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1 Bevezetés — A lymphomék diagnosztikaja

A vérképzoszervi rosszindulati daganatok kiilonb6zé korcsoportokban fordulhatnak eld. A
non-Hodgkin limféma (NHL) vilagszerte a leggyakoribb hematologiai rosszindulata daganat
tipus, amely a malignus megbetegedések és halalesetek kozel 3%-at teszi ki. A daganatok
valtozatos csoportjat alkotjak ¢és a nyugati féltekén mintegy 80%-uk B-sejtes eredetii a nyugati
féltekén. Felndttekben a leggyakoribb szdvettani altipus a diffuz nagy B-sejtes limfoma
(DLBCL), amely az évente diagnosztizalt NHL-ak mintegy 30-40%-at alkotja. A
megbetegedések mintegy fele a 60 év felettiekben fordul eld.

A diffiz nagy B-sejtes limfoméak a lymphoproliferativ neoplazmék kiilonosen heterogén
csoportjat alkotjak, eltérd bioldgiaval, klinikai megjelenéssel és kezelésre adott valasszal. A

hatékony kezelési stratégia érdekében fontos, hogy megértsiik heterogén fenotipusukat.

A Rituximab t6bb mint 1 évtizeddel ezel6tti bevezetése 6ta a DLBCL-ben szenvedd betegek
¢letkilatasai és gyogyulasi hajlama jelent6sen javult, azonban azdta a gydgyulasi aranyok
érdemben valtozatlanok. A DLBCL-es betegek kb. 40%-anal alakul ki relapszus vagy refrakter
betegség. A legtobb beteg ebben a helyzetben a tovabbi kezelések ellenére is progredial, ami
arra utal, hogy a legnagyobb javulast és hatast az elsé vonalbeli terapiaval lehet elérni.
Osszefoglalva a DLBCL potencionalisan az esetek kdriilbeliil 60%-aban gyogyithaté meg a
standard kezeléssel. A standard kezelés Rituximabot, ciklofoszfamidot, doxorubicin-
hidrokloridot (hydroxydaunorubicin), vinkrisztin-szulfatot (Oncovin) és prednizont (R-CHOP)
tartalmaz. A betegek mintegy 25-30%-a rezisztens a standard kemo-immunterapiara, ezért
naluk mas terdpids megkdzelitést alkalmaznak, a betegek 20%-at salvage terapiaval kezelik,

beleértve a nagy dozisu kemoterapiat €s az autolog dssejt-transzplantaciot.

crer

megértés€¢hez, €s megnyitotta az utat a betegség kimenetelének javitasat célzd személyre
szabott terapiak el6tt. A DLBCL genetikai térképének és molekularis jellemzéinek
megértésében elért elérelépések azonositottak kemo-immunterapiara rosszul reagalé magas
kockazatli csoportokat. Igy egyre nagyobb klinikai igény van arra, hogy ezeket a nagy
kockazati betegeket minél korabban megtalaljak, hogy megvalosulhasson egy hatékonyabb,
célzott, egyénre szabot terapia, mivel a refrakter vagy relapszusos betegek tobbsége végiil

belehal a betegségbe.



1.1 Az FDG-PET/CT-bdl szarmazo, radiomikai méodszerekkel nyert képi
paraméterek jelentdsége a tulélés eldrejelzésében

A DLBCL-es betegek mintegy 25-30%-a rezisztens a jelenlegi elsé vonalbeli, Rituximab-alapt
kemo-immunterapiaval torténd kezelésre, ezért a nem reagald, nagy kockazati csoport

miel6bbi beazonositasa rendkiviili jelentéséggel bir.

A fent emlitett, magas kockazati betegek kivalasztasahoz hasznalhatdé modszer lehet a
szovettani kiértékelés mellett a kezelés el6tti FDG-PET/CT (2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-gliik6z-
pozitron emisszids tomografia/computer tomografia) vizsgalat sordn nyert konvencionalis és
texturalis paraméterek elemzése. A klinikai vizsgalatokban egyre gyakrabban alkalmaznak
olyan vizsgaldé modszereket, melyek segitségével a személyre szabott terapia megvalosithato,
¢s igy a kezelésre adott valasz is jelentdsen javulni tud. A daganatos betegségek képalkotasat
vizsgald kutatdsok aktivan foglalkoznak a radiomikai adatokkal ¢és a gépi tanulas

alkalmazasaval.

A radiomika fejlett matematikai elemzéssel torténd, nagyszamu kvantitativ jellemz6 kinyerését
jelenti az orvosi képekbdl. A jol definialhato, reprodukalhatd képi biomarkerek segitségével
lehetéség nyilik a tumoros régiok pontosabb, részletesebb jellemzésére, és olyan adatokhoz

juthatunk, amelyek az emberi szem szamara lathatatlanok, felismerhetetlenek.

Azonban a korabbi kutatisok alapjan ismert, hogy a radiomikai adatok érzékenyen
befolyasolhatok olyan tényezékkel mint példaul a felvételi protokollok kiilonbozdésége, a
valasztott képszegmentacio, a binning, a felbontasi kiilonbségek, valamint az adott szamitasi
modszerek esetleges kiillonbozosége. Ezek mind nehezebbé teszik a tanulmanyok
reprodukalhatosagat. Az olyan szabvanyositasi javaslatok, mint az Imaging Biomarker
Standardization Initiative (IBSI) nagyban segitik a kutatasok megismételhetd modon trténd

elvégzését és az egységes nomenklatura hasznalatat.

1.2 Preklinikai vizsgalatok 1: kozéppontban a Cerenkov-lumineszcencia
képalkotas (CLI)

A kozelmutban elért eredmények alapjan nemcsak a limfomak szdvettani diagnosztikaja és az
in vivo képalkotd moddszerek fejlodtek, hanem ezekkel Osszefiiggésben jelentds fejlodés
figyelhetd meg az in situ, in vitro képalkotason alapuld képalkotd diagnosztikai eszkdzok
esetében is. Ezeknek a feltérekvd diagnosztikus eszkozoknek az alkalmazisa segithet a

kiilonb6z6 DLBCL csoportok korai idészakban torténd differencialasaban. gy a beazonositott



alcsoportok alapjan konyebben megvaldsulhat a gyors €s személyre szabott immun- vagy

kemoterapia.

A betegség diagnosztikdja soran, a definitiv terapiak megkezdése el6tt csaknem minden esetben
nélkiilozhetetlen 1€pés az érintett nyirokcsomok biopsziaja €s legaldbb egy, hozzaférhetd,

tumoros részének részletes szovettani vizsgalata.

Az ¢érintett nyirokcsomok lokalizalasdhoz, majd az ezt kdvetd mintavételezés soran a terapias
iranyok meghatarozasahoz elonyos lehet a jelenleg kotelezden alkalmazott, terapia eldtti FDG-
PET/CT vizsgalat vagy ma mar ritka esetben a ¢Ga-citrat szcintigrafias felvételek
felhasznalasa. Példaul az FDG-PET/CT-vizsgélatot kovetéen az inhomogén daganatos
szovetek, nyirokcsomok azonositasa, eltavolitasa és tovabbi elemzése az alkalmazott fluor-18
izotop Cerenkov-fénykibocsatasanak a felhasznalasaval pontosabb molekularis biologiai

kiértékelést hozhat magaval, ami hatékonyabb terapias protokoll kivalasztasdhoz is vezethet.

Ebben az irdnyban gondolkodva a munkacsoportunk korabban is alkalmazta a Bc.DLFLI1
tumormodellt, amely egy BALB/c egerekbdl izolalt spontan magas gradust limféma, és amely
intraperitonedlis injekcioval reprodukalhatdan transzplantalhato szingén recipiensekbe. Ez a
lymphoma a hasba injektalva peritonedlisan tapad meg, majd a nyirokutakon keresztiili terjedés
soran preferencidlis szoveti eloszlast mutat a mesenterialis nyirokcsomokban és a Iépben. Ez a
jol ismert limfoma modell kivaléan alkalmas preklinikai kutatdsokhoz, beleértve az uj
képalkotod technikak kiprobalasat is. Altalanossagban elmondhato, hogy a sejtekkel vald
beoltast kovetden kb. 21 nappal az allatok minden esetben elpusztulnak, az allatok 90%-a 11 és
14 nap kozott exital. A korabbi kisérletek alapjan az allatok a limfoma sejtek beadasat kovetd
4. nap el6tt korai stadiumban vannak, a 7. naptol elérehaladott stadiumban, a 11. naptdl pedig

végstadiumban.

Munkank ezen részének alapvetd célja az volt, hogy felmérjiik a Bc.DLFL1 limfoma esetében
a stddium meghatarozasanak lehetdségeit a disszeminacié nyomon kovetésével, amit in vivo
PET és SPECT (Single photon emission computed tomography) képalkotéassal, valamint ex

vivo nagy felbontasti Cerenkov-lumineszcencia képalkotassal (CLI) terveztiink megvalositani.

A CLI mint fejlett, Gijszeri képalkotd modalités jelentds transzlacios potencidllal rendelkezik.
Ez egy optikai képalkoté modszer, amely a Cerenkov-fotonok emisszidjan alapul. A Cerenkov-
fotonok toltott részecskék, példaul elektronok és pozitronok mozgasa altal keletkezhetnek.
Akkor jonnek létre, amikor e részecskék sebessége nagyobb, mint a fény sebessége egy

kozegben (példaul vizben vagy a szovetekben). Minden uj CLI-alkalmazast nagy figyelem dvez
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a diagnosztikai kutatasokban, kiilonosen azok, amelyek klinikailag engedélyezett ¢&s
forgalmazott radioaktiv gyodgyszereket vagy izotdpokat haszndlnak. Az egyik ilyen
potencialisan hasznilhat6 radiofarmakon lehet a ©’Ga, melynek CLI-hez vald
alkalmazhatdsagat korabban még nem tesztelték. Az elméleti szamitasok azt mutatjak, hogy a
7Ga izotop bomlasa soran kibocsatott nagyenergiajii gamma-fotonok masodlagos elektronokat
eredményezhetnek, amelyek vizben vagy viztartalmt szovetekben Cerenkov-lumineszcenciat

eredményeznek.

1.3 Preklinikai vizsgéalatok 2: a tumor terjedésének vizsgalata korai ¢&s
eldrehaladott stadiumban

A Bc.DLFL1 intraperitonedlis beadasat kovetéen a limfomasejtek az omentum ¢és a
mesenterium limfocitdkban gazdag régidiban kotdédnek meg, majd a mesenterialis

nyirokcsomok felé terjednek.

A hashartya-metasztdzisok korai stddiumban torténd felismerése a hasiiregben terjedd
terjedést vizsgald tanulmany kimutatta, hogy hastirben terjed6 tumorok jelenléte esetén az FDG

felvételében a neoplasztikus sejteknek van a legnagyobb szerepe.

Ugy gondoltuk, hogy a korabban jél leirt egérmodelliink optimalis lehet a peritoneélis terjedés
transzlacios diagnosztikai lehetdségeivel foglalkozo preklinikai vizsgalathoz. Ezért ebben a
vizsgalati pontban célunk volt a Bc.DLFLI1. limfoma korai terjedésének és eldrehaladott
stadiumban val6 kimutathatdésdganak az Osszehasonlitdsa, melyet in vivo FDG-PET, FDG-
PET/MRI, valamint ex vivo autoradiografia és CLI segitségével tettlink meg. E képalkotd

technikdk eredményeit immunhisztokémiai szovetelemzéssel korreléltattuk.



2 Célok

Doktori munkdm soran olyan képalkot6 modszercket alkalmaztam, amelyek igazoltan
hasznosak a diagnozis felallitaisaban és a limfomas betegek terapiara adott valaszanak
értekelésében. A disszertacid egy klinikai és egy preklinikai részre oszthatd. A szakirodalom
alapjan a PET-képekbdl szarmazé radiomikai adatok hozzajarulhatnak a tumor
részletgazdagabb in vivo jellemzéséhez, és igy segithetnek az egyénre szabott tumorkezelésben.
A dolgozatot egy kapcsolodo klinikai hipotézis felvazolasaval kezdem. A klinikai kezelés soran
el6fordulhat, hogy a nem megfeleld biopszia, szovettani mintavétel miatt késik a diagndzis. Az
elsé preklinikai vizsgalatban egy 1j és pontos egérmodell (spontan limféma) segitségével
vizsgaltam egy képalkotas-altal szigoruan irdnyitott mintavételi modszert. A limfomasejtek
terjedési mechanizmusai és Utvonalai még mindig tisztazatlanok. Célom volt a daganat
terjedésének és heterogenitasanak a jellemzése mind a preklinikai vizsgalatok els6, mind a
masodik részében. Tehat a klinikai és preklinikai kutatasaink soran felmeriild 0 diagnosztikai

lehetéségeket mutatom be a publikalt kozleményeink alapjan.

1. Az els6, klinikai részben a diffiz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) molekularis
képalkoto diagnosztikajaval foglalkozom. DLBCL-ben a jol bevalt terapias protokollok
ellenére a betegek 25-30%-a rezisztens a standard kemoimmunterapidval szemben,
tobbnyire a betegség heterogén eredete miatt. A magas kockazata betegek
azonositasdhoz automatizalt gépi tanulast alkalmazva vizsgéltam a kiindulasi FDG-
PET/CT vizsgalatbol szarmazo6 in vivo radiomikai adatok és a klinikai paraméterek
prognosztikai jelentdségét.

2. Az elsd preklinikai részben eldszor az ujszerli Cerenkov lumineszcencia képalkotést
vizsgéltam, amely igéretes megkozelités a képvezérelt sebészet €s patoldgiai mintavétel
terén. A teljes test izotopos tomografidjaval kombinalva tovabbi eldnyokkel jarhat.
Célom volt, hogy bizonyitékot szerezzek a modszer limfoma patodiagnosztikaban valo
alkalmazhatosagarol, ezért egy uj, kisérleti, spontan, magas agresszivitasi B-sejtes
limfoma egérmodellben (Bc.DLFL1) vizsgaltam a kombinalt PET/CLI vagy
SPECT/CLI diagnosztikai potencialjat.

3. A masodik preklinikai részben kiilonb6z6 képalkotd modszerek segitségével kdvettem
a betegség korai stadiumu terjedését Bc.DLFL1 limfoma egérmodellben. Vizsgalataink

soran arra torekedtem, hogy megerdsitsem a lokalis FDG beadas jelentOségét a



diagnosztikai képalkotas soran, a korai peritonedlis manifesztaciok pontos felismerésére

¢s a tumorsejt terjedési mechanizmusanak megértésére.



2.1 A dolgozatom f6 célkitiizései

1. Kétéves eseménymentes tulélést eldrejelzd modell felépitése DLBCL-ben szenvedd

betegek kezelés elotti FDG-PET/CT vizsgalatabdl szarmazo radiomikai adatok segitségével

2. PET/SPECT ¢és CLI képalkotast kombinal6é 1j mddszer kifejlesztése egérmodellben,
amely lehet6vé teszi a legfontosabb érintett nyirokcsomo és/vagy az érintett nyirokcsomod

legfontosabb részének iranyitott kivételét és feldolgozasat.

3. A legoptimalisabb nuklearis medicina technika kivalasztdsa a lymphoma peritonealis

terjedésének korai kimutatasara egérmodell segitségével



3 Anyagok és modszerek:

3.1 Klinikai rész

A human vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem kutatasi etikai bizottsaga ¢€s az Orszagos
Gyogyszerészeti ¢és Elelmezés-egészségiigyi Intézet a kovetkezd engedélyek alapjan
feliilvizsgalta és jovahagyta: 6536 - Pécsi Tudomanyegyetem 2017 és OGYEI/50268-8/2017.
A nemzeti jogszabalyoknak és az intézményi eldirasoknak megfeleléen a vizsgalatban valo

részvételhez nem volt sziikség irasbeli tajékoztatason alapuld beleegyezéshez.

A kezelés eldtti [18F]FDG-PET/CT felvételeket 85 DLBCL-val diagnosztizalt betegnél
értekeltiik Gjra. A felvételek két klinikai kdzpontban késziiltek. A kovetés soran a 2 éves
eseménymentes talélést valasztottuk klinikailag relevans hatarértéknek. A betegeket két
csoportba soroltuk. A 0. csoportban 1évo betegeknél a 2 éves kdvetési id6 alatt nem tortént
esemény, az 1. csoportban 1év0 betegeknél a 2 éves iddszak alatt relapszus tortént, vagy eleve
kemoreszisztensek voltak a standard terdpiara. Az egyes betegeknél a lymphomas 1éziok
kiszegmentalasat kovetden kivalasztott tumoros régidkbol az alkalmazott szoftver a jellemzdéket
hisztogramelemzéssel €s textura alapti moddszerekkel szadmitotta ki. A hagyomanyos PET-
paramétereket és a tovabbi in vivo radiomikai adatokat igy megkaptuk. A fontosabb klinikai
adatokat is Osszefoglaltuk. Az adatokbol két éves eseménymentes tulélést elérejelz6 modellt
hoztunk 1étre az egyik klinikai kozpont adatainak a felhasznalasaval (Center 1), majd a masik
klinikai kozpont adathalmazat (Center 2) az els6 kozpont adathalmaza alapjan felépitett
prediktiv modell kereszt-hitelesitésére hasznaltuk. A validalasi esetekre vonatkozoan a program
kiszamitotta a szenzitivitast, a specificitast, a pozitiv prediktiv értéket, a pontossagot és a gorbe

alatti teriiletet (AUC, area under the curve).

3.2 Preklinikai vizsgélatok 1

A vizsgalatot a Pécsi Tudoméanyegyetem helyi Etikai Bizottsaga jovahagyta. Tovabba, minden
¢16 allatokkal végzett eljaras a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi
Féosztalyanak engedélyével, a kovetkez6 engedélyszam alatt tortént: BA02/2000-16/2015. Az
itt kozolt valamennyi vizsgéalatot a Magyarorszagon hatalyos allatjoléti és egyéb vonatkozd
targyu szabalyoknak megfeleléen végeztiik. A vizsgalatot az ARRIVE irdnyelveknek

megfelelden terveztiik és végeztiik.



3.2.1 A Bc.DLFLI1 limfoma terjedésének kisérleti allatmodellje

A Pécsi Tudomanyegyetem Immunoldgiai ¢és Biotechnologiai Intézetének SPF
Allattenyésztési Egységében tenyésztett, 8-12 hetes BALB/c egereket hasznaltunk limféma-
receptorokként. Az egerek a levalasztast kovetden az Immunoldgiai és Biotechnologiai Tanszék
hagyomdnyos allattartdo létesitményébe kertiltek. A Bc.DLFL1 limfoma sejteket sorozatos
intraperitonealis passzdzs formajaban tartottuk fenn. Az egerekbe minden esetben

intraperitonealisan injektaltunk kb. 10® Bc.DLFL1 limphoma sejtet.

3.2.2 Az allatok csoportositdsa és szama tumorstadium szerint

Mind az FDG-PET, mind a %’Ga-citrat SPECT/MRI kisérletekben az allatokat a kovetkezd
stddiumokra bontottuk: korai stddium (a limféoma sejtek beoltdsa utdn 4 nappal torténd
képalkotas), eldrehaladott stadium (a beoltds utdn 8 és 9 nappal torténd képalkotas) és
végstadium (a beoltds utan 11 és 12 nappal torténd képalkotas). (A lymphoma inokulaciét
kovetden Osszesen hat csoportot hoztunk létre, csoportonként hat egérrel n=36). A kiilonb6z6
stddiumu csoportokban radiogydgyszerenként n=6 allat volt. A végstadiumu allatok koziil (11
nappal az inokulaciot kovetden) elhaldlozés kovetkeztében az FDG-PET csoportbdl 6t allat volt
alkalmas a kombinalt in vivo tomografids - ex vivo CLI képalkotasra, és egy allat volt alkalmas
a 9’Ga-citrat SPECT/MRI képalkotasra.

A limfoma disszeminacidjat a korai stidiumban, valamint a klinikailag relevans staddiumokban,
igy az elérehaladott stddiumban és a termindlis stddiumban is in vivo FDG pozitronemisszids
tomografiaval  (PET)/magneses rezonancia képalkotidssal (MRI) és  ®’Ga-citrat
egyfotonemisszids komputertomografiaval (SPECT)/MRI-vel kovettiik nyomon. Az in vivo
képalkotast ex vivo nagy felbontasi CLI-vel kombinaltuk. Teszteltiik a '8F-fluorin (F-18) és
7Ga-gallium izotopokkal végzett CLI alkalmazhatdsagat az infiltrdlt nyirokcsomok

kivalasztasahoz a tumor stadium meghatarozasahoz €s a patoldgiai kiértékeléshez.

3.3 Preklinikai vizsgalatok 2
Az egereket egy korai stddiumu csoportba soroltuk, ahol a képalkotast a limfoma sejtek
inokulacidja utan egy nappal végeztiik (n=18 egér), és egy eldrehaladott stadiumli csoportba,

ahol a képalkotast n=3 egérnél 7 nappal a sejtek beoltasa utan végeztiik.

A korai stadiumu csoportban kilenc allat kapott intraperitonealis FDG-injekciot, és ugyanigy
kilenc egér kapott FDG-t intravénas tton, az oldalso farokvénaba. Az elérehaladott stadiumu

csoport kizarélag intravénas FDG-injekciot kapott.
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In vivo [*®F]FDG-PET és [*®F]PET/MRI, valamint ex vivo autoradiografia és Cerenkov-
lumineszcencia képalkotd (CLI) vizsgalatokat végeztiink. FITC (fluoreszcein-5-izotiocianat)

molekuladk szaloptikas konfokalis endomikroszkopos képalkotasat és immunhisztokémiat is

végeztiink.
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4 EREDMENYEK

4.1.1 Betegadatok

A standard kemo-immuno terapia végén 55/85 betegnél teljes metabolikus remisszié volt
elérhetd. Az utdnkdvetés soran 14 beteg primer refrakternek bizonyult, nem reagalt a kezelésre,
14 beteg 12 honapon beliil relabalt, 2 betegnél pedig 24 honapon beliil tortént relapszus.
Osszesitve, a terapia befejeztével 30 betegnél volt még kimutathatd, metabolikusan aktiv

tumorszovet, vagy 24 honapon beliili relapszus (1. abra).

1. abra: A klinikai eredmények Osszehasonlitasa a maximum intensity projection (MIP) képek alapjan
harom betegnél (a-c). Az egyes betegeknél az els6 kép a primer staginget, a masodik az interim
vizsgalatot, a harmadik pedig a kezelés utani restaging vizsgalatot mutatja. A piros nyilak FDG-avid
limfomafokuszokat jeldlnek. (a): Komplett metabolikus remisszio. Fokozott FDG felvétel a
pajzsmirigyben mindharom felvételen, mely thyreoditis kdvetkezménye volt. (b): Relapszus a kezelést
kovetden. Az interim felvételen Deauville score 4. (¢): Az interim felvételen Deauville score 3 azonban

a kezelést koveten relapszus igazolddott.
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4.1.2 Statisztikai kiértékelés

Chi-négyzet teszttel szignifikans Osszefliggést talaltunk a sejteredet (COO), az R-IPI, a
staddiumok, és a 2 éves eseménymentes tilélés alapjan meghatarozott csoportok kozott. Az 1.
csoportban szignifikdnsan tobb non-GC tipust beteg volt, akiknek a stddiuma és az R-IPI
indexe is magasabbnak bizonyult. A nemek ¢és a fent emlitett két csoport kdzott nem volt

szignifikans 0sszefiiggés. A betegek klinikopatologiai jellemzdit az alabbi tablazat ismerteti.

1. tablazat: A betegek klinikai kimenetelének és klinikai adataiknak Osszehasonlitasa, az esetleges

kapcsolat keresésére Chi-négyzet probat végeztiink.

Variables No Progression or | Progression within | p-value
Remission 24 months

Sex, n=85 (n=55) (n=30)

Male (n, %) 28 (32.9%) 17 (20%) 0.611

Female (n, %) 27 (31.8%) 13 (15.3%)

ECOG, n=83 (n=55) (n=28)

0 (n, %) 16 (19.3%) 6 (7.2%)

1 (n, %) 26 (31.3%) 8 (9.6%) 0.113

2 (n, %) 11 (13.3%) 12 (14.5%)

3(n, %) 2 (2.4%) 2 (2.4%)

Stage, n=85 (n=55) (n=30)

1 (n, %) 10 (11.8%) 0

2 (n, %) 17 (20%) 5 (5.9%) 0.017

3(n, %) 9 (10.6%) 8 (9.4%)

4 (n, %) 19 (22.6%) 17 (20%)

R-IPI, n=85 (n=55) (n=30)

0 (n, %) 7 (8.2%) 1 (1.2%)

1 (n, %) 29 (34.1%) 9 (10.6%) 0.015

2 (n, %) 19 (22.6%) 20 (23.5%)

COO, n=82 (n=53) (n=29)

GC (n, %) 27 (32.9%) 7 (8.5%) 0,018

N-GC (n, %) 26 (31.7%) 22 (26.8%)

4.1.3 Automatizalt gépi tanulasi elemzés és biomarkerek azonositasa

Az automatizalt gépi tanulds alkalmazasaval két éves eseménymentes tulélést eldrejelzd
modellt hoztunk létre az elsé kozpont adatainak (n=41, Center 1) a felhasznalasaval. Az
egykozpontu keresztvalidacio a kovetkezd eredményeket adta: 66%-os érzékenység, 77%-0s
specificitas, 78%-os pozitiv prediktiv érték, 70%-os negativ prediktiv érték, 71%-0S pontossag

¢s 0,74-es AUC. Az elemzés alapjan a legfontosabb képi paraméterek a 2 éves eseménymentes
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tulélés becsléséhez a kovetkezok: az egyes betegeknél kivalasztott tumoros régié maximalis
atméréje=max diamater (mm, 9%), a TLG (Total Lesion Glycolisis, 8%), a TMTV
(Metabolikus Tumor Volumen (cm3, 8%), valamint két, a beadott radiofarmakon eloszlasanak
heterogenitasat leiré texturalis paraméter NGTDM (Neighbourhood gray-tone difference
matrix) busyness (9%) és a NGTDM Coarseness (5%). Ezen paraméterek eloszlasait violin

plot-on abrazoljuk (2. abra).
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2. abra: A Violin-plot (R: A Language and Environment for Statistical Computing, version 4.04., using
package ggplot2, version 3.3.3) a 2 éves eseménymentes tulélés eldrejelzésében prominens képi

paraméterek értékeit mutatja.

4.1.4 A predikcios modell fliggetlen kereszt-validalasa
Az els6 kozpontbdl szarmazo adatokra felépitett prediktiv modell 79%-o0s érzékenységet, 83%-
os specificitast, 69%-o0s pozitiv prediktiv értéket, 89%-o0s negativ prediktiv értéket, 82%-0S

pontossagot ¢és 0,85 AUC-t eredményezett a masodik kézpont adathalmazén.
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4.2 Preklinikai vizsgalatok 1: kozéppontban a Cerenkov-lumineszcencia
képalkotas (CLI)

4.2.1 Az FDG-felvétel jellemzése in vivo PET/MRI-vel és ex vivo CLI-vel
egyarant megvalosithaté elérehaladott stadiumu limfomaban.

Elérehaladott lymphoma stadiumban (az injekcié beadésa utani 8. napon vagy azon tal)
intravénds FDG beadast kovetéen in vivo PET/MRI alkalmazasaval egyértelmd, kortiilirt,
korosan fokozott FDG dusulést tudtunk kimutatni az érintett mesenterialis nyirokcsomokban.
Ex vivo CLI-vel inhomogeén, koros FDG-dusulast figyeltiink meg a mesenterialis erek mentén
az infiltrdlt zsirszOvetben, a megnagyobbodott mesenterialis nyirokcsomdkon beliil, az
omentumban ¢és a Iép hilusban is. Az FDG-avid régiok késObbi szovettani elemzése

megerdsitette a limfoma-sejtekkel vald infiltracidjukat (3. abra). Az aramlasi citometrias

vizsgalat szintén tamogatta a lymphoma sejtek jelenlétét.

3. abra: Ex-vivo CLI kés6i stadiumu limfomaban: FDG-avid Bc-DLFL.1 lymphoma focusok H&E
festéssel a mesenterialis nyirokcsomoban (fent) és a mesenteriumban (lent) CLI (balra), és a
bélprepardtum sztereomikroszkopos képe (kdzépen), szdvettan (jobbra): a piros nyil mutatja, hogy a
fels6 bekeritett teriilet a sztereomikroszkopos képen Cerenkov-fényt bocsat ki, és megfelel a
mesenterialis nyirokcsomoknak, amely a jobb felso kép alapjan lymphoma sejtekkel masszivan infiltralt
(szaggatott piros nyillal 6sszekotve). Az alsé zold nyil a mesenterium egyik, kisebb Cerenkov-
jelintenzitasa részét koti 6ssze (ellipszissel jeldlve), a mesenterialis artériat koriilvevo kiterjedt limfoma-

infiltratummal (nyilhegy). Méretarany = 200 pm.

15



4.2.2 Exvivo CLI-vel is igazolhat6 tumoros infiltratum, az elézetesen ®’Ga-citrat
SPECT/MR-el lokalizalt tavoli nyirokcsomo attétben.

Eldrehaladott stddiumban a megnagyobbodott mesenterialis nyirokcsomok MRI
vizsgalattal is jol lathatok. A Ga-67-citrat iv. alkalmazasakor a fiziologids bélaktivitds miatt az
abdominalis terjedés, koros halmozas a SPECT metszetek alapjan nehezen megitélhetd volt,
azonban mediastinalisan ez a hattéraktivitas hidnyzott, igy konnyen felismerhetd volt a koros
halmozas egy parathymikus nyirokcsomdnak megfelelden, anélkiil, hogy ezt egyértelmii koros
-MRI vizsgalattal- megallapithatd morfologia kisérte volna. A parathymikus nyirokcsomok
eltavolitasat kovetden ex vivo CLI-vel és az azt kdvetd szovettani elemzéssel, -beleértve az [gM

¢s a B220 kettds immunfluoreszcencias jeldlést-, igazoltuk a limfoma-infiltratum jelenlétét.

4.3 Preklinikai vizsgalatok 2: a tumor terjedésének vizsgdlata korai ¢és
elérehaladott stddiumban

43.1 A Bc.DLFLI1 limféoma sejtek korai megtapadasdnak és terjedésének
nyomon kovetése intraperitonealis inokuldcidt kovetden szisztémas és
lokalis FDG beadas alkalmazasa mellett

A legtobb tumorsejt-tipus nagyfoku gliikozfelhasznéldsa jol ismert, ezt alkalmazza a nukleéris
medicinai diagnosztika, mivel az jelzett FDG molekula a sejtbe kertilését kovetden a rakapcsolt

fluor-18 atom miatt a sejtben csapdaba esik és felhalmozodik.

Ennek ismeretében annak megallapitdsara, hogy az in vivo PET vagy CLI lehetdvé teszik-e a
magas gradusu lymphoma progresszidjanak korai stadiumban torténé nyomon kovetését, FDG
radiofarmakont hasznaltunk. A Bc.DLFL1 limphoma sejteket intraperitonealisan injektaltuk,
majd 24 d6raval késobb intraperitonealisan, vagy intravénasan adtuk be az FDG-t. In vivo PET
vizsgalat segitségével nem tudtunk lymphomahoz kothetd tracer disuldst azonositani ebben a
stadiumban (1 nappal a lymphoma inokulaciot kovetden) intraperitonedlis, sem intravénds
radiofarmakon beadas esetén. Annak bizonyitasara, hogy a radiofarmakon valéban eléri-e a
potencialis omentalis és mesenterialis megtapadasi helyeket ex vivo autoradiografiat végeztiink
a teljes bélrendszerrdl, mely alapjan 2 oraval az intraperitonealis FDG beadast kovetden a
Bc.DLFL1 lymphoma sejtekkel injektalt egereknél tobb, jol elkiilonithetd lymphomanak
tarthatod sejtcsoportosulast tudtunk kimutatni a mesenteriumban vagy az omentumban; ezzel
szemben az FDG intravénas beaddsat kovetden hasonlé mintdzat nem volt azonosithatd (4.

abra).
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4, abra: A korai stadiumi Bc.DLFL1 egér limféma modellben az intraperitonealis FDG beadas
alkalmasabb volt a tumorsejtek detektalasaban mint ha azt intravénasan adtuk volna be. A ex vivo
autoradiografias vizsgalat 24 6raval az intraperitonealis lymphoma beoltas utan i.p. FDG-injekcio
mellett az ARG-kazettara helyezett omentumhoz (Om) és mesenteriumhoz (M) tapadt halmozd tumor
sejteket mutatja (A). A radiotracer intravénas beadasa Utjan nem jut el a mesenteriumhoz és
omentumhoz tapado6 limfoma sejtekhez (B). A tajékozddas érdekében a mintakhoz tartozo fényképet is
bemutatjuk (A-B). A PET 3D MIP képen csak a normalis FDG eloszlas lathato egérben, a vizsgalat 2

o6raval az intraperitonealis FDG beadasat kovetden késziilt (C).

Annak igazolasara, hogy az omentdlisan és mesenterialisan megfigyelhetd FDG dusuldsok
biztosan a limféma sejtek kovetkeztében alakultak ki, intraperitonealisan BcDLFL.1 sejteket
injektaltunk, amelyeket el6z6leg CFSE-vel (5-6-karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter)
jeloltiink, és eloszlasukat anti-FITC antitesttel végzett immunhisztokémiai vizsgalattal kovettiik
nyomon. Ezzel a technikdval olyan jel6lési mintazatot taldltunk, amely megegyezik az
autoradiografiaval megfigyelt FDG eloszlassal az omentumban és a mesenterialis artéridkat
koriilvevd, kordbban leirt perivascularis zsir cuff-okban. Tehat az FDG intraperitonedlis
beadasat kdvetd in situ whole mount autoradiografias eredményeinket alatdmasztjdk a limfoma
sejtek nem véletlenszerii, korai eloszlasat mutatdé immunhisztokémiai adatok. A CFSE-jelolt
limfoma-sejtek szelektiv in vivo kotddésének tovabbi megerdsitéseként ex vivo konfokalis

szaloptikas fluoreszcens mikroszkopiat is alkalmaztunk. Azt talaltuk, hogy a mesenteriumon
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beliil a CFSE-jelolt limfoma-sejtek az anti-FITC immunhisztokémiaval megfigyelt mintazathoz
hasonléan fokalis halmozodast mutatnak. Osszességében ezek az eredmények azt jelzik, hogy
bar a Bc.DLFL1 limféma sejtek egyértelmiien preferalt peritonedlis teriileteken tapadnak meg,
FDG-vel val6 in vivo nyomonkdvetésiik sem intravénds, sem intraperitonedlis izotdép beadast
kovetden nem volt lehetséges, mig az ex vivo FDG-vel val6 monitorozas intraperitoneélis FDG

beadas esetén képes volt beazonositani a limfoma fokuszokat.

4.3.2 A limféma expanzidjanak sikeres monitorozasa elérehaladott stadiumban
nyirokcsomod metasztazis esetén PET/MR-rel és az azt kovetd CLI-vel

Limfoma sejt beoltds utan 7 nappal azt talaltuk, hogy - ellentétben a koros radiofarmakon
felvétel hidnyaval a limfoma korai stddiuméban -, j6l kimutathaté koros FDG dusulas volt
lathat6 a radiofarmakon intravénas beaddsat kovetden PET/MRI-vel. A legintenzivebb FDG
akkumulacié a megnagyobbodott mesenterialis nyirokcsomokban (mLN) volt. A kornyezo
terliletek, mesenterialis 4gak teriiletén a PET felvétel felbontasanak javitasara Cerenkov
lumineszcens képalkotast alkalmaztunk. Ezzel a modszerrel a megnagyobbodott mLN-ek
intenziv jele mellett jo felbontéassal kevésbé intenziv lumineszcencia jeleket tudtunk kimutatni
az omentumban ¢€s a zsirszovetben, valamint a mesenterialis erek és a nyirokerek mentén,
melyek szintén az FDG felvételhez voltak kapcsolhatok. Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a lymphoma késébbi stadiumaban a nyirokcsomo attétek mar iv. FDG beadas mellett is
jol kimutathatok PET/MRI-vel, azonban a PET képeken a nyirokcsomdk ¢és a kornyezd
mesenteridlis szovetek a dusulas alapjan nehezen elkiilonithetfk egymastol. Az ex vivo CLI
ezzel szemben jol elkiilonithetden tudta azonositani mind a nyirokcsomo, mind a mesenterialis

lymphoma érintettséget.
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5 Osszefoglalas: a dolgozat (1 eredményei

1. Kétéves eseménymentes tulélést eldrejelzd modell felépitése DLBCL-ben szenvedd
betegek kezelés elotti FDG-PET/CT vizsgélatabol szarmazo radiomikai adatok

segitségével

Kétéves eseménymentes tulélés elorejelzésére alkalmas modellt hoztam 1étre a két kozpontban
tortént retrospektiv elemzés soran nyert képi paraméterek felhasznalasaval és automatizalt gépi
tanulds alkalmazasaval. Az eseménymentes talélés eldrejelzésének legfontosabb képi
biomarkerei a legnagyobb tumoros 1€zi6 maximalis atmérdje, a TMTV, az NGTDM coarseness,
az NGTDM busyness és a TLG voltak. Elemzésemben a SUV max ¢és a klinikai paraméterek
kevésbé voltak prediktivek. Ennek ellenére tovabb kell vizsgalni az eddig azonositott képi

biomarkereket és prediktiv teljesitményiiket mas klinikai koriilmények kdzott

2. PET/SPECT és CLI képalkotast kombinalo 1j modszer kifejlesztése egérmodellben,
amely lehetévé teszi a legfontosabb érintett nyirokcsoméd és/vagy az érintett

nyirokcsomo legfontosabb részének iranyitott kivételét és feldolgozasat.

Eredményeim bizonyitjak, hogy a PET-tel vagy SPECT-tel végzett in vivo teljes test
képalkotas, majd az ezt kdvetd ex vivo CLI felvételek nemcsak a preklinikai vizsgalatokban,
hanem a klinikai gyakorlatban is irdnyadok lehetnek a tumorreszekcioban, a patologia
értékeléséhez és a terapia tervezéséhez. A CLI alkalmazhaté daganatos szovetek
korvonalazaséara és sebészi eltavolitasuk iranyitasara. Az ex vivo CLI vizsgalat iranyithatja a
korabban PET vizsgalat alapjan lokalizalt megnagyobbodott nyirokcsomok patoldgiai
mintavételét. Segitségével mas, mitéti uton eltavolitott nyirokcsomdk ex vivo tovabb
vizsgalhatok. Ebben a vizsgalati kontextusban eldszér szamoltam be a ®’Ga izotdppal tortént
Cerenkov képalkotasrol. A SPECT, PET és CLI egyiittes alkalmazasa a klinikai onkologiali
gyakorlatban is indokolt/hasznos lehet.

3. A legoptimalisabb nukledris medicina technika kivélasztdsa a lymphoma peritoneélis

terjedésének korai kimutatasara egérmodell segitségével

Eredményeim ramutatnak az alkalmazott egérmodell hasznossagara a limfoma korai
felismerésében és a sejtek metasztatikus Gtvonalainak kimutatdsdban, ezek a klinikumban is
nagy jelentséggel birnak. Mindezek alapjan a radioizotopos diagnosztikai eljarasok soran
jobban meg kell fontolni a lokéalis FDG beadast. A korai peritonealis metasztazisok miel0bbi

felmérése igy kivitelezhetévé valhat limfomaban, de klinikailag talan még fontosabb vastagbél-
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, gyomor- vagy petefészekrak esetében. Az altalam alkalmazott lokalis diagnosztikai
megkozelités és a kiilonbozd képalkotd eljarasok kombindcidja ravilagit, hogy a szisztémas
kezelések mellett a lokalis terapianak is fontos szerepe lehet egyes betegek, betegségek
hatékony kezelésében, elosegitve a személyre szabott terapia alkalmazasat. A Cerenkov-
képalkotas az egyik olyan klinikumba bevezetendd optikai diagnosztikus modszer lehet, mely

szintén segitheti a személyre szabott kezelések tervezését, megvalositasat.
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