles are able to detect
folate-receptor-overexpressing tumours with appropriate sensitivity and selectivity.
Results showed that the properly selected and designed particle size distribution of the
used radiocolloid has key importance in the detection of sentinel lymph node and in the
preparation of new diagnostical and therapeutic particulate systems and theranostics.
Besides, we were able to demonstrate the importance of companion animal models in
the research of new and already used methods (e.g. SLN detection) of comparative
oncology and pathology, as we used spontaneously diseased animal, as parallel to the
human cases. Moreover, results validated that nuclear medicine methods could be
important parts of the development of new nanotechnology based pharmaceuticals (such

as novel theranostics and drug delivery systems).
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