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Az értekezésben hasznalt roviditések

ABC: ATP koté domén (ATP binding cassette)

ATP: adenozin trifoszfat

CSA: cyclosporin A

DNR: daunorubicin

FCS: fetdlis szarvasmarha szérum

FITC: fluoreszcein izotiociandt

BEDG: 2-["*F]fluoro-2-deoxy-D-gliik6z

GMR: gliik6z-metabolikus sebesség (glucose metabolic rate)
mAb: monoklondlis antitest

MDR: multidrog rezisztencia

MDRI1: az emberi P-glikoproteint kodol6 gén

MMB6.15: human MDR 1-specifikus monoklonalis antitest
MRP1: multidrog rezisztencidhoz kapcsolodo fehérje (P190)
PMTe-MIBI: [*™Tc]-hexakis-2-methoxybuthyl isonitrile
PET: pozitron emissszi6s tomografia

Pgp: P-glikoprotein (P170)

Pgp*: Pgp pozitiv

Pgp™: Pgp negativ

R123: rodamin 123

SCID: severe combined immunodeficiency mice

PI: propidium-jodid

ROI: kitiintetett régié (region of interest)

SPECT: egyfoton emisszids tomografia

SUV: atlagos drogfelvételi érték (standard uptake value)
UIC2: humédn MDR1-specifikus monoklonélis antitest
TACT: id6fiiggod szoveti aktivitds gorbe (time-activity curve of the tissue)

VER: verapamil



1. Bevezetés

A petefészek ham eredetli rosszindulati daganatai a n6i genitdlis malignomak
koziil az incidencia tekintetében a 4., mig a kedvezdtlen progndzis miatt a mortalitast
tekintve az elsé helyen allnak. (Lehoczky és mtsai. 2005). A betegség sokaig nem okoz
tilneteket, és mivel megfeleld specificitdsi és szenzitivitdsd sziirdprogrammal sem
rendelkeziink, az esetek mintegy 60%-a az eldrehaladott IIl.-as és IV-es stddiumban
keriil felismerésre. A daganatos sejtek gyakran kitapadnak a peritoneumra és a tumorok
en block sebészi eltavolitdsa eldrehaladott betegség esetén dltaldban nem alkalmazhatd
eredményesen (van der Burg 2001). Ilyen esetekben a sebészi és kemoterapias eljarasok
kombinéldsa hozhat eredményt. Az els0 miitét sordn végzett sebészi tumorredukcid
ugyanakkor a késObbi progndzist jelentdsen befolyasolja, ezért torekedni kell a lehetd
legnagyobb mértékii citoredukcidra, mivel a rezidudlis daganatok mérete forditottan
aranyos azok kemoterdpia-érzékenységével. A kezelés ellenére, a betegek kozel 50 %-
ban a daganat még sikeresnek latszé elsd vonald kemoterdpidk utin is két éven beliil
kidjul (Lehoczky és Pulay 2005). A kedvezd gradusu, protokoll szerint kivitelezett
sebészi-patholdgai staginggel aldtimasztottan I/a és I/b stddiumu daganatok kivételével,
a sebészi kezelést minden esetben adjuvans platina-bazisi kemoterdpia kell, hogy
kiegészitse. A ham eredetli malignus petefészek daganatok kemoterapids kezelésére els6
vonalban jelenleg a taxol-carboplatin kombinécié az elfogadott terdpia, masodik és
tovabbi vonalakban a platina szarmazékok mellett a topoizomerdz inhibitorok, egyéb
taxdn szarmazékok, alkildld dgensek é€s a kiilonbozo anthracyclinek hasznalatosak
(Homesley és mtsai. 2002, Brooks €és mtsai. 2004). A rezisztencia kifejlodésének
megeldzésére, vagy a kifejlodo rezisztencia lassitdsara a gydgyszereket kevés kivételtol
eltekintve dltaldban kombindltan alkalmazzak.

A Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomdnyi Centruma Sziilészeti- és
Nogyogyaszati  Klinikdjan a petefészekrdkkal kapcsolatos kutatisoknak nagy
hagyomanya van. A klinika Nogyogyaszati Onkoldgiai Osztalyarl tobb mint két
évtizede jelennek meg publikdcidk a petefészekrak kemoterdpias szerekkel torténd
kezelésérdl (Hernadi és mtsai. 1985a, 1985b). Az 1980-as években standard terdpiaként

alkalmazott cyclophosphamid - cisplatin kombinélt kemoterdpias kezelésr6l Hernadi és



mtsai. (1987) kozoltek adatokat, melyet késoébb a doxorubicin és 4’epi-doxorubicin
kezeléssel elért eredmények értékelése kovetett (Hernadi 1988, Hernadi és mtsai. 1988).
Ugyancsak Hernadi és mtsai. (1998 és 1999) szamoltak be a cyclophosphamid és
cisplatin kombinélt kemoterdpidval amifostin védelmében elért eredményekrodl, melyet a
taxdn szdrmazékokkal torténd kezelések vizsgilata kovetett (Hernddi és mtsai. 2000,
2001, 2003a). A kutatasi és gyogyité eredmények elismeréseként 2001.-ben a klinikan
Nogyogyaszati Onkoldgiai Tanszék alakult amely kutatdsait kiterjesztette a molekuldris
bioldgia irdnyéba is (Hernddi és mtsai. 2003a, b, 2005, 2006).

A daganatos betegségben szenvedd betegeknél kifejlédd ascitesnek szdmos oka
lehet ezek koziil kiemelendd a citokinek hatdsa mellett, a direkt limfatikus blokad és a
tumorok neovascularizac6ja altal okozott fokozott szdveti permeabilitds. Az ascites
megjelenése petefészekrdkos betegeknél a tumor hasiiregi implanticidjara és rossz
prognozisra utal.

A citosztatikumok széles spektrumdaval szemben fellép6 rezisztencia hatterében
nagyon gyakran az un. multidrog rezisztencia (MDR) all. A multidrog rezisztencia
kialakuldsdban egyéb mechanizmusok mellett fontos szerepet jatszik a P-glikoprotein
(Pgp) expresszi6ja. A legijabb vizsgalatok szerint, a jelenleg forgalomban levd
gyogyszerek kozel 50 %-a Pgp szubsztrat vagy Pgp modulitor is (Keogh és Kunta
2006). A Pgp egy széles szubsztrat spektrumu transzport ATPaz, mely amfifil, lipofil
molekuldk sokasdgat, koztilk a daganatos betegségek kemoterdpidjaban alkalmazott
citosztatikumok tobbségét szubsztratként ismeri fel és képes a sejtekbol ATP hidrolizis
energidjanak felhasznédldsdval eltdvolitani (Sharom 1997, Krishna és Mayer 2000, Raub
2005, Xia és mtsai. 2005, Ambudkar és mtsai. 2006, Endres és mtsai. 2006).

A Pgp gyakran fokozott mennyiségben taldlhaté meg a rdkos sejtek felszinén,
hiszen az ilyen sejtek szelekcids eldnyt élveznek a kemoterdpia sordn. Nemzetkozi
kutatdsi eredmények azt mutatjak, hogy a n6gyogyaszati daganatok jelentés hdnyaddban
megtaldlhat6 a kemorezisztencat kivalté MDR gén (Holzmayer és mtsai. 1992, Arao és
mtsai. 1994, Bakelandt é€s mtsai. 2000, Costa és mtsai. 2001, Materna és mtsai. 2004,
Yakirevich és mtsai. 2006). Baekeland és mtsai. (2000) beszdmoltak arrél, hogy a
vizsgélt petefészekrdkos betegek 47%-a volt Pgp pozitiv a kemoterdpiat megel6zden és
a Pgp pozitivitast negativ prognosztikai jelnek talaltak. A petefészek tumoros mintdkban

1évé multidrog rezisztens sejtek felismerése €s karakterizalasa fontos klinikai paraméter.



A Pgp detektaldsdra sokféle monoklonlis és poliklondlis antitestet fejlesztettek ki. E16
sejteken az dramldasi citometria az egyik legmegfelelobb eljards a fluoreszcensen jelolt
Pgp jelenlétének és funkcidjanak kimutatdsara. Ez iddig, szdmos fluoreszcens assay
modszert dolgoztak ki a multidrog rezisztens €s multidrog szenzitiv sejtek felismerésére
és elkiilonitésére (Feller és mtsai. 1995, Homolya és mtsai.1996, Holl6 és mtsai. 1998,
Karaszi és mtsai. 2001), azonban egyikiik sem foglalkozott a petefészek tumoros
betegek ascitesébdl gylijtott malignus sejtek vizsgalataval.

Jelen munkdnkban eldszor szdmolunk be egy olyan klinikai vizsgalatsorozat
eredményérdl, amely a petefészekrdkos betegek ascitesébdl gyiijtott sejteken kifejezett
multidrog transzporter kimutatdsaval és funkcidjdnak vizsgélatdval foglalkozik.

A pozitron emisszids tomografia (PET) az €16 szervezetben lejatszodd biokémiai
folyamatok vizsgdlatdra alkalmas diagnosztikai eljards, mely napjainkban a
leggyakrabban haszndlt ,,in vivo noninvaziv”’ tumordiagnosztikai médszer (Rohren és
mtsai. 2004, Weber 2005). A legfontosabb PET tumordiagnosztikai radiofarmakon a
'8F_al jelzett cukor analég, az ['*Flfluoro-dezoxi-gliikéz (‘*FDG), amely a daganatos
sejtekben, azok megnodvekedett energiaigénye miatt fokozottan halmozodik fel. Az
BEDG-hez hasonléan a ''C-kolin is alkalmas a fenti vizsgélatokra, mivel szintén
fokozott akkumuldciét mutat a daganatos sejtekben, napjainkban egyre nagyobb
jelentoségre téve szert a PET tumor diagnosztikdban (Rohren és mtsai. 2004, Tian és
mtsai. 2004). A *’™Tc-hexakis-2-methoxybuthyl isonitrile (**"TC-MIBI) ismert SPECT
tumordiagnosztikai radiofarmakon mely a Pgp pumpédnak is szubsztritja. A
kozelmultban megjelent publikdcidk rdmutatnak arra, hogy a kezeléseknél haszndlt
gyogyszerek, ligandok megvaltoztathatjak a PET és SPECT tumordiagnosztikai tracerek
akkumuldcigjéat a tumoros sejtekben és a tumorszoveben egyarant, amelyek a diagnozis
helyes felallitdsat befolydsolhatjak (Mdridn és mtsai. 2003, 2005 a,b).

A kiilonbozé taxdn szdrmazékok a malignus daganatok kezelésében
széleskorlien haszndlt kemoterdpids szerek, igy példaul a paclitaxelt kiterjedten
alkalmazzak a petefészekrak, emlddaganatok illetve a nem kissejtes tiidorak kezelésére
is. A paclitaxelrél szintén kimutattdk, hogy szubsztritja a Pgp pumpédnak. Bar jelenleg
igen intenziv  kutatdsok  folynak a  kemoterdpidban  haszndlt  drogok
hatdsmechanizmusdnak vizsgdlatara, a paclitaxel kozvetlen hatasit a tumordiagnosztikai

drogok akkumulécidjara a tumorokban még nem vizsgaltdk (Shin és mtsai. 2003, Ferlini



és mtsai. 2003, Horowitz és mtsai. 2004, Choi és Li, 2005, Varma €s Panchagnula,
2005). Munkédnkban arra kerestiink valaszt, hogy a paclitaxel kezelések hogyan
befolyasoljak a tumordiagnosztikai tracerek (PET és SPECT) akkumulécidjat a
tumorsejtekben a Pgp pumpa jelenlétében és hidnyaban. Modellként egy ham eredetii
petefészek tumoros sejtvonalat haszndltunk.

Az 'FDG-PET vizsgilatok értékelésében fontos a gliikéz-metabolizmus
kinetikai paramétereinek egzakt ismerete, mely a kiilonbdzd helyen és/vagy id6ben
végzett vizsgdlatokat egymadssal 6sszehasonlithatova teszi, és hatékony segitséget jelent
a diagnoézis feldllitdisdban, a korlefolyds prognosztizdldsiban és a terdpia
hatékonysdganak ellenérzésében (Wahl 1996, Lucignani és mtsai. 2004, Rohren és mtsai.
2004, Fanti és mtsai. 2005, Weber 2005).

A numerikus adatokat eredményezd kvantitalds tobb, egymdst6l lényegesen
kiilonbozo  tracer-kinetikai eljarassal torténhet, amelyek koziil precizitdsaval
kiemelkedik a Phelps-féle, legaltalanosabb modell (Phelps és mtsai. 1977, 1979).
Tovabbi, bizonyos restrikcidokkal haszndlhat6 egyszerisitett modellek a Patlak és az tn.
SUV (Standard Uptake Value) médszer (Patlak és mtsai. 1983, Woodard és mtsai.
1975).

Tobb kozleményben taldlhatok adatok tumorszovetek kiilonbozé moédszerrel
mért jellemzoinek Osszehasonlitasardl, de a fenti harom, leggyakrabban hasznalt modell
szisztematikus 0Osszehasonlitd analizisének eredményér6l jelen munka szdmol be
eldszor. Laboratériumunkban mindhdarom moédszerrel elvégeztiik 5 egészséges személy
agyi FDG-PET vizsgélatanak kvantitativ elemzését és az eredményeket 6sszehasonlitd
analizisnek vetettiilk ald. A kozolt adatok tampontot adhatnak az ilyen vizsgalatokat
értékeld, valamint az eredményeket felhaszndlé szakemberek szdmdra annak
megitélésére, hogy az egyes modszerekkel nyert értékek milyen agyi régidkban

tekinthetdk azonosnak, ill. mely régiékban hordoznak egymastol eltérd informéciot.



1.1 Célkitiizések

1. Aramlési citometrids médszer kidolgozdsa a multidrog rezisztencidért (MDR) felel6s
Pgp expresszidjanak kimutatidsdra, valamint pumpa funkcidjanak vizsgilatira ham

eredetll petefészek tumorban szenvedd betegek ascitesébdl szarmazé sejteken.

2. Paclitaxel kezelés hatdsdnak vizsgdlata a tumordiagnosztikai radiofarmakonok
(®FDG, ''C-kolin, *™Tc-MIBI) felvételére MDR pozitiv és MDR negativ
tumorsejteken. Az BEDG, ''C-kolin, és a **"Tc-MIBI radiofarmakonok akkumulacigjat

befolyasold paclitaxel kezelés Pgp fiiggd és Pgp fliggetlen hatdsainak kimutatésa.

3. FDG-PET vizsgalatok kvantitativ kiértékelési modszereinek 6sszehasonlité analizise. A
gliilkdz metabolizmus meghatirozasara haszndlt harom legismertebb FDG-PET kinetikai

modell (Phelps, Patlak és SUV) kritikai elemzése.

A célkitiizés varhato tudomanyos eredményei

1. Noninvaziv dramlasi citometrids modszer a ham eredetli petefészek tumorok multidrog

rezisztencidjanak vizsgalatara.

2. Az alkalmazott kemoterapidnak a tumordiagnosztikai tracerek szoveti akkumulaciojat

modosito hatdsdnak ismerete pontosithatja a feldllitott PET, SPECT diagndzist.

3. Annak ismerete, hogy az egyszerlsitd eljardsokat alkalmazé kinetikai modellekkel
végzett kvantitativ FDG vizsgélatok eredményei mely agyi régidkban biztositanak az
1d6 és munkaigényes Phepls mddszerrel azonos eredményeket a kiilonbdz6 eljardsokkal
készitett FDG-PET diagndzisok 6sszehasonlithatosagat ill. gyors diagndzis felallitast

tesz lehetové.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A multidrog rezisztencia és kimutatiasa

2.1.1 ABC transzporterek

Az egyik legnagyobb és legjelentdsebb fehérje transzporter csalad az ABC csalad
(ATP binding cassette), melynek a prokariétdkban és az eukariétdkban egyardnt szdmos
tagja taldlhat6 meg. Az ABC transzporter fehérjék a sejtek plazmamembrinjdban, vagy a
sejtorganellumok membrdnjdban taldlhatok és kiilonbozd fizioldgids funkcidkat
szabdlyoznak, mint példdul a jelatvitelt, a mérgez0 anyagok kivéalasztisit és a sejtek
anyagfelvételét.

Jelenlegi ismereteink szerint a human genom 48 kiilonb6z6 ABC-transzporter
moekula génjét tartalmazza, ebbdl 24-r6l mutattdk ki, hogy olyan fizioldgids funkcidval
rendelkezik, amely kapcsolatba hozhaté velesziiletett human megbetegedésekkel (Dean és
mtsai. 2001, Dean €s Annilo 2005). A fehérjéket hét alosztilyba soroljak az ABCA-tdl az
ABCG-ig, az aminosav szekvencidk hasonldsigai szerint €s a kiilonbozé szerkezeti
egységek sorrendje, valamint nukleotid-k6t6 €s transzmembran doménjeik homologidja

alapjan.

2.1.2 Az ABCB alosztaly

Az ABCB alosztily négy teljes-transzporterbdl és hét féltranszporterb6l all. Ez az
egyetlen alosztily, melyben mindkét transzporter tipus megtaldlhaté. Az ABCB1/Pgp az
elsoként és egyben a legrészletesebben jellemzett human ABC-traszporter. A multidrog
rezisztencidért is felelossé tehetd fehérje elsddleges élettani funkcidja a szervezet védelme
a toxikus dgensekkel szemben.

A méjban taldlhat6 ABCB4 és ABCBI11 fehérjék szerepe a foszfatidil-kolin és az
epesok szdllitdsa. Mutdcidjuk kovetkeztében progressziv familidris intrahepatikus
kolesztazis alakul ki. Az ABCB2 és ABCB3 fehérjék az immunsejtek antigén-prezentacios
miikddésében jatszanak szerepet.

Az alosztilyba tartozd tobbi féltranszporter a mitokondriumban (ABCB6, B7, B8
és B10) vagy a lizoszémédban (ABCB9) fejezddik ki (Dean és mtsai.2001, Dean és Annilo
2005).
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2.1.3 Az ABCBI vagy P-glikoprotein

A daganatos betegségek kemoterdpids kezelésének egyik silyos problémdja a
kiilonbozd kemoterdpids szerek széles spektrumdval szemben fellépd szerzett, vagy
meglévd rezisztencia a ,,multidrog rezisztencia” (MDR). Kiilonféle, a multidrog
rezisztenciara jellemz6 efflux pumpék feleldsek a kemoterapids szerek hatékonysaganak
csokkenéséért (Borst és Elferink 2002, Glavinas és mtsai. 2004, Zhang és mtsai. 2005,
Kim 2005). Ezek a multidrog transzporter molekuldk kiilonféle tdmaddspontd és
szerkezetileg is eltérd citosztatikumok sordt képesek megkotni, és ATP hidrolizis
energidjat felhaszndlva a sejtekbdl eltdvolitani (Litman és mtsai. 2001, Dean és mitsai.
2001). Ily modon a kemoterapids szerek intracelluldris koncentracidja a letdlis szint ala
csokken és a kezelés hatdstalannd vélik, vagy olyan magas dézisu citosztatikus kezelést
tesz sziikségessé, amely a mellékhatdsok sulyosbodasat és a kezelés toleralhatosaganak

csokkenését okozhatja.

P-glikoprotein (Pgp)

Az ABC transzporterek szdmos tagja, kozottik az MDR1 gén kédolta Pgp -
fiziol6gids szerepe mellett - szamos, citosztatikumként alkalmazott drog transzportjdban
vehet részt (Raub 2005, Xia €s mtsai. 2005 Ambudkar és mtsai. 2006, Endres és mtsai.
2006).

A Pgp egy széles szubsztrat spektrumu transzport ATPaz, mely amfifil, lipofil
molekuldk sokasdgat, koztilk a daganatos betegségek kemoterdpidjaban alkalmazott
citosztatikumok tobbségét szubsztratként ismeri fel és képes a sejtekbol ATP hidrolizis
energidjanak felhaszndldsdval eltdvolitani (Sharom 1997, Krishna és Mayer 2000) (1.
dbra). A kereskedelemben haszndlt gydgyszerek kozel felér6l mara kimutattdk, hogy
Pgp szubsztrit vagy Pgp moduldtor is egyben. Ezért a gydgyszergydrak kozott
napjainkra konszenzus alakult ki azzal kapcsolatban, hogy a drog-Pgp kolcsonhatas
tesztelése egy Uj gyogyszer kifejlesztésénél az egyik legfontosabb feladat (Keogh és
Kunta 2006). A P-glikoprotein valdszinlileg sajat membran lipid kornyezetébdl koti
meg €s pumpdlja ki a hidroféb vegyiiletek igen széles spektrumat (1. dbra). A
szubsztratok gyakran kompetitiven vagy allosztérikusan befolydsoljadk egymads

kotodését, vagy Pgp altali transzportjat. Utébbi jelenség lehet6séget nyujt egy adott

11



szubsztrat pumpaldsanak megakadalyozasara (modulaci6 jelensége). A Pgp transzport

mechanizmusa még nem teljesen tisztazott.

Citoplazma 5)

&) s ey
@ Pgp szubsztratok: pl. antraciklinek, @ Kioldodds a membrdnbdol
vinca alkaloidok,
epipodophyllotoxinok

1. dbra. A P-glikoprotein mikddésének ,,hidroféb porszive” modellje: szubsztratjait
foleg a sejtmembranbdl, még a citoplazma elérése eldtt koti meg.

A P-glikoprotein gyakran fokozott mennyiségben taldlhaté meg a tumoros sejtek
felszinén, hiszen az ilyen sejtek szelekcids eldnyt élveznek a kemoterdpia sordn. A
tumorsejteken mas drog transzporter molekuldk is kifejezodhetnek, melyek csokkentik a
terapia hatékonysagat. Illyenek pl. az MRP1 (multidrug resistance protein) és a BCRP
(breast cancer resistance protein), melyek szintén a kemoterdpids szerek széles
spektrumat képesek a sejtekbdl eltavolitani. A Pgp detektdldsara sokféle monoklonalis
és poliklonélis antitestet fejlesztettek ki. Ezek koziil néhdny tn. konformdcids epitdphoz
kotddik, melyet a lineéris szekvencidban egymadstdl tdvoli aminosavak alkotnak. Ilyenek
példaul az MRK16, MM12.10 és UIC2 monoklondlis antitestek (Nagy és mtsai.2001,
Goda és mtsai. 2002, 2007).
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A 170 kDa molekula tomegli Pgp kiilonb6z6 kemoterdpas szereket képes a
koncentracié gradiens ellenében a sejtekbol eltavolitani, igy pl. az antraciklin
szarmazékokat, taxdn szdrmazékokat, topoizomerdz inhibitorokat, vinca alkaloidokat
stb. A Pgp funkcioja kiilonboz6 lipofil-amfifil anyagokkal gatolhaté vagy modulalhato,
mint pl. kalcium csatorna blokkoldkkal, calmodulin inhibitorokkal, szteroidokkal. A
leghatdsosabb Pgp gatlok a klinikai kiprobalds alatt is all6 cyclosporin A (CSA), az
SDZ PSC 833 (ciklosporin D szarmazék) és az SDZ 280-466 jelii peptid szdrmazék
(Hendrikse és mtsai. 1999). Ezen anyagok tobbségérdl kimutattdk, hogy a Pgp-t
expresszdlé sejtekben megnovelik a citosztatikumok intracellularis koncentracidjét.
Ennek legvaldsziniibb mechanizmusa a Pgp-vel val6é direkt kolcsonhatds, példdul
kompeticié a szubsztritokkal a kotodésért, mivel a moduldtorok gyakran
szubsztratokként is viselkednek.

Az 1. tdblazatban olyan Pgp pumpa szubsztratokat és blokkolokat mutatunk be,
amelyeknek klinikai relevancidja ismert (Endres és mtsai. 2006). Mivel a Pgp
molekuldk a normdl szovetekben, tobbek kozt a vékonybélben, az epeutakban, a vese
tubulusokban €s az agy kapillarisaiban is kifejez6dnek (Litman és mtsai. 2001, Dean és
mtsai. 2001, Vaalburg és mtsai. 2005, Endres és mtsai. 2006), a moduldtorok
alkalmazasakor a gyakran Pgp pozitiv daganatos szovet mellett a Pgp-t fiziologidsan
expresszalo szovetekben, ill. kornyezetiikben is valtozhatnak a Pgp szubsztratok
koncentracioi, nemkivanatos mellékhatdasokat okozva (Mechetner és Roninson 1992,

Mechetner és mtsai. 1997, Levchenko és mtsai. 2000).
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Szubsztratok

Analgetikumok H2-receptor antagonistdk Kardioaktiv szerek
Asimadoline Cimetidine Verapamil
[D-Penicillamine2,5]-enkephalin (DPDPE) Ranitidine Diltiazem

Tumor ellenes szerek Antigout szerek Digoxin
Vinblastine Colchicine Quinidine
Vincristine Bélmozgas csokkentd szerek Antihypertenzivumok
Paclitaxel Loperamide Losartan
Doxorubicin Antiemetikumok Atorvastatin
Daunorubicin Domperidone Immunszupresszorok
Epirubicin Ondansetron Cyclosporine A
Bisantrene Gombaellenes szerek FK506
Mitoxantrone Ketoconazole Tacrolimus
Etoposide Itraconazole Cortikoszteroidok
Teniposide Antihisztaminok Dexamethasone
Actinomycin D Fexofenadine Hydrocortisone

HIV proteéz inhibitorok Cetirizine Corticosterone
Saquinavir Diagnosztikai festékek Triamcinolone
Ritonavir Rhodamine 123 Antibiotikumok
Nelfinavir Hoechst 33342 Erythromycin
Indinavir Gramicidin D
Lopanivir Valinomycin
Amprenavir

Gétloszerek

1. generécios 2. generacios 3. generacios

Verapamil Dexverapamil LY335979

Nicardipine Emopamil GF120918

Quinacrine Gallopamil XR9051

Cyclosporin A Ro11-2933 0C144-093

PSC833 VX-710
VX-853

1. tablazat. A kiilonboz6 klinikai relevancidval rendelkezé Pgp szubsztratok és gatloszerek
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2.2 A Pgp klinikai jelentésége

A daganatok kemorezisztencidjanak megismerése az onkoldgia kutatdsok egyik
legfontosabb feladata. A tumorok kemorezisztencidja forditott ardnyban all a betegek
talélési esélyével, és ez a rezisztencia a kiillonbozd szerkezetli és hatdsmechanizmusu
kemoterapids szerek egész sordval szemben kialakulhat (Bush és Li 2002).

Egyes vizsgilatok szerint a kemoterdpidval kezelt daganatok tobb mint a fele
expresszdlja a Pgp-t, mely a betegség lefolydsa szempontjdbél mindenképpen rossz
prognozist jelent (Mechetner és mtsai. 1997, Trock és mtsai. 1997, Litman és mitsai.
2001).

Az MDR biokémiai és klinikai jellemzése nagy jelentoséggel bir, hiszen a
rosszindulati daganatok kezelésénél a kemoterdpia az egyik legfontosabb terdpids
eljaras. A tumoros megbetegedések egy részében, mint példaul a gyermekkori akut
leukémidk esetén, a kombindlt citosztatikus kemoterdpidval kitiné gydégyulasi
eredményeket lehet elérni. Sajnos a gyakrabban el6fordulé felndttkori daganatos
megbetegedések, pl. a tiidd, az emld a vastagbél vagy a gyomor rosszindulatd tumorai
esetén az intrinsic rezisztencia, vagy a gyogyszeres kezelést kovetden kialakulo, szerzett
rezisztencia kovetkeztében a daganatos szovet érzékenysége szamottevoen csokken és
igy a kezelés sokszor hatastalannak bizonyul (Holzmayer és mtsai. 1992, Gottesman €s
Pastan, 1993).

A diagnoézis felallitisakor kimutathaté MDR fenotipus rossz prognozist jelent,
mig ha a fehérje expressziéja nem mérhetd, az jé esélyt adhat a hosszd tava tilélésre.
Er6s Pgp expresszidt mutatnak azok a még kezeletlen tumoros megbetegedések, melyek
proliferdld szovetei fiziologids koriilmények kozott is kifejezik a fehérjét, igy pl. a vese,
a mdj, a bél daganatai, vagy a primer agytumor (Hamada és Tsuruo, 1986, Osmak 1993,
Jachez és mtsai. 1994, Itsubo és mtsai. 1994, Kawamoto és mtsai. 1997, Zhou és mtsai.
1999). Malignus hematoldgiai betegségekben mar felfedezésiitkkor magas Pgp
expresszids szintet taldltak, ami a kemoterdpidas kezeléssel, illetve a betegség
progresszidjaval tovabb fokozddott (Rochlitz és mtsai. 1992, Licht és mtsai.1994, Marie
és mtsai. 1996, Friedenberg és mtsai. 1999).

Eid és mtsai. (1996, 2000) a Pgp és MRP expresszidjat mutattdk ki

heretumorokban, utalva arra, hogy a Pgp expressziét mutatd betegcsoportok elérejelzése
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meghatiarozé lehet a kovetendd kemoterdpidra vonatkozéan. Mandoky és mtsai. (2004)
LRP (lung resistance protein) jelenlétét mutattdk ki csirasejtes here daganatokban
amelyet kedvezotlen klinikai prognoézisnak talaltak.

A nlOgydgyaszati daganatok esetében is a tumorok jelentds hanyaddban
kimutattdk az MDR jelenlétét (Holzmayer és mtsai. 1992, Arao és mtsai. 1994,
Bakelandt €s mtsai. 2000, Costa é€s mtsai. 2001, Materna és mtsai. 2004, Yakirevich €s
mtsai. 2006).

Szamos molekuldris bioldgiai (gén expresszié az mRNS szintjén), immunoldgiai
(a Pgp mennyiségének meghatdrozdsa) és funkciondlis megkozelitésii (festék
akkumuldcié mérése) eljarast dolgoztak ki a Pgp kimutatdsdra és/vagy az expresszid
mértékének megbecsiilésére. A legelterjedtebben hasznalt modszer valamely
fluoreszcens szubsztrét (pl. antraciklinek, rhodamin 123, verapamil-anal6gok, Hoechst,
fluo-3, calcein-AM) és egy inhibitor egyiittes alkalmazdsa. Igy kiilonb6zd
megkozelitésben hatarozhatdé meg a Pgp transzport-funkcidja, pl. a fluoreszcens
szubsztrat sejtekbe torténd akkumulaciéjanak, vagy kidramlasanak mérésével (Hollo és
mtsai. 1994; Broxterman €s mtsai. 1996; Homolya és mtsai. 1996, Sarkadi és Miiller,
1997; Karaszi és mtsai. 2001). Gyakran hasznalt fluoreszcencids eljards a rodamin 123
kidramlasanak mérésén alapul6 teszt a Pgp pumpa miikodésének vizsgalatara, bar ez
nem, illetve kevésbé alkalmazhat6 MRP1 és BCRP tipusi pumpa fehérjék esetén
(Litman és mtsai. 2001, Honjo és mtsai. 2001). A legtobb eldnyos tulajdonsiggal a
calcein-teszt rendelkezik, mely rovid és egyszeriien kivitelezhetd eljards, az intenziv
z0ld fluoreszcencia kénnyen mérhetd az dramldsi citometria segitségével, és az
intracellularis kornyezet nem befolydsolja a festék akkumuldcidjat vagy spektralis
tulajdonsagait (Homolya és mtsai. 1993, Homolya és mtsai. 1996, Kardszi és mtsai.
2001). Megfeleld revertdld 4gensek vdlasztisival az MRP1 kimutatdsira is
alkalmazhatd, mivel a calcein AM szubsztritja mind a Pgp-nek mind az MRP1-nek is
(Holl6 és mtsai. 1996).

A triciummal jelolt digoxin (Pgp szubsztrat) szintén biztatd in vitro és bizonyos
megszoritasokkal in vivo mddszernek tlinik a gydgyszerek terdpids koncentracidéjanak
megallapitasandl, és a drog-drog kolcsonhatidsok vizsgédlatandl a Pgp jelenlétében

(Keogh és Kunta 2006, Ambudkar és mtsai. 2006).
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A kiilonboz6 laboratériumok dltal kidolgozott, Pgp-t kimutaté tesztek
érzékenysége mas és mas, illetve az adatok és a betegség klinikai lefolydsa kozotti
Osszefiiggések altalanos és egységes interpretacidja is rendkiviil nehéz (Beck és mitsai.
1996, Broxterman és mtsai. 1996). Jelenleg nem all rendelkezésre olyan nemzetkozileg
is elfogadott és standardizdlt mddszer, amely egy egységes, ellentmonddsmentes
diagnézist add, akar Osszetett klinikai préba lenne (Noonan és mtsai. 1990, Marie és
mtsai.1997, Okochi és mtsai. 1997, Beck and Grogan 1997, Huet és mtsai. 1998).

A Pgp in vivo kimutatdsa jelenleg az érdeklddés kozéppontjaban dll. Az egyik
eredményekkel kecsegtetd teriilet a Pgp in vivo detektédldsdra, az izotéppal jelzett
ligandok, gyodgyszerek és Pgp szubsztratok felhaszndldsa a képalkotd diagnosztikdban
(Hendrikse és mtsai. 1999, Levchenko és mtsai, 2000, Marian és mtsai. 2003, Kurdziel
és mtsai. 2003, Vaalburg és mtsai. 2005). Erre a célra tobb PET és SPECT izotéppal
jelolt ligandot, gyogyszert allitottak eld, melyek kiprobdlasa a kiilonbozo tipusd
tumorokban expresszalt Pgp detektalasara jelenleg nagy eréfeszitésekkel folyik (Barbics
és mtsai. 1998, Pauwels és mtsai. 1998, Del Vecchio és mtsai. 1999, Luurtsema €s
mtsai. 2003, Kurdziel és mtsai. 2003, Higashi és mtsai. 2004, Vaalburg és mtsai. 2005,
Ambudkar és mtsai. 2006).

A citosztatikumok nagy része szubsztratja a Pgp pumpdanak, ezért a terdpia soran
célszerlien olyan Uj gydgyszerek haszndlatira lenne sziikség, amelyeket a Pgp nem
ismer fel. Az ez irdnyu torekvések sikere azonban kétségesnek tiinik a fehérje
szubsztrat-felismerd promiszkuitdsa ismeretében. Egy potencidlis mddszer lehet a
kemoterdpids dgens hordozé molekuldhoz valé kotése, melynek eredményeként az a
fehérje szaméra nem lesz felismerhetd, de megtartja citotoxikus tulajdonsagat és igy
hatdsos citosztatikumként hasznilhaté (Cheriff és Farquhar 1992, Thierry és mitsai.
1993, Pawlak és mtsai. 2000, Gottesmann és mtsai. 2002). Figyelemremélté kutatasi
eredményekrdl szdmoltak be Burchholz és mtsai. (2006), akik olyan citosztatikus
hormonanal6gokat (somatostotin, bombasin stb) szintetizdltak, amelyek eredményesen
hasznédlhatok a petefészek tumoros betegek kezelésére, a kemorezisztencia kialakuldsa
utdn is.

Bar a Pgp-szubsztrat kolcsonhatdsok in vitro tanulmanyozésa segitséget nyujt az
Uj drogok kifejlesztéséhez, az igy jellemzett inhibitorokra és szubsztratokra vonatkozé

adatok extrapoldldsa a huméan terdpia szinterére szamos megoldandé problémat vet fel.
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Mivel a Pgp az €16 szervezetben szamos fiziologids szereppel rendelkezik (bar Pgp
deficiens knock-out egereken végzett kisérletek szerint a funkciondlis Pgp fontos, de
nem feltétleniil 1étfontossagii védelmi szerepet lat el (Schinkel €s mtsai. 1993)), a
revertald agensek hatdsa nemcsak a daganatos szovetekben l€p fel, hanem az ép Pgp-t
expresszdld szovetek mikodését is befolydsolja, igy nem vart mellékhatdsokat okozhat.
Tovabbi kérdést vet fel, hogy a moduldtorok klinikailag hatékony ddzisa a szervezet
szdmdara még tolerdlhatd koncentracié-e. Szélesebb kort klinikai tapasztalat egyeldre
csak a modulatorok un. elsé generdcidjaval kapcsolatban van, mint példdul a verapamil
(VER), a diltiazem, ciklosporin A (CSA), vagy a kalmodulin gétlok. A fejlesztések alatt
all6 mdasodik generaciés szerek mar kisebb koncentraciéban is j6 Pgp modulétorok.
Ilyen igéretes revertdlé dgens a cyclosporin analég SDZ PSC 833, vagy a verapamil
analég R-verapamil, melyek alkalmazdsa esetén a tipikus mellékhatdsok
(immunszupresszid, kardiotoxicitds) kevésbé jelentkeznek. A legtijabb modulatorok mar
kifejezetten egy-egy meghatdrozott gydgyszer-rezisztenciaért felelds transzporter
gatlasara irdnyulnak, mint példaul a Pgp-re szelektiv és nagy affinitdsi reverzin
(Sharom és mtsai. 1999).

A multidrog rezisztencia legy6zésére elméletileg a Pgp monoklondlis antitestjei
is bevethetoek lennének. Elsdsorban azok az ellenanyagok lehetnének hatdsosak,
melyek a Pgp extracellularis epitdpjaihoz kotédve gatoljak a fehérje funkcidjat (Tsuruo
és mtsai. 1989, Pearson és mtsai. 1991, Mechetner és Roninson 1992, Nagy és mtsai.
2001, Goda és mtsai. 2002, 2007).

Bar a Pgp dltal megvaldsitott transzport-folyamatrdl egyre tobb informacidval
rendelkeziink, miikodésének részletes mechanizmusa még nem ismert. A fehérje
mikodése még feltdratlan mozzanatainak vizsgédlata hozzdjarulhat a gyogyszer-
rezisztencia kivédéséhez a klinikai gyakorlatban, pl. Gjabb, hatékonyabb és szelektivebb

revertald szerek kifejlesztésével.

2.3 A nogyogyaszati daganatok, kezelésiik és a multidrog rezisztencia

A ndgyogyaszati malignomak koziil a petefészekrak a negyedik leggyakoribb

daganatféleség, mely azonban rossz prognézisa miatt a mortalitds tekintetében az els6
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helyen all (Lehoczky és mtsai. 2005, Yakirevich és mtsai. 2006) A tumor hamar
szorddhat a hasiiregben, ilyenkor az en block sebészi eltavolitds 4altaldban nem
lehetséges (van der Burg 2001), azonban ekkor is a lehetd legteljesebb tumor redukciora
kell torekedni a primer miitét sordn, mivel ez a tdlélést alapvetden befolydsolja. A
daganat természetébdl adéddan a sebészi és kemoterdpids eljardsok kombindldsa hozhat
eredményt. Az epithelidlis tumorok esetén ma az els0 vonalban platina bazisd
kemoterdpids kezelést végziink (Carboplatin), Magyarorszdgon taxdn szdrmazékkal
(Taxol) kombindciéban. Az erre adott terdpids vdlasz szerint megkiilonboztetiink platina
szenzitiv, rezisztens ill. refrakter tumorokat. Amennyiben a daganat recidival masod- ill.
harmad-vonalbeli  kezelésekre is van lehet0ség, kiilonb6zé tadmadaspontd
gyogyszerekkel. (Hernadi és mitsai. 2000, 2001, 2003a). A kemoterdpids kezelés
eredményességének azonban jelentds akaddlya a betegek Oroklott vagy szerzett
multidrog rezisztencidja, ami az alkalmazott gydégyszerek csokkent szoveti
felhalmozddésat eredményezi (Schondorf €s mtsai. 2002).

A nemzetkozi kutatdsi eredmények azt mutatjadk, hogy a ndgyogydszati
daganatok jelentds hanyadidban megtaldlhaté a kemorezisztencat kivalto MDR gén
(Holzmayer és mtsai. 1992, Arao és mtsai. 1994, Bakelandt és mtsai. 2000, Costa és
mtsai. 2001, Materna és mtsai. 2004, Yakirevich és mtsai. 2006). Costa és mtsai. (2001)
méhnyakrdkban szenvedd betegeken vizsgaltdk tobb sejtszintli marker jelenlétét, koztiik
az MDRI1 gén expresszidjat is a neoadjuvans kemoterdpia eldtti és utdni biopszids és
miitéti mintdkbol. Mdr a kezelés eldtti mintdk is tobb mint 50%-ban mutattdk ki az
MDRI1 gént, és a kezelések hatdsdra ez az ardny tovabb ndétt. Tobb kozlemény is
beszamolt arrél, hogy a petefészek tumoros betegek szovettani vizsgélatai alapjan
kimutathat6, hogy a multidrog rezisztencidt okozé gén a tumorok egy jelentds
hanyadéban jelen van, ami a kemoterdpia hatékonysagat nagymértékben befolyasolja. A
vizsgdlatok alapjdn a petefészek tumorokban a Pgp, MRP1 és az LRP multidrog
rezisztencidért felelés pumpdk is expresszdlédhatnak (Kavallaris és mtsai. 1996,
Materna és mtsai. 2004, Yakirevich és mtsai. 2006). Kavallaris és mtsai. (1996) arrdl
szamoltak be, hogy a vizsgdlt 53 kezeletlen petefészek tumoros beteg mintdinak
harmadédban expresszdlédott az MDR1 gén. Ugyanezen mintdkban az MRP1 gént pedig
szinte mindegyik betegnél kimutattdk, bar a génexpresszid mértéke nagyon valtozott.

Baekeland és mtsai. (2000) azt allapitottdk meg, hogy a vizsgalt petefészek rakos
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betegek 47%-a volt Pgp pozitiv a kemoterdpiat megeldzden, és a Pgp pozitivitast
negativ prognosztikai jelnek taldltdk. Szintén beszamoltak arrdl, hogy tobb beteg a
kemoterdpia hatdsara valt Pgp pozitivva. Az ascites jelenléte és a Pgp pozitivitds kozott
szignifikans pozitiv korrelaciot taldltak.

Az ascites megjelenése a petefészek tumoros betegeknél a tumorok hasiiregi
implantacidjara €s rossz prognozisra utal (Shen-Gunther és Mannels 2002). A daganatos
betegségek esetén megjelend ascitesnek szamos oka lehet (Aslam és Marino 2001). A
tumorsejtek peritoneumon torténd implanticiéjdn, a szabdlyos sejt-sejt kozotti
kapcsolatok felbomlédsdn til egyes citokineknek is jelentds oki szerepe van, de a direkt
limfatikus blokdd vagy a tumorok neovascularizicéja kovetkeztében 1étrejovo fokozott
érpermeabilitds is szerepet jatszhat.

A hdm eredeti petefészek tumorok kemoterdpids kezelésére jelenleg
leggyakrabban alkalmazott gy6gyszerek platina bdzisu citosztatikumok €s a taxan
szarmazékok mellett a topoizomerdz inhibitorok €és a kiilonb6z6 anthrayclin
szarmazékok (Homesley és mtsai. 2002, Brooks és mtsai. 2004). A rezisztencia
kifejlodésének megeldzésére, vagy a kifejlodd rezisztencia lassitdsara a gyogyszereket
altalaban kombindltan, egyidejlileg alkalmazzdk. Fent emlitett gy6gyszerek a platina
alapdaktdl eltekintve hidrofob vegyiiletek.

A paclitaxel egy novényi eredetii, a Taxus Brevifolia kérgébdl izolalt diterpén
vegyiilet, mely a Pgp pumpa szubsztritja (Horwitz, 1992). Ez a petefészekrak els6
vonalbeli terdpidjaban alkalmazott természetes eredetli kemoterapeutikum, a sejtekben a
tubulin monomerek szabdlytalan polimerizacidjat okozva mikrotubulus stabilizécion
keresztiil fejti ki a hatdsat (Yusuf et al., 2003). A petefészekrdk kemotherdpids kezelése
mellett szdmos mds dagantban is hatékonynak bizonyult, igy nem kissejtes tiido-, eml6-,
higyhdlyag-, fej-nyaki- rdkok és melanoma malignum esetén. (Holmes et al., 1991;
Gregory and DilLisa, 1993; Yusuf et al, 2003). Bar a paclitaxel az egyik
leghatékonyabb kemoterapeutikum ezekben a tumorokban, sok beteg rezisztenssé valik
irdnta, €s a pacitaxel- platina kezeléssel elért remisszid utdn gyakori a relapszus.

Az MRP1 Kklinikai jelentéségérdl még kevesebb adat all rendelkezésre, de
bizonyos tumorok esetén (pl. akut mieloid leukémia, endometrium karcinéma,
petefészek karcinoma, stb.) valdszintsithetd a szerepe a citosztatikum rezisztencia

kialakuldsaban (Kavallaris és mtsai. 1996, Krishna és Mayer 2000, Litman és mtsai.
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2001, Borst és Elferink 2002, Ohishi és mtsai. 2002, Yakirevich és mtsai. 2006). A Pgp-
nek és az MRPI1-nek egyarant van fiziologids funkcidja is az emberi szervezetben. A
multidrug rezisztenciaért felelés Pgp és MRP1 pumpdk jelenlétének és miikodésének
kimutatdsa lényeges szempont a tumoros betegek kezelésének tervezésénél (Barbics és
mtsai. 1998, Pauwels és mtsai.1998, Del Vecchio és mtsai. 1999). Szamos in vitro
modszer ismert a Pgp és MRP1 fehérjék kimutatasara mRNS és protein szinteken. Ezek
a hagyomidnyos médszerek nem adnak informdciét a pumpa miik6désérdl, csupin az
expressziorol. A daganatos betegek terdpidjanak helyes megvélasztidsa szempontjabol
nagy jelentésége lenne a Pgp és MRPI1 pumpdk transzport kapacitdsianak in vivo
mérésére. Erre pl. a PET technika kivalo elvi lehetOséget biztosit (Hendrikse és mtsai.

1999, Marian és mtsai. 2003, 2005b. Vaalburg és mtsai. 2005)

24 Az in vivo tumordiagnosztikai radiotracerek akkumulacidja és a multidrog

rezisztencia

Az in vivo tumordiagnosztikdban jelenleg a PET a legfontosabb diagnosztikai
modszer (Rohren és mtsai. 2004, Fanti és mtsai. 2005, Weber 2005). Amennyiben a
PET a4ltal nydjtott tumordiagnosztikai lehetdséget felhasznalhatnank az MDR
kimutatdsara is, ez sokat segitene a terdpia helyes megvdlasztisdban. Erre a célra az
egyik lehetséges 1t pozitron emittidld izotoppal jelolt Pgp szubsztratok (verapamil,
colchicin, daunorubicin (DNR), stb.) eldallitasa (Hendrikse és mtsai. 1999, Levchenko
és mtsai. 2000, Kurdziel és mtsai. 2003).

A Pgp miikodésének kimutatdsara felhaszndlhatok azok a kemoterapidban
hasznélt gyogyszerek is, amelyek szubsztratjai a Pgp pumpdnak és megjeldlhetok PET
vagy SPECT izot6ppal (Hendrikse és mtsai. 1999, Kurdziel és mtsai. 2003). Ebben az
esetben a gydgyszer in vivo farmakodinamikai és farmakokinetikai tesztje mellett a Pgp
vagy MRP1 pumpa mikoddése is vizsgdlhatd. Egyszerisitené a vizsgélati protokollt, ha
a mar validalt PET és SPECT tumordiagnosztikai farmakonok (ISFDG, 11C—metionin,
"C-kolin, **™Tc-MIBI stb) kozott talalnank olyat, amely a tumor diagnézis mellett
informécidval szolgdlna a Pgp mukodésérol. Eldzetes kisérletek azt igazoltdk, hogy az
Pgp’ és Pgp sejtek eltérd mértékben halmoztak fel az egyes PET és SPECT izotépokat
(pl. ""FDG, *™Tc-MIBI, **"Tc-tetrofosmin), ami nagy valészintiséggel Pgp fiiggd
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hatdsnak bizonyult. Azt is kimutattdk, hogy ha a multidrog rezisztens €s szenzitiv
sejteket elOzetesen a daganatos betegek kemoterdpidjaban is haszndlatos Pgp
modulatorokkal, gydgyszerekkel kezelték, akkor szintén megviltoztak az egyes
tumordiagnosztikai radiofarmakonok akkumuléciés kinetikdi (Madridn és mtsai. 2003,
Marian és mtsai. 2005a,b,).

A tumordiagnosztikai tracerek akkumuldcidjdban bekovetkezett véltozasokért
felels élettani mechanizmusok jelenleg teljességében még nem ismertek egyetlen
esetben sem. A kemoterdpids szerek nagy valdszintiséggel MDR fiiggd és fiiggetlen
moédon is valtoztatjdk az in vivo tumordiagnosztikai tracerek akkumuldciéjit a
kiilonb6z6 tipust tumorokban. Mindezen hatdsok befolyasolhatjdk a helyes diagndzis
felallitdsat is.

A Pgp pumpa mukodése energiaigényes folyamat, az energidt a sejt az ATP
hidrolizisébdl nyeri. A pumpa mitkodéséhez kapcsolt fokozott energiafelhasznalas
megndvekedett BEDG felvétellel parosul (Mdrian és mtsai. 2003). Ezért pl. az BEDG
felvétel véltozasat megfeleld protokoll kidolgozasaval fel lehetne hasznédlni a multidrog
rezisztencidért felelds pumpdk transzport kapacitdsanak mérésére is. Az '*FDG a
leggyakrabban alkalmazott gliik6zanal6ég az in vivo PET tumordignosztikdban (Rohren
és mtsai. 2004, Weber 2005). Az BEDG-hez hasonléan a ''C-kolin szintén
felhalmozddik a daganatos sejtekben. A diagndzis alapja a rdkos sejtek megnovekedett
kolin metabolizmusaval fiigg 6ssze (Torizuka és mtsai. 2003, Rohren és mtsai. 2004,
Tian és mtsai. 2004). A ''C-metionin-PET vizsgilat alapja a tumorok megndvekedett
amonosav felvétele és fehérje metabolizmusa (Jager és mtsai. 2001). A 9MT¢-hexakis-
2-methoxybuthyl isonitrile (*™Tc-MIBI) ismert SPECT tumordiagnosztikai tracer. Ez
az egyszer pozitiv toltésti komplex molekula a citoplazma membranon atjutva a tumoros
sejtek negativ membranpotencidld mitokondriumaban halmozédik fel (Piwnica-Worms
és mtsai. 1995, Pauwels 1998). Azonban a **™Tc-MIBI szubsztritja is a multidrog
rezisztencidért felelés pumpdknak, ezért a felvétele- amennyiben a sejtek kifejezik a
Pgp-t- szignifikans csokkenést mutat. (Hendrikse és mtsai. 1999, Marian és mtsai. 2003,
Jekerle és mtsai. 2006).

Az egyes tumorokban taldlhaté sejtekben a multidrog rezisztencia nem minden,
vagy semmi alapon fejezddik ki, hanem a kiilonboz6 sejttipusokban, és egy sejttipuson

beliil is nagyfoku heterogenitds tapasztalhaté (Kostakoglu és mtsai. 1998). Az in vivo
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human SPECT vizsgdlatokban a *™Tc-MIBI felvételek egy dtlagolt akkumuldci6t
jelenitenek meg, amelyben sokszor elkenddnek (kidtlagolodnak) a kiilonbozd iranyud
hatdsok. Sok esetben az egyes tumorokban nem diagnosztizdlhaté egyértelmi
osszefiiggés a Pgp expresszié mértéke és a **™Tc-MIBI akkumuldcié szint kozott
(Kostakoglu és mtsai. 1998, Kinuya és mtsai. 2003), ami elsdsorban annak
tulajdonithaté, hogy a kiilonboz6 kezelések hatdsira bekovetkezett ° "Tc-MIBI
akkumuldciés viéltozasok Pgp fiiggd és Pgp fiiggetlen hatdsok ereddjeként jelennek
meg. Lényeges tehat a kiilonbdz6 ligandok hatdsat megvizsgélni a tumordiagnosztikai
radiofarmakonok (99mTc ~-MIB], "*FDG, "'C-kolin, stb) felvételére az MDR pozitiv és

MDR negativ tumoros sejteknél egyarant.

2.5 FDG-PET vizsgalatok kvantitativ analizise

A PET az él6 szervezetben lejatszodé biokémiai folyamatok vizsgélatira
alkalmas képalkoté eljards (Wahl 1996, Pauwells 1998 Emri és mtsai. 2003,
Dimitrakopoulou-Strauss €s Strauss 2006). A pozitron emissziés tomografids
vizsgdlatokban az in vivo szoveti glilkéz metabolizmus meghatirozasara altalaban
BEDG-t hasznélnak ugy, hogy meghatirozzdk ennek a glilkkézanalégnak az intravénds
injektalast kovetden kialakulé haromdimenzids szoveti eloszlasat. A vizsgdlomddszer
egyik nagy elonye, hogy eredményei kvantifikdlhatok, azaz valamilyen abszolut skalan
is kifejezhetdk. A hasonld vizsgélatok eredményeivel vald dsszehasonlitidst megengedd,
igényes, kvantitativ PET-vizsgdlatok sordn a radiofarmakon haromdimenzids
eloszldsinak meghatdrozdsa kizdrélag primér informéciénak tekinthetd, és
semmiképpen sem végcél, hiszen az adatgyljtés protokollja, és a radiofarmakon
eloszlasiat meghatdrozé egyéb feltételek laboratériumonként valtozhatnak, sét, ezek a
feltételek még ugyanazon laboratériumban kiilonbozd idékben végzett mérések sordn
sem azonosak tokéletesen.

Az "FDG-vel végzett kvantitativ PET-vizsgélatokban az elsddlegesen rekonstrudlt
radioaktivitds eloszldsi mintdzatokbol specidlis, ugynevezett tracer-kinetikai analizis

segitségével meghatirozzdk a szovetek mg foszforildlt gliik6éz/100 g szdvet/min
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egységekben kifejezett metabolitikus aktivitdsit (GMR), valamint az FDG transzportjat
meghatirozd, 1/min egységekben kifejezett kinetikai dllandok értékeit.

A gliik6z-metabolizmus kinetikai paramétereinek numerikus ismerete lehetové
teszi a kiilonb6z6 helyen és idoben végzett vizsgdlatok Osszehasonlitisit és nagy
segitséget jelent a tumoros folyamat malignus vagy benignus voltdnak
meghatdrozasiban, a pontos diagnézis felallitisiban és a terdpia meghatirozdsaban.
(Wahl 1996, Fukunaga és mtsai.1998, Rohren és mtsai. 2004, Fanti és mtsai. 2005,
Weber 2005). A tracer-kinetikai modelleknek nagy szerep jut a kiilénb6z6 tumorok
esetében alkalmazott terdpids eljardsok eredményességének megitélésében és a kezelés
utdn gyakran kialakulé hegszovetnek a rezidudlis tumortdl vald elkiilonitésében is
(Daemen €s mtsai. 1992, Fishman és Alpert 1993, Wu és mtsai. 1996, Romer és mtsai.
1998, Lucignani és mtsai. 2004, Dimitrakopoulou-Srauss és Srauss 2000).

Az FDG-PET-vizsgalatok eredményeként nyert radioaktivitas-eloszlas képeken
az egyes anatdmiai strukturdknak megfeleld, vagy egymadst6l funkciondlis
sajatossdgokban eltéré régiok jelolhetok ki, és meghatirozhatok a GMR, valamint a
gliikéz transzportnak a région belilli paraméter értékei. Ez az analizis tobb, egymastdl
Iényegesen kiilonbozo tracer-kinetikai eljards és matematikai modell alkalmazasaval is
elvégezhetd (Evans és mtsai. 1986, Hawkins és mtsai. 1986, Gambhir és mtsai. 1989,
Choi és mtsai. 1991, Schmidt és mtsai. 1991, Kim és mtsai. 1994, Hoh és mtsai. 1994,
Schmidt és mtsai. 1996, Wu és mtsai. 1996). Az eljardsok koziil precizitasaval
kiemelkedik a Phelps-féle legaltalanosabb modell (Phelps és mtsai. 1977, 1979). Ennek
az Osszetett modellnek a hasznélata rendkiviil id6igényes és specidlis mérési protokoll
alkalmazasat teszi sziikségessé, ezért kiterjedten alkalmaznak kiilonb6z6 megszoritd
feltételeken alapuldé egyszeriibb modelleket is. A két leggyakrabban haszndlt ilyen
eljaras az u.n. Patlak- (Patlak és mtsai. 1983, Patlak és Blasberg 1985) és SUV mddszer
(Woodard és mtsai. 1975).

Tobb kozleményben taldlhatok adatok tumorszovetek kiilonbozé mddszerrel
mért jellemzdinek Osszehasonlitdsarol (Hamberg és mtsai. 1994, Hoh és mtsai. 1994,
Keyes 1995, Haberkorn és mtsai. 1997, Fukunaga és mtsai. 1998, Romer és mtsai.
1998), de a fenti harom, leggyakrabban hasznélt modell szisztematikus Osszehasonlité

analizise ez iddig még nem tortént meg.
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3. Anyagok és médszerek

3.1 Anyagok

A sejttenyésztés soran és a kisérletekben alkalmazott vegyszerek tobbségét a
Sigma-Aldrich-tdl (St. Louis, MO) szereztiik be. A propidium jodid (PI), rodamin 123
(R123), daunorubicin, Alexa 488 GAMIG, Alexa 647 GAMIG a Molecular Probes-tdl
(Eugene, OR) szarmazott.

A Pgp szubsztratokbol, festékekbdl és sejtek kezelésére alkalmazott egyéb
anyagokbdl desztilldlt vizben (pl. VER, DNR, R123), etanolban (PI) vagy dimetil-
szulfoxidban (pl. cyclosporin A, paclitaxel) készitettiink torzsoldatokat. A kezelés sordn
az oldészerként adott etanol vagy dimetil-szulfoxid koncentracidja 1% alatt maradt és
minden estben ellendriztiik, hogy az oldészer nem befolydsolja-e a vizsgdlt paramétert.
A foszfat puffer séoldat (PBS) osszetétele: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 8 mM Na,HPOy,
és 3mM NaH,PO,4, pH=7.4 volt.

3.2 Sejtkultira

A kisérletekben A2780 huméan ovarium karcinéma sejtvonalat és doxorubicin
szelektalt Pgp-t expresszdlé valtozatat az A2780AD sejtvonalat, az NIH 3T3 egér
fibroblaszt sejtvonalat és annak a humdn MDRI1 génnel transzfektalt valtozatat, az NIH
3T3 MDRI1 G185 sejtvonalat valamint az Epstein-Barr virussal transzformalt JY humén
B limfoblaszt sejtvonalat hasznaltuk. A sejteket (a JY kivételével) DMEM (Dulbecco)
tenyészté folyadékban novesztettiik, 37 °C-on, 5 %-os CO, atmoszféraban, 95 %-os
paratartalom mellett. A tenyészt6 folyadékot 10 % inaktivalt fetdlis szarvasmarha
szérumot (FCS, Gibco), 2 mM glutaminsavat és 100 unitsml™ penicillin és 100 ugml'l
streptomicint tartalmazott. A Pgp-et expresszald sejtvonalakat 2 uM doxorubocint
(A2780AD) vagy 0.9 puM doxorubicint (NIH 3T3 MDRI) tartalmazé tidpoldatban
tartottuk fenn, és csak a felhaszndldsuk el6tt 2-3 nappal helyeztiikk at drog mentes
tenyésztd oldatba.

A JY sejteket RPMI-1640 tenyésztéfolyadékban novesztettiik, 37 °C-on, 5 %-os

CO, atmoszféraban, 95 %-os pératartalom mellett. A tenyésztd folyadék 10 % inaktivalt
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fetalis szarvasmarha szérumot (FCS, Gibco), 2 mM glutaminsavat és 100 unitsml’!

penicillint és 100 ugml™ streptomicint tartalmazott.

Sejtszeparalas

Az ascites folyadékot centrifugaltuk, majd a vorosvértestek ammoniumkloridos
lizélasat kovetden a sejteket PBS-ben mostuk, szdmoltuk és felhaszndldsig PBS + SmM
gliikéz oldatban taroltuk. A mddszer validdldsdhoz humén periférids limfocitdkat illetve
az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak humdn MDRI1 génnel transzfektalt
valtozatat, a NIH 3T3 MDRI1 G185 sejtvonalat hasznaltuk. A vizsgalatokhoz a DEOEC

Kutatdsetikai Bizottsdganak az engedélyével rendelkeztiink.

3.3 Aramlasi ciometrias mérések

Becton Dickinson FACS Calibur két 1ézerrel mikodé aramlasi citometert, (Ar
ion és He-Ne) és Becton Dickinson FACScan aramlasi citométert (Becton-Dickinson,
Mountain View, CA, USA) hasznaltunk a fluoreszcencia intenzitisok mérésére. Az
dramlasi citométeres adatokat BDIS CELLQUEST (Becton-Dickinson), vagy FloWin
(szerzOk: Dr. Emri M. és Dr. Balkay L.) programokkal értékeltiik ki.

A Pgp pumpa funkcigjanak vizsgalata fluoreszcens szubsztratokkal

A Pgp pumpa mikodését 1 vagy 2 uM R123, vagy 1 puM DNR szubsztrit
akkumuldcidjaval mértiik dramlédsi citométeren, Pgp blokkolok vagy modulatorok
jelenlétében, illetve hidnydban. A sejteket 10°ml™"  koncentriciéban, PBS+5mM
D-gliik6z oldatban eléinkubdltuk a ligandokkal (CSA, paclitaxel stb.) 36 C°-on, majd a
Pgp szusztratok hozzdaddsit kdvetden tovabbi 30 percig inkubdltuk. Ezt kovetden a
sejteket hideg PBS-el mostuk, centrifugaltuk, és a mérésig jégen tartottuk. Az dramldsi
citométeren 488 nm-en torténd gerjesztést kovetden a R123-at 540 nm-en (F11), mig a
DNR-t 580 nm (FI2) feletti emissziéval mértiik. A sejtek életképességét 30 ugml™ PI

hozzaadasaval mértiik a 620 nm (FI3) feletti fluoreszcencia intenzitas detektalasaval.
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A Pgp fehérje jelenlétének kimutatasa immunfluoreszcencias technikaval

Az MDRI1 gén expresszidjat nativ ill.- 1% formaldehid fixdlt mintidkon is
vizsgdltuk. A PBS-ben mosott sejteket (10’ sejt ml') UIC2 hibridéma sejtek
feliilisz6jabdl preparalt Pgp ellenes monoklondlis antitesttel (10 ugml™), vagy MM6.15
(M. Cianfriglia, Instituto Superiore di Sanita, R6ma) monoklondlis antitesttel (8 ugml'l)
inkubdéltuk 40 percig jégen PBS és 1 %-os marha szérumot (FCS) tartalmazé oldatban.
Maisodlagos antitestként FITC-RAMIG, Alexa 488 RAMIG vagy Alexa 647 RAMIG
jeloléseket haszndltunk (10 ugml™” koncentriciéban, 40 percig, jégen). Izotipikus
kontrollként nemspecifikus egér IgG2a antitestet (UPC10, Sigma-Aldricht, St. Louis,
MO) hasznaltunk.

Petefészek tumoros sejtek detektalasa

A petefészek tumoros sejteket CA 125 monoklondlis antitesttel azonositottuk,
amely a sejtekben nagymértékben expresszdlt tumorspecifikus antigént mutatja ki. A
sejteket (10° sejt) 40 percig inkubdltuk 100ul, a kereskedelemben forgalmazott,
elohigitott mAb CA 125 monoklondlis antitestet tartalmazé oldattal (mouse anti human
CA 125 IgG1, MCA1914H, Serotec Ltd., Kidlington, Oxford). Médsodlagos antitestként
Alexa 488 GAMIG-al inkubdltuk a sejteket IOugml'l koncentracioban PBS-ben, 40

percig.

A sejtek életképességének mérése PI fluoreszcens festékkel
A sejtek életképességének meghatdrozdsa PI fluoreszcens festékkel tortént
aramlasi citométeren, a 620 nm feletti emisszié mérésével. Az é16 sejtek nem veszik fel

a Pl-ot, mig a sériilt membranu sejtek sejtmagja intenziven jelolddik a festékkel.

DNS tartam mérése PI fluoreszcens festékkel

A sejteket 70 %-os etanollal fixaltuk, és felhasznaldsig -20 C°-on taroltuk. A
fixalt sejteket mostuk, PBS-ben felszuszpenddltuk és 100 pgml' RNA-ase
hozzédadésaval 30 percig 37 C°-on inkubdltuk, majd 50 ugml’1 PI festékkel festettiik.
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3.4 A fluoreszcens antitest jelolések vizsgalata konfokalis pasztazo lézer

mikroszkoppal

A membrinban expresszalt Pgp fehérje jelenlétét fluoreszcens antitest jelolés
utdn konfokdlis 1ézer pasztdizé mikroszképpal (Zeiss LSM 510) egyedi sejteken is
kimutattuk. A sejteket UIC2 és MMG6.15 elsddleges Pgp ellenes antitesttekkel jeloltiik.
Masodlagos antitestként FITC-RAMIG, Alexa 488 GAMIG vagy Alexa 647 GAMIG
specifikus antitestekkel, mig a sejtek sejtmagjat PI DNS interkalalodo festékkel jeloltiik.
A FITC és az Alexa 488 festékeket 520 nm—en, mig a PI-ot 620 nm felett detektaltuk.

Az Alexa 647 detektilasara 640 nm feletti vagosziir6t hasznéltunk.

Petefészek tumoros szovetek vizsgalata Pgp és petefészek tumor ellenes (CA 125)
antitestekkel
Immunfluoreszcencias és immunhisztokémiai jelolések

A formaldehid fixalt, paraffinba dgyazott petefészek karcindma mintdkbdl 3 uUM
vastag metszeteket vagtunk. A metszeteket deparaffindltuk és rehidratdltuk. Az
antigének feltdrdsa pepszines kezeléssel (0.1% pepszin 0.01 N sésavban, 10 percig
inkubdlva szobahdmérsékleten), vagy hdkezeléssel (nyomds alatt forralva) tortént, a Pgp
és a CA 125 antigének esetében is. A Pgp molekuldkat UIC2 mAb (10 pgml”
koncentracioban, 40 percig, PBS-ben), vagy MM6.15 mAb (8 ugml’1 koncentracidban,
40 percig, PBS-ben) antitestekkel jeloltiik, és masodlagos antitestként Alexa-GAMIG—
ot (Alexa-488-konjugdlt kecske anti egér Ig(IgG2a), F/P=6.2; Sigma-Aldrich, Budapest)
hasznéltunk.

A szerézus és endometrioid adenokarcindmdkbdl szdrmaz6 mintdkat CA 125
antigén kimutatasdval jellemeztiik, egér anti-huméan CA 125 antitest (IgG1; Serotec) és
Alexa 488 GAMIG jeloléssel. A mintdkat a fluoreszcens antitesttel torténd jelolés utan

konfokalis 1ézer pasztdzé mikroszkoppal (Zeiss LSM 510) vizsgaltuk.

3.5 Radiofarmakon akkumuliciés mérések
Radiofarmakonok eléallitasa
Az '®FDG és a ''C-kolin PET radiofarmakonokat a Debreceni Egyetem OEC

PET Centrumanak radiokémiai laboratoriumaban szintetizaltak, az BEDG-t a Hamacher
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és mtsai. (1986) dltal megadott médszerrel, a ''C-kolint pedig Pascali és mtsai. (2000)
altal kozolt médszer alapjan. A MIBI jelélése **™Tc izotéppal standard kit technikdval

tortént a Debreceni Egyetem Nuklearis Medicina Tanszék laboratériuméaban.

s s0e 2

A PBS-ben mosott sejteket 1x10° m1™ koncentraciéban 10 percig eléinkubaltuk
a ligandokkal (CSA, VER, paclitaxel, stb.) PBS és 5 mM D-gliikézt tartalmazé oldatban
36 C°—on. Ezt kivetden a mintidkhoz 5 pCiml™" "FDG-t, vagy 50 puCiml™" "'C-kolint,
vagy 5-10 uCiml™ *™Tc-MIBI-t adtunk. Az dgynevezett multitraceres vizsgalatokndl a
radiofarmakonokat és a fluorszcens szubsztritokat egyiittesen is alkalmaztuk. A sejteket
a radioligandokkal tovabb inkubdltuk a kisérletekben meghatarozott ideig, majd hideg
PBS-el blokkoltuk a tovdbbi radiofarmakon felvételt. A sejteket hdromszor mostuk
hideg PBS-ben és a radioaktivitdst kalibralt gamma szdmlaléval mértiikk (Canberra
Packard), 1 perces beiitésszdm gytiijtéssel, az PR g5 11C—érzékeny energia szinteken,
valamint a 99mTc—élrzékeny energia szinten. A bomlésra korrigalt radiofarmakon felvételt
beiitésszam perc'1 (10° sejt)’1 (cpm) egységekben szdmoltuk ki. Az eredményeket hdrom

fiiggetlen mérés -mérésenként harom ismétléssel- atlag + szords értékével jellemeztiik.

3.7 Kvantitativ "*FDG-PET vizsgalatokat kiértékelé médszerek dsszehasonlitasa

Dinamikus PET vizsgalatok

A kvantitativ PET-méréseket GE 4096 Plus egész test PET-kamerdval végeztiik
5 mm-es sugdrirdnyu felbontds és 6.5 mm-es rétegvastagsag mellett. A kamera axidlis
latdtere 103 mm, amelyen beliill 15 transzaxidlis metszet késziil el kozvetleniil. A
vizsgdlatokat a Debreceni Orvostudomdnyi Egyetem Kutatdsetikai Bizottsdgdnak az
engedélyével 5 egészséges személyen végeztiik el, akiknél a PET-mddszer, illetve az
egyéb vizsgalatok funkciondlis vagy strukturalis kdrosoddst nem mutattak.

Radiofarmakonként '®FDG-t haszndltunk. A farmakon radiokémiai tisztasiga 97
% folott volt, minimalisan 2 Cipmol” specifikus aktivitissal. A bolus injekci6
formdjaban (10 sec alatt, a jobb vagy bal vena cubitalisba) beadott aktivitds 0,15
mCi/testtomegkg volt 5 ml fiziologids soéoldatban. A PET-kamerdval torténd

adatgytijtést és a vérmintdk vételét az injektdldssal egyidOben kezdtiikk. A dinamikus
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PET-vizsgalatokban az egyes képeket a kovetkezd idorend szerint gyiijtottiik: tizenkét
0,5 perces, négy 1 perces, 0t 3 perces és hét 5 perces expozicid. Meghatirozott
idokozonként (az els6 5 percben 10, majd a tovabbi 55 percben még 15-20) vérmintat
vettiink a PET-vizsgalatokkal parhuzamosan, és a plazmaban meghatiroztuk a PET-
kamerdval Osszekalibrdlt gamma-szdmlalé segitségével (Szakall és mtsai. 1998) az
EDG radioaktivitdsat.

A képi rekonstrukcié sordn Hanning filtert alkalmaztunk, 4,5 mm
félértékszélességgel. A gyengitési korrekcid elvégzéséhez az BEDG injektdldsa elott
egy fliggetlen transzmisszids vizsgalatot végeztiink %Ge vonalforrdssal. Az agy gliik6z-
metabolizmusdnak a kvantifikdldsa harom-kompartmentes modell (Sokoloff és mtsai.
1977) alapjan tortént. A ROI-k (kitiintetett régid, region of interest) rajzolasat és az
TACT (ido6fiiggd szoveti aktivitds gorbe, time activity curve of the tissue) gorbék
eloallitasat egy VAX 4000 VLC munkadllomason az Image Display and Analysis 6.1
programmal végeztiik. A tracer-kinetikai allandok meghatirozasa a TACT és a
vérgorbéknek a MATLAB programcsomag segitségével torténd analizisével Silicon
Graphics INDIGO” munkadllomdson tortént.

Vizsgalati személyenként 115-130 ROI-t vizsgéltunk (2. dbra), amely mindossze
22-25 jol definidlhaté anatomiai teriiletnek felel meg, hiszen a legtobb anatémiai képlet
tobb metszetben is szerepel. A vizsgalt anatomiai struktirdk a kovetkezok voltak:
cerebellum®*; pons; thalamus; gyrus rectus®; corpus callosum; gyrus cinguli*; szeletek a
lobus frontalis*, lob. temporalis*, lob.parietalis*, lob. occipitalis* kérgi teriileteirdl;
capsula interna*; nucleus lentiformis*; nucl. caudatus*; cuneus*. A csillaggal jelolt
teriiletekbdl szimmetrikus elhelyezkedés miatt jobb €s bal oldalit kiilonboztettiink meg.
A humin agy 18FDG—PET—képén ezek a teriiletek konnyen elkiilonitheték és
egyértelmiien definidlhatok. Az egyes struktdrdk elkiilonitését az MR-vizsgalati képek
és a PET-képek egyiittes megjelenitése segitette (Emri €s mtsai. 1998). A hirom
kivdlasztott kvantitdl6 mddszer statisztikai Osszehasonlitdsat linedris korreldcids analizis
segitségével végeztik. A korrelacié josdganak leirdsdra a korrelacidos egyiitthatd

négyzetét (R?) az un. korreldciés determinanst hasznaltuk.
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2. abra. Egészséges emberi agyrdl készitett 18FDG—PET—kép, az 4altalunk hasznélt
régidkat piros kontirok hatdroljdk. A nagyobb mértékii szoveti '*FDG-felhalmozédast a
szinskala melegebb szinei (voros, sarga) jelolik, a hideg szinek kisebb mértéki
akkumuldciéra utalnak. Az dbra bal felsd sarkdban taldlhat6 16 kisméretli panel a
kamera 103 mm-es axidlis latéterén beliil elkészitett transzaxidlis metszetek mentén
mutatja a radiofarmakon eloszlést. Ezek koziil harmat nagyobb 1épték mellett mutatnak

be a nagyobb méretii panelek.

A vizsgalt matematikai modellek leirasa

A szoveti gliikoz-felhasznélés legdltalanosabb, Phelps-féle modellje a Sokoloff
altal leirt (Sokoloff és mtsai. 1977, Phelps és mtsai. 1979, Huang és mtsai. 1980)

harom-kompartmentes modellre épiil (3.4bra).
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3. abra. A szovetek gliikkdz- és FDG-felhasznalasanak harom-kompartmentes modellje

Ez utébbi modell szerint az injektalt FDG (ill. annak foszforilalt forméja) harom
kompartment kozott oszlik meg. A radiofarmakont a vaszkularis kompartmentbe
injektaljak. A masodik kompartment térben nem lokalizalhaté egyértelmiien, ez magaba
foglalja az intersticidlis teret, valamint az intracelluldris tér azon részét, amelyben a
gliik6zanalég foszforildlatlan formdban van jelen. A harmadik, Un. metabolikus
kompartmentet sem lehet koriilhatdrolni a hAromdimenzids redlis térben, ez a “virtudlis”
tér az intracelluldris tér azon része, amelyben a gliitkézanaldg az intracelluldris enzimek
altal foszforilalt formdban van jelen. Az FDG foszforilacidjat a hexokindz enzim végzi,
de az FDG-6-foszfdt a gliik6z-6-foszfattal ellentétben a tovabbi glikolitikus enzimeknek
mdar nem szubsztrdtja, dltaldban igen lassan defoszforildlédik, polaros jellege miatt a
lipid barrieren sem jut 4t, igy a sejtekben akkumuldlédik (Phelps és mtsai. 1977, Phelps
és mtsai. 1979, Reivich és mtsai. 1979, Hoh és mtsai. 1994). Az akkumulacié mértéke
aranyos a szoveti glilkéz-metabolizmus intenzitasaval.

Az 3. abran lathato allandok kozill k; az FDG-nek a vérb6l a szabad
intracelluléris térbe, azaz a szoveti kompartmentbe irdnyuld facilitalt transzportjanak a

sebességi dllanddja, k; az elleniranyu folyamaté, k; az FDG-foszforilacio, k4 pedig a
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defoszforilacio sebességi alland6ja. A Phelps-modell ezenkiviil egy vaszkularis faktor
paramétert is tartalmaz (Vp), amely lefrja, hogy a vaszkularis térben levé FDG-
aktivitisnak milyen hanyada jelenik meg szoveti aktivitasként a viszonylag gyenge
felbontoképesség miatt. Az FDG-metabolizmus sebessége (K) a kinetikai dllandokbol az
(1) Osszefiiggés alapjdn hatdrozhat6 meg.

K = k1k3
ky+k,

)

A szovetek gliikoz-hasznositdsa (GMRyy,) a glikkéznak a plazmdban mért Cpy
koncentricidja, az FDG sebességi alland6i és egy korrekcids faktor (LC:Lumped
Constant) segitségével hatdrozhaté meg (Phelps és mtsai. 1979, Reivich és mtsai. 1985,

Hoh és mtsai. 1994,) a (2) 06sszefiiggés szerint:
GMRalt = @ﬁ )
LC k,+k,

Az LC korrekcids faktorra az FDG és a gliikoz felhasznalasanak eltérd kinetikai
dlland6i miatt van sziikség. A fenti kompartmentek kozotti transzportfolyamatok
kinetikai allandéit a modellt leiré differencidl egyenletrendszer megolddsaval lehet
meghatdrozni. A megoldashoz, egyebek mellett, az sziikséges, hogy a vizsgilat sordn
tobbszoros vérvételre keriiljon sor (Schmidt és mtsai. 1991) és a szoveti radioaktivitds
idofiiggése is ismert legyen szamos, egymast kovetd expoziciobol.

A Patlak-médszer (Patlak és mtsai. 1983, Patlak és Blasberg 1985) alapfelvetése
az, hogy a szovetekben torténd defoszforilacié6 mértéke elhanyagolhatd, azaz a k,=0. A
tracer-kinetikai modell igy egyszeriisodik és az azt leird egyszerlibb egyenletrendszer
megoldasdhoz mar elegendd a linedris regresszids technika a harom nagysagrenddel tobb
szamitogép-processzoridot igényld nem-linedris regresszid helyett. Megoldasként az FDG-
hasznositds sebességének értéke (K) adddik, amibdl a szoveti gliikdéz-metabolizmus
mértéke GMRp, konnyen szamithatd, de a kj,...,ks sebességi dllandok értékeit ezzel a
modszerrel nem lehet meghatdrozni.

Az altalunk vizsgalt harmadik eljardsban (Woodard és mtsai. 1975) hasznélt SUV-
paraméter egy viszonyszdm, amely megmutatja, hogy a kivélasztott régidban mérhetd
aktivitds hdnyszorosa annak, amit a radiofarmakon feltételezett egyenletes szoveti
eloszlasa esetén mérhetnénk. Ehhez a médszerhez nem sziikséges a radiofarmakon vérben

mérhetd aktivitdsanak folyamatos mérése, elegendd, ha csupan a beadott Osszaktivitds, a
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testsuly és az altalunk vizsgélt régidban felhalmozddott aktivitds ¢; €s t, idopontok kozott

mérhetd mennyisége ismert. Egy régiéhoz rendelt SUV(t;, tp)-érték meghatarozasa a (3)

ROI aktivitds koncentrdcid(t,,t,)

Suv(,.1,)= 3)

beadott aktivitds / testsily kg

Osszefiiggéssel torténik, ahol a szadmlalé a kivalasztott régidban felhalmozddott aktivitas
koncentraciénak a (t;, t;) idGintervallumra szamitott 4tlaga. Egy ROI-t jellemzo SUV-
paraméter kiilonbdz6 iddintervallumokban gytijtétt adatokbdl is meghatdrozhato.
Vizsgalatainkban azt is analizdltuk, hogy a kiilonb6z8 médon definidlt SUV-értékek

kozott mennyire szoros a kapcsolat.

A szamitogépes szimuldcidk sordn a vérplazmaban mért FDG-aktivitds id6beli
véaltozédsat egy egészséges személyen végzett konkrét mérés eredményével (vérgorbe)
irtuk le. A Kki,....ks kinetikai allandékhoz szimulacids ciklusonként véletlenszertien
valtoz6 numerikus értékeket rendeltink. Az aktudlis, id6fiiggd, szoveti FDG-
felhalmozddast (TACT) a standard vérgorbe és az aktudlis kj,...,ks értékek alapjan a
MATLAB® program segitségével szdmoltuk. A TACT gorbébél egyszerii integraldssal
nyertiik az FDG-injektélast kovetd 40.-60. percek kozotti adatgylijtéshez tartozé6 SUV-
paramétert. Mivel a GMR-SUV, illetve a K-SUV korreldciok analizise teljesen
egyenértékli, a sebességi dllandok numerikus értékeibdl csak az FDG-hasznosités

sebességét (K) hataroztuk meg.
3.7 Az adatok feldolgozasa
A kisérleti adatok minimum harom fiiggetlen mérés dtlag és szords értékeit

tartalmazzak. Az adatokat Student t prébaval értékeltiik. A szignifikancia szintet p=0.01

értéknek vettiik.
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4. Eredmények

4.1 A Pgp pumpa expresszigjanak és miikodésének kimutatasa petefészek tumoros

betegek ascitesébdl szarmazo sejteken aramlasi sejtanalizatoros méréssel

Sejtek

A betegek ascitesébdl szdrmazd mintdkban a sejtkoncentraci 0.2-10x10° ml™
értékek kozott valtozott, az atlag 2.88+3.2x10° volt (n=35). Az anyagok és mddszerek
fejezetben ismertetett lizdldsos technikdt kovetden az ascitesbdl szdrmazd sejtek

életképessége 90 % folott volt.

A Pgp fehérje expressziojdnak vizsgdlata az ascites mintdkbol szdrmazo sejtekben

Az ascitesbOl szarmazé sejtpopulacidk koziil 2 populdcié mutatott kiillonbozd
mértéklt CA 125 pozitivitast. A populacidk az elére kisszogli fényszérasuk alapjan is
elkiilonithetok voltak. A fényszoras alapjan megallapithatd, hogy az ascites sejtek koziil
a nagyobb méretlieck mutattak a CA 125 pozitivitdst. Az 4. és 5. dbrdkon egy-egy
reprezentativ mintat mutatunk be az ascitesb6l szarmazé sejtekrol készitett konfokalis
mikroszkdpos €s fénymikroszkdpos felvételrdl. A sejteket (4.-5. dbra) CA 125 (a, zold
fluoreszcencia) és UIC2 (b, voros fluoreszcencia) antitestekkel jeloltiikk. Az dbrakon az
is lathat6, hogy az ascitesbdl szdrmazd sejtek nagy része pozitiv CA 125 jelolést
mutatott, és ezen sejtpopuldcidonak mintanként valtozé hanyada volt Pgp pozitiv.
Példaul, az 4. dbran lathatd, hogy amig a 14. sorszdmu minta ascites sejtjei pozitiv CA
125 jelolést mutattak (petefészek tumor ellenes antitest préba), addig ugyanabban a
mintdban, a sejteknek csak egy része mutatott Pgp pozitivitast (UIC2 antitesttel jeldlve).
Az é4bran az is lathatd, hogy az ascites mintdban levd sejtek nagyméretiiek (10 p-nal
nagyobbak). A 5. dbran taldlhat6 Osszes sejt hatarozott CA 125 pozitivitast mutatott, és
kisebb-nagyobb mértékben, de az UIC2 jelolés is pozitiv volt ebben a mintdban. A 6.
abran egy betegbdl szdrmazé ascites mintinak a CA 125 (FI1) és UIC2 (Fl4)

antitestekkel torténd egyiittes jeldlésének dot plot képe l4thato.
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4. abra. Reprezentativ felvételek a Pgp és a CA 125 expresszidjdnak bemutatdsira

ascitesbdl szarmazé sejtekben , (14. szdmu minta).

Az ascites sejteket szimultan jeloltiikk CA 125 ellenes elsddleges antitesttel és Alexa 488
GAMIG masodlagos antitesttel (a. zold fluoreszcencia), valamint UIC2 Pgp ellenes
elsddleges antitesttel és Alexa 647 GAMIG masodlagos antitesttel (b. vOros
fluoreszcencia). Az dbran lathat6 tovabba a sejtrol készitett faziskontraszt mikroszképos
transzmisszios kép (c) és a CA 125, a Pgp specifikus jelolések €s a faziskontraszt

mikroszkopos felvételek fuzionalt képe is (d).
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5. abra. Reprezentativ minta a CA 125 és a Pgp expresszidjdnak bemutatdsara ascitesbol

szarmaz0 sejteken (22. szdmu minta).

Az ascites sejteket szimultan jeloltiikk CA 125 ellenes elsddleges antitesttel és Alexa 488
GAMIG masodlagos antitesttel (a. zold fluoreszcencia), valamint UIC2 Pgp ellenes
elsddleges antitesttel és Alexa 647 GAMIG masodlagos antitesttel (b. vOros
fluoreszcencia). A felvételeket konfokdlis mikroszképpal készitettiilk. Az dbran lathaté
tovabba a sejtrol készitett faziskontraszt mikroszképos transzmisszids kép (c), valamint
a CA 125, a Pgp specifikus jelolések és a faziskontraszt mikroszképos felvételek

fuzionalt képe is (d).
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6. abra. Ascites sejtek CA 125 ellenes antitest és Alexa 488 GARIG (F11) és UIC2 Pgp
ellenes antitest és Alexa 647 GARIG (Fl14) parhuzamos jelolésének dramlasi citométeres
felvétele.

A petefészek tumoros betegek ascites mintdiban taldlhaté sejtekben a Pgp
fehérje expresszido mértékét UIC2 és MM6.15 Pgp specifikus antitest kdtodéssel mértiik
dramlési citométeren. Negativ kontrollként HPBL és JY humédn B limfoid sejteket
hasznéltunk. A Pgp expresszié mértékét tigy hataroztuk meg, hogy az antitesttel jelolt
sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitdsdnak mértékét normaltuk az izotipikus kontroll
atlagos fluoreszcencia intenzitdsdnak mértékéhez. Az igy kiszdmitott hanyadost R
értéknek neveztik. A Pgp pozitiv sejtpopuldcidhoz azok a sejtek tartoztak, amelyek
fluoreszcencia intenzitdsa nagyobb volt, mint az izotipikus kontroll csoporthoz tartozé
sejteké. A Pgp expresszié mértékét jelzd Ryvmeis €rték 2.0 és 18 kozott valtozott az
MMBS6.15 antitesttel jelolt mintdkban (4tlag és szérds: 8.6+4.3, n=35), mig az Ry
értéke 1.5 és 15 kozott valtozott (atlag €s szords: 6.6 £2.7, n=11). A Pgp pozitivast
mutaté sejtek %-os ardnya az MMG6.15 antitesttel torténd jeloléseknél 10 és 79 kozott
valtozott (atlag és szords: 38.9+£20.7, n=35), az UIC2 antitesttel torténd jelolésnél pedig
a Pgp pozitiv sejtek ardnya 14 és 70 kozott véltozott (atlag és szdras: 42+16.7, n=11).
Szoros korreléciot taldltunk az azonos mintdkhoz tartoz6 Rame.15 €s Ruica értékek kozott
(r=0.924, p=4.8x107). Hasonl6an szoros korreldciét taldltunk az egyes mintak MM6.15

(Yomme.15) €s UIC2 (%ourcz) pozitivitdst mutatd sejtek szdzalékos értékei kozott (r=0.992,
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p=2.13x107). A 7. dbrén két reprezenztativ UIC2 és MM6.15 antitestekkel jelolt minta

valamint az izotipikus kontroll fluoreszcencia hisztogramjat mutatjuk be.

A.
120,00
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7. dbra. Két reprezentativ, UIC2 és MM6.15 antitestekkel jelolt ascites minta valamint
izotipikus kontrolljaik fluoreszcencia hisztogramja. Az ,,A” minta a 8. sz. beteg, a ,,B”

minta a 26. sz. beteg ascitesébdl szarmazik.
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A Pgp pumpa funkcidjdnak vizsgdlata

A petefészek tumoros betegek ascitesébdl szarmazd sejtek Pgp pumpdjanak
muikodését R123 fluoreszcens szubsztrat felvételével vizsgaltuk, cyclosporin A Pgp
pumpablokkolé jelenlétében és hidnyaban.

A Pgp funkcidjanak vizsgdlatakor pozitiv kontrollként NIH 3T3 MDR1 G185
sejteket, mig negativ kontrollként NIH 3T3, JY és HPBL sejteket hasznaltunk. A Pgp
pumpa mukodését egy ardnyszdmmal jellemeztiik, amit Rrjys—nak neveztiink. Ezt az

Rri23 értéket ugy szamoltuk ki, hogy a CSA kezelt sejteken mért R123 fluoreszcencia

//////

e 2. 2

felvételét a MDR pozitiv sejtekben, és nem valtoztatta 1ényegesen azt, az MDR negativ
sejtekben. Ha ez az ardny (az Rgj23 érték) kozel egyenld volt 1-el, az azt jelentette, hogy
a vizsgalt sejtpopulacidéban a Pgp pumpa miikodése elhanyagolhat6. Amennyiben ez az
arany joval nagyobb volt mint egy, az azt jelentette, hogy a sejtpopulacidban a Pgp
pumpa expresszidja és pumpa milkodése nagymértékii. A Pgp pumpa mikodésére
vonatkozé vizsgdlataink eredményét az 2. tdblazatban foglaltuk 6ssze. Az Rgio3 érték az
MDR pozitiv (NIH 3T3 MDR1 G185) kontroll sejtpopuldciondl 8.1£3 volt (n=3). Az
eredeti, Pgp-t nem expresszal6 MDR negativ sejtvonalndl ez az ardny szignifikdnsan
alacsonyabb volt (1.1£0.05, n=3, p<0.0001). A 8. dbran az MDR pozitiv és negativ
sejtvonalak R123 akkumulaciéjanak mértékét mutatjuk be kontroll sejtek esetén és CSA
kezelés hatdsara.

A funkciés mérésekkel 6sszhangban, az Ry, érték (a Pgp expresszié mértéke)
75422 volt az MDR pozitiv sejtvonalnal, 1.08+0.1 az MDR negativ sejtvonalnal,
1.1£0.05 a JY sejtnél és 1.02+0.1 a HPBL sejtek esetében (n=3, minden esetben). A
NIH 3T3, JY és HPBL sejtek membranjdban nem expresszdlodott kimutathatd
mértékben a Pgp fehérje, és ezekben a sejtekben nem novekedett meg szignifikdnsan a

R123 Pgp szubsztrat felvételének mértéke a CSA kezelést kovetden.
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8. dbra. Az MDR pozitiv (MDR") (A) és MDR negativ (MDR") (B) sejtek R123

felvételének fluoreszcencia hisztogramjai kontroll sejtek esetén és CSA kezelést

kovetden.
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Az ascitesb6l szarmazé sejtes mintdkban R123  felvételilk alapjan
szubpopuldcidkat kiilonithetiink el. A CSA kezelt és kezeletlen sejtek R123
akkumulacié mértékének ardnya, az Rgjps érték 1.3 €s 2.8 kozott valtozott a vizsgalt
ascites mintakban (n=8, 2. Tablazat), de az egyes mintakon beliili szubpopuldcidkban az
Rrizz 1 és 5 kozotti értékeket mutatott. A 9. dbrdn ugyanazon ascites minta Pgp fehérje
expresszidjanak és a Pgp pumpa funkcidjanak parhuzamos dramlédsi citométeres
mérésének eredményeit mutatjuk be. A 9.A 4bra egy reprezentativ minta R123
felvételének fluoreszcencia hisztogramjat mutatja kezeletlen sejtek (folytonos vonal) és
CSA kezelést (szaggatott vonal) kovetéen. A hisztogram alapjdn két populdcidt
kiilonithetiink el. Az ascites mintdbdl szdrmazé sejtek mintegy 60%-dban
expresszalodott a Pgp pumpa és mitkodése kovetkeztében ennek a populdciénak a R123
felvétele kisebb volt, mint a Pgp-t nem expresszdlé populdciénak. Amennyiben CSA
blokkoloval a pumpa miikodését meggatoltuk, akkor ennek a kisebb fluoreszcencia
hisztogrammal jellemzett Pgp pozitiv sejtpopuldcionak a fluoreszcencia intenzitdsa
(R123 felvétele) a Pgp negativ szubpopulacié szintjére nétt meg. A 9.B &dbran
ugyanezen minta Pgp expresszidjanak mértékét mutatjuk be, MM6.15 Pgp specifikus
antitest jeloléssel. A funkciondlis vizsgalat eredménye szoros korreldciot mutatott a Pgp
expresszid mértékével (9.A és B dbrik).

A 10. abra egy masik beteg ascites mintdjabol szarmazd sejteken a Pgp
mukodésének (A) és expresszidjanak (B) mértékét mutatja be. Szintén erds korrelaciot
talaltunk a R123 felvételt és az MM6.15 pozitivitdst mutaté sejtek kozott (r=0.976,
p:3.2x10'5). A 11. dbran ugyanannak a mintdnak az ascites sejtjeir6l késziilt MM615
fluoreszcens jelolés és a PI fluoreszcens jelolés konfokalis mikroszképpal késziilt képei
lathatok. Az dbrdn bemutatjuk a sejtek transzmisszids faziskontraszt mikroszképos
felvételeit is.

Meghataroztuk az egyes ascites mintdk proliferdcids indexét és
Osszehasonlitottuk azt a Pgp expresszids ill. funkciondlis szintjével. Azt tapasztaltuk
hogy a mintar6l mintdra valtozé Pgp expresszids és funkciondlis kiilonbségek nem az

ascites sejtek kiilonbodzd proliferdcids szintjének a kovetkezményei.
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9. dbra. A 21. sz. minta ascitesébdl szarmazé sejtek Pgp expresszidjanak és a Pgp
pumpa miikodésének parhuzamos dramlési citométeres mérése.

A: Kontroll és cyclosporin A (CSA) kezelt sejtek R123 felvételének hisztogramjai.

B: MMB6.15 antitesttel és FITC-RAMIG masodlagos antitesttel jelolt sejtek valamint az

izotipikus kontroll fluoreszcencia hisztogramjai.
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10. abra. A 17. sz. beteg ascitesébdl szarmazo sejtek Pgp expresszidjanak és a Pgp

pumpa mitkodésének parhuzamos dramlési citométeres mérése.

A: Kontroll és cyclosporin A (CSA) kezelt sejtek R123 felvételének hisztogramjai.
B: MM6.15 antitesttel €s FITC-RAMIG masodlagos antitesttel jelolt sejtek, valamint az

izotipikus kontroll fluoreszcencia hisztogramjai.
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11. abra. Konfokélis fluoreszcens mikroszkop felvétel FITC-MM6.15 antitesttel (a) és
PI-al jelolt (b) ascites sejtekrdl. Transzmisszids fénymikroszkopos felvétel ugyanezen

mintardl (c), valamint fluoreszcens és transzmisszios képek fuzidja (d). 17. szdma

minta.
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Betegek Sejt Ruvmots | Pgp'sejt | Rrip | R123%sejt % | PI' %
Szama | koncentracio % 3
x 10°ml™! (MM6.15)
15 0.1 9 28 1.57 20 10
16 0.4 6 43 1.4 30 8
17 55 18 76 2.1 70 5
18 0.5 14 47 2.6 40 7
19 1 17 21 2 20 3
21 1.2 8 58 2.8 60 3
22 0.7 11 67 1.3 60 10
23 3.7 16 89 2.5 70 10

2. tablazat. Az ascites sejtek Pgp pumpa miikodésének és expresszidjanak vizsgalata.

A sejteket MM6.15 Pgp-specifikus antitesttel

szubsztrat felvételét. A Pgp expresszido mértékét az Rymme.is

jeloltik és mértik a sejtek R123

értékkel, a Pgp pumpa

mikodését pedig az Rgrioz értékkel jellemeztiik. MM6.15 antitest jeldlést és PI festést

kovetden meghatdroztuk a Pgp* sejtpopuldciot, valamint a PI" sejtek ardnyat.
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4.2 Paclitaxel kezelés hatasa a tumordiagnosztikai radiofarmakonok

s s0 2

A Pgp expresszios szintjének és mitkodésének meghatdrozdsa

A Pgp-t a fehérje extracelluldris epitopjdhoz kot6dé monoklondlis antitesttel
(UIC2) mutattuk ki indirect immunofluoreszcens technikaval. Az Ry, értékek rendre
2848, 1.1+0.1, és 1.1£0.2 voltak, az A2780AD, A2780 és JY sejtekre (dtlag + szoras,
n=3). A 12. dbrdn az A2780AD Pgp" (A) és A2780 Pgp (B) sejtek R123 felvételét
mutatjuk be a Pgp modulitor VER és CSA jelenlétében, ill. hidnydban. A R123
felhalmozddas a Pgp* sejtekben alacsonyabb, mint a Pgp™ sejtekben, mert a pumpa a
szubsztrat R123 jelenlétében aktivalodik és ez kisebb nettd influxot eredményez. Ha a
Pgp pumpa milkodését VER vagy CSA moduldtorral blokkoltuk, a Pgp" sejtekben a
R123 felhalmozdédas novekedett, mig a Pgp™ sejtekben nem véltozott szignifikdnsan.

Hasonlé eredményeket kaptunk egy masik Pgp szubsztit, a DNR haszndlatakor is.
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12. abra. Az A2780AD Pgp" (A) és A2780 Pgp (B) sejtek R123 felvételének

fluoreszcencia histogramjai a Pgp modulator VER és CSA jelenlétében ill. hidnyédban.

a: kontroll, b: 20 uM CSA, c: 50 uM verapamil.
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A paclitaxel hatdsa a tumordiagnosztikai radiofarmakonok felhalmozoddsdra rdkos
sejtekben

A 13. A dbran az A2780AD és A2780 sejtek '*FDG felvételének kinetikajat
mutatjuk be paclitaxel jelenlétében és hidnydban. Egy 6rds inkub4cid utin, az A2780AD
sejtek '*FDG felvétele 73%-al volt magasabb, mint az A2780 sejteké. Paclitaxel kezelés
a ""FDG felhalmozédast tovdbb novelte, mind az A2780AD mind az A2780 sejtek
esetében. Paclitaxel a humdan limfoid JY sejtvonalban is megndvelte a BEDG felvételt.
Amennyiben a JY sejteket 25, 50 vagy 75 uM paclitaxel jelenlétében 30 percig
inkubaltuk, a BEDG felvétel a sejtekben a kontroll (paclitaxel nélkiili inkubalas) 140,
160 ill. 170%-éara emelkedett.

A Pgp* sejtvonal #mTc_MIBI felvétele szignifikdnsan kisebb volt, mint a Pgp
pérjaé, jelezve, hogy a Pgp kipumpélja a **™Tc-MIBI szubsztritot a mutidrog rezisztens
sejtekb8l (13. B 4bra). Paclitaxel tobszordsére novelte a Pgp' sejtek 99me-MIBI
felvételét, de csak csekély mértékben novelte meg azt, az A2780 és JY Pgp-t nem
expresszalo sejtekben (14. dbra).

Az 3. Téblazat adataib6l lathatd, hogy a paclitaxel koncentracié fiiggd
mértékben megnévelte mind a Pgp* mind a Pgp™ sejtek ~“"Tc-MIBI felvételét, de a
novekedés a Pgp” sejtek esetében sokkal kifejezettebb volt. A paclitaxel 30 perces
inkubdcids id6 alatt nem valtoztatta meg szignifikdnsan egyik vizsgalt sejtvonal

(A2780AD, A2780 és JYsejtek) ''C-kolin felvételét sem.

Az A2780AD és A2780 sejtek R123, DNR, *™Tc-MIBI, ""FDG és ''C-kolin
felvételét a 3. Tabldzatban foglaltuk 6ssze. VER (50 uM) és CSA (20 uM) gyakran
hasznélt Pgp moduldtorok megnovelték az R123 és DNR felhalmoz6désat az A2780AD
Pgp"* sejtekben de nem vdltoztattdk meg azt az A2780 Pgp” sejtekben. A CSA teljesen
visszadllitotta, a VER pedig nem befolyésolta a Pgp* sejtek PMTe-MIBI felvételét. A
paclitaxel (70 uM) megnovelte a Pgp* sejtek 99MTe-MIBI felvételét (a kontroll érték
16x-oséra), és szintén novelte a Pgp™ sejtek 9mTe-MIBI felvételét de kisebb mértékben
(csak a kontroll kétszeresére).

A paclitaxel megnovelte, mind az A2780AD, mind az A2780 sejtek EDG

felvételét, azt sugallva, hogy ez a novekedés nem Pgp fiiggd hatds kovetkezménye.
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Aramlési citometrids méréseinkben a paclitaxel (25-75 uM) megemelte a Pgp® sejtek
R123 és DNR felvételét a kontroll 200 ill. 150%-ara, ugyanakkor lecsokkentette a Pgp
sejtek R123 és DNR felvételét a kontroll 80%-dra. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy a Pgp” sejtek megnivekedett R123 és DNR felvétele Pgp fiiggs. A
paclitaxel (10-70 uM) és CSA kezelések nem vdltoztattdk meg a Pgp™ és Pgp™ sejtek
"C-kolin felvételét. A VER kezelés egyardnt lecsokkentette a ''C-kolin akkumuléci6t a

Pgp* és Pgp sejtekben, ami azt mutatja, hogy a VER hatdsa Pgp fiiggetlen.
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13. abra. Az A2780AD (Pgp*) és az A2780 (Pgp) sejtek '*FDG (A) és **"Tc-MIBI (B)

felvételének kinetikdja paclitaxel jelenlétében és hidnyaban.
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14. dbra. Paclitaxel kezelés hatdsa epithelidlis petefészek tumoros sejtek **™Tc-MIBI

felvételére.

Proliferdcios rdta
Az A2780AD és A2780 sejteknek a sejtciklus kiilonbozo fazisaiban torténd
megoszldsa teljesen azonos volt (4. Téblazat), bizonyitva azt, hogy a Pgp pozitiv sejtek

magasabb energia felvétele proliferacids aktivitasbeli kiilonbségbdl nem szarmazhat.
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3.tabldzat. R-123, DNR, *™Tc¢-MIBI, '"®FDG és ''C-kolin akkumuldci6 dsszehasonlité vizsgdlata A2780AD és A2780 sejteken

Kezelés R123 felvétel a | DNR felvétel a |~ "Tc-MIBI felvétel | °FDG felvétel a | ''C-kolin felvétel
kontroll %-ban | kontroll %-ban | a kontroll % -ban kontroll % -ban a kontroll % -ban

A2780AD

CSA (20 uM) 2100 + 120" 550+ 15 1700 + 70 140 + 117 101 +3

VER (50 uM) 1200 + 63° 800 + 21 92 +7 145 + 12* 525"

Paclitaxel (10 uM) 180 + 10" 150+ 117 120+ 9 120 + 8 98 + 4

Paclitaxel (25 uM) 210+10" 1506 250+ 8" 130+ 11 102 +4

Paclitaxel (50 uM) 208 + 13" 150+ 117 1200 + 110 165 +20" 97 +6

Paclitaxel (70uM) 212+ 11" 150117 1600 + 130" 160 £20" 95 +7

A2780

CSA (20 uM) 108 £5 92 +6 180 £8 145 + 127 103 +3

VER (50 uM) 91+ 13 96 + 8 130 £7 92 +12 49+6"

Paclitaxel (10 uM) 86 +6 92+ 11 110 + 8 111 +38 97 + 4

Paclitaxel (25 uM) 80 +7 91 +6 1506 123 + 11 97 +5

Paclitaxel (50 uM) 83 +9 88 + 11 180 £ 15 140 + 12* 102 +6

Paclitaxel (70uM) 80 + 11 75+5 210+ 17" 145 + 17" 96 + 7

A sejteket 10 percig eldinkubdltuk CSA, VER és paclitaxel kiilonb6z6 koncentricidji oldataival. Ezt kovetden a mintdkat tovabb inkubdltuk 30
percig R123, DNR, #mTe-MIBI, "FDG vagy "C-kolin hozzdaddsival. A ligand felvételeket a kontrollhoz viszonyitott %-os valtozdsokkal

jellemeztiik. Az adatok harom fiiggetlen mérés atlag + szérds adatait tartalmazzak. Szignifikancia szintek a kontrollhoz viszonyitva: *p<0.001,
sk #
p<0.01, "p<0.05,
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4. tablazat. A2780AD és A2780 sejtek megoszlédsa a sejtciklus kiilonb6zd fazisaiban.

Sejtciklus fazisai A2780AD sejtvonal A2780 sejtvonal
(% -os megoszlas) (%0-0s megoszlas)

Gl 515 53£3

S 22+2 21£3

G2+M 27+ 2 26£3

Az adatok hat fiiggetlen mérés atlag + sz6érds adatait tartalmazzak.

4.3 FDG-PET vizsgalatok kvantitativ értékel6 modszereinek osszehasonlitasa

Ot egészséges kisérleti személy harom kiilonboz8 médszerrel meghatédrozott agyi
gliik6z-hasznositasi jellemz6i kozotti 0sszefiiggéseket vizsgaltuk korreldcids analizissel.
Az Ssszehasonlitds alapjat az 6t fiiggetlen analizisb6l szdémolt R korreldciés egyiitthaték
értékei képezték, amelyek utalnak az egyes moddszerek kozotti azonossdgokra, illetve
eltérésekre. A 15.-17. abrdk mindegyikén egyetlen vizsgdlati személy adatait felhasznalva
mutatjuk be az 0Osszehasonlitand6 mennyiségek kapcsolatit. Hasonlé dbrakat ill.,
szamitdsokat nem célszerli az Osszes vizsgélati személy adatainak felhaszndldsival
késziteni, ill. elvégezni, mert a személyek szerinti dtlagolds torzitand a kiillonbozo
modszerekkel meghatirozott SUV, GMRy, GMRp, értékek kapcsolatat.

Elséként megvizsgaltuk a kiillonbozé agyi teriiletek 40.-60. percek kozotti
adatgylijtésbol szarmaz6é SUV-értékeinek kapcsolatit ugyanezen teriiletek mas idérend
szerint meghatarozott SUV-értékeivel. Ezek a paraméterek nagyon szoros korreldciot
mutattak egymadssal, fliggetleniil attdl, hogy a bolus injekcié beaddsat kovetd 40. perc
utdin milyen iddintervallumbdl nyert adatokbdl szamitottuk azokat. A regresszids
analizisb8l nyert R>=0,999 alapjan megallapithat6, hogy az FDG-akkumuldciét a 40. perc
utdni barmely SUV-érték egyformén jol jellemzi. A SUV- és a tobbi mddszer kozotti

Osszehasonlitdshoz a tovdbbiakban a 40.-60. percek kozotti adatgylijtésbol szdrmazod
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SUV-értékeket hasznaltuk fel, hangsilyozva, hogy a kapott eredmények a nagyon szoros
korrel4cié miatt a 40. perc utdni tobbi SUV-értékekre is érvényesek.

Az egyes agyi struktirdk altaldnos modellel meghatdrozott GMRg-értékeinek
fliggvényében dbrdzolva ugyanezen teriiletek 40.-60. percek kozotti adatgyiijtésbol
szarmaz6 SUV-értékeit szembedtld, hogy a nagy aktivitdsi régidk esetén ez a két
mennyiség nagyon jo korreldciét mutat (15. dbra), van azonban néhédny agyi teriilet,
elsésorban alacsony aktivitast régidk, ahol kevésbé j6 a korreldcié. Osszességében a
SUV-moédszerrel meghatarozott értékek kielégitd korrelaciét mutattak az &ltaldnos
modszerrel meghatdrozott legpontosabb értékekkel, amit a korreldciés determindns
magas értéke (R?=0,92) tamaszt ald. Hasonl6 eredményt kapunk (R*=0.90), ha a régiok
altalinos moddszerrel ~meghatdrozott GMRy-értékei és ugyanezen teriiletek
Patlak-mo6dszerrel meghatdrozott GMRp,-értékei kozotti Osszefiiggést vizsgaljuk. A
régiok  Patlak-modszerrel  meghatdrozott GMR-értékeinek  ugyanazon  régidk
SUV-értékeivel vald osszehasonlitdsa szoros korreldciéra utal R?=0,96 értékkel (16.
abra). A korreldci6 mindhdrom esetben egyardnt jé és mindig a nagy aktivitdsd régiok
azok, amelyeknél ez az atlagosndl is szorosabb, a kis aktivitdsu régiokndl pedig kevésbé
SZOrOS.

Akar a Patlak-, akdr a SUV-moédszerrel meghatéarott gliikéz felhasznalést
hasonlitottuk 0ssze a Phelps-féle éltalanos modell alapjan meghatarozott értékekkel, a
regresszids egyenesre legkevésbé illeszkedd pontok ugyanazon régidkhoz tartoztak,
nevezetesen: corpus callosum, cerebellum l.u., capsula interna l.u., gyrus rectus L.u., pons.
A kovetkezOkben az FDG-t legkevésbé halmozé nyolc régidra és a tobbi régidra kiilon
hatdroztuk meg a korreldciét jellemzo regresszids koefficiens (R), illetve négyzetének
értékét. A Phelps-féle altalanos és Patlak-mddszerrel meghatarozott GMR-értékek kozotti
kapcsolatra az FDG-t gyengén halmozé nyolc régié esetén igen gyenge korrelaciét
(R*=0,07) kaptunk, az FDG-t viszonylag jobban halmozé régiok esetén pedig szoros
korreldciéra utalé, magas korreldcids egyiitthat6 érték (R*=0,98) adédott.

A SUV- és az Phelps-mdédszer Osszehasonlitisa sordn az el6zéekhez nagyon
hasonl6 képet kaptunk. Lazabb volt a két modszerrel meghatarozott GMR-értékek kozotti
kapcsolat (R2:0,26) az FDG-t kevésbé halmoz6 régidk esetén (17A. dbra) és szorosabb
(R2=O,98) az FDG-t nagyobb mértékben halmozo régiok esetén (17B. dbra).
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Az 0t vizsgalati személy adataibol szdmolt korreldciés egyiitthatokat az S.
tdblazatban foglaltuk Ossze. JOl 1dthatd, hogy a hdrom mddszernek a 15.-17. reprezentativ
dbrdkon dokumentélt kapcsolata — az R* értéke - a vizsgélati személyek mindegyikénél
hasonlé.

A 18. dbra szemlélteti, hogyan valtozik az egyes régiokhoz meghatdrozott Phelps-
féle 4ltalanos €s a Patlak-mddszerrel meghatarozott GMR-értékek szazalékos kiillonbsége
a ky sebességi allandd, vagyis a defoszforilici6 mértékének fiiggvényében. A pontokra
illesztett fiiggvény alakja vizsgdlati személyenként véltozik, de mindig monoton
novekvo. A tengelymetszet minden esetben kiilonbozik nullatdl, ami arra utal, hogy a két

modszer dltal meghatarozott GMR-értékek kozott k,=0 esetén is jelentds a kiillonbség.

Szimuldcios vizsgdlatok

TACT-gorbéket szimuldltunk olyan feltételek mellett, hogy a kinetikai dllandék
értékeit véletlenszertien generdltuk a k;= 0.243-0.846, k, = 0.78-0.981, k3 = 0.101-0.005,
és ks = 0-0.016 intervallumokon beliil, egyenletes eloszlés feltételezésével. A valasztott
intervallumhatarok az egészséges és a melanoma attéttel infiltralt majszovet allandoit
reprezentdljak (Wu és mtsai. 1996).

A 19. A 4bran bemutatjuk a 10000 szimulacids ciklusban nyert SUV-értékeket az
FDG metabolikus sebesség fiiggvényében. Erdekes, hogy ha k;=0,1 és k4=0 rogzitett
értékek mellett megengedjiik, hogy k, és k3 egyidében és egymdssal azonos ardnyban
valtozzon a k;=0,138-0,129, illetve a k3=0,027-0,062 intervallumhatarokon beliil, gy
novekvo K értékekhez csokkend SUV-értékek tartoznak (19. B abra).
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15. édbra. A régionként meghatirozott SUV-értékek ¢és az dltalinos mdoddszerrel

meghatarozott GMR4-értékek korrelacidja.
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16. dbra. A régidk Patlak-mdédszerrel meghatarozott GMRp,- és SUV-értékeinek

korrelécidja.

57



24

224

20 1

18 1

SUvV

16+

144

1,2

R*=0.26

2,0

3.6

25 3,0

35 4,0 45 50 55

GMRy; [mg/100g/min]

6,0

6,5

7,0

34 1

3.0 1

28 1T

SUvV

2.6 T

24 4

22T

2.0

5.0

5.5

6.0

6.5 7.0 7.5 8.0

GMRy; [mg/100g/min]

8.5

9.0

9.5

17. abra. Az FDG-t kisebb (A) és nagyobb (B) mértékben halmozé régidkhoz tartozo

SUV-értékek és a Phelps-mddszerrel meghatarozott GMRg-értékek korrelacioja.
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18. abra. A régiok

szazalékos kiilonbsége a ky sebességi dllando fiiggvényében.
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19. dbra. A SUV és a K-paraméterek korreldcidja 10000 szimuldcids ciklus adatai alapjan

(A). Példa a SUV és K-paraméterek negativ korrelacidjara kiillonbozo ky,....ks kinetikai

allanddval szimuldlt TACT-gorbék esetén (B).
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RZ
Vizsgalati
GMRy,- SUV GMRg- GMR ¢ SUV-GMR 4
személy . . .
) ROI csoport | ROI csoport|Osszes ROI | ROI csoport | ROI csoport | Osszes ROI. | Osszes ROI
sorszama
L IL. L. II.
1. 0.26 0.98 0.92 0.07 0.98 0.90 0.96
2. 0.32 0.97 0.93 0.11 0.94 0.93 0.96
3. 0.41 0.96 0.93 0.25 0.95 0.95 0.98
4. 0.57 0.95 0.96 0.35 0.92 0.95 0.98
5. 0.44 0.96 0.94 0.26 0.97 0.93 0.97

5. tdbldzat. Harom kiilonb6z6 modszerrel szamolt gliikoz-hasznositds jellemzd (SUV, GMRg, GMRp, ) kozotti korreldcios

determinéns (R?) értékei vizsgalati személyenként. Az R? értékeit kiilon-kiilon is meghataroztuk az FDG-t gyengén (ROI csoport I.) és

jobban halmozé régié csoportokhoz (ROI csoport I1.), valamint az 6sszes régidra vonatkozéan (6sszes ROI)
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5. Megbeszélés

5.1 A Pgp pumpa expresszidjanak és mikodésének kimutatasa petefészek tumoros

betegek ascitesébdl szarmazo sejteken

A tumor mintdkban 1évé multidrog-rezisztens sejtek felismerése €s karakterizdlasa
fontos klinikai paraméter. El6 sejteken az dramldsi citometria a legmegfelelbb eljaras a
fluoreszcensen jelolt Pgp jelenlétének és funkcidjdnak kimutatasdra. A Pgp miikodését
nyomon kovethetjik és mérhetjiik fluoreszcens szubsztratok intracelluldris
felhalmozdédasanak meghatarozasaval. Ilyen szubsztrat példaul a rodamin 123 (Homolya
és mtsai. 1996). Ez idaig szdmos fluoreszcens modszert dolgoztak ki a multidrog
rezisztens és multidrog szenzitiv sejtek felismerésére és elkiilonitésére (Feller €s mtsai.
1995, Homolya és mtsai. 1996, Holl6 €s mtsai.1998, Kardszi és mtsai. 2001) azonban
egyikiik sem foglalkozik petefészek tumoros betegek ascitesébdl gytijtott malignus sejtek
vizsgélatdval.

Munkédnkban el6szor szamolunk be egy olyan klinikai vizsgalatsorozat
eredményérdl, amely a petefészekrakos betegek ascitesébdl gytijtott sejtekben kifejezett
multidrog transzporterek kimutatdsdval és funkcidjanak vizsgélataval foglalkozik.
Eredményeink kiilonb6z6é szintli Pgp expressziét mutattak az ascites sejteken. A Pgp
pozitiv sejtek ardnya 10% és 79% kozott mozgott. Hollo és mtsai. (1998) szintén
beszamoltak humdn MDR/Pgp és MRP1 immunolégiai kimutatdsarol és funkcidjanak
vizsgdlatarél. Ok kiilsé és belsé epitdpokhoz kotddd fluoreszcensen jeldlt antitestet
hasznaltak a Pgp kimutatdsara és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az MDR ellenes
kiils6 epitopokhoz kotddd antitestek (UIC2 és MKR16) messze feliilmuiljdk
érzékenységiikben a belsd epitépokhoz kotdédo antitesteket. Mi kisérleteinkben szintén
kiils6 epitopokhoz kotédé UIC2 és MMG6.15 antitesteket hasznédltunk. Megvizsgalva
szamos beteg ascitesébdl szarmazé sejteket, amelyekben a Pgp szint tdg hatdrok kozott
valtozott, a két antitesttel vald jeloléssel meghatdrozott értékek kozott szignifikdns

kiilonbséget nem tapasztaltunk.
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Meghataroztuk a proliferacids indexet és dsszehasonlitottuk azt a Pgp expresszids
ill. funkciondlis szintjével. Azt tapasztaltuk hogy a mintar6l mintdra valtozé Pgp
expresszids €s funkciondlis kiilonbségek nem a sejtek kiilonb6zd proliferdcids szintjének
a kovetkezményei.

Egyedi sejteken fluoreszcens digitdlis képalkotdsi technikdt haszndlva is
kimutattuk a Pgp jelenlétét. Azonban, amig az egyedi sejteken torténd mikroszképos
mérések nagyon idoigényesek, a szintén egyedi sejtek mérésére alapozott
extracellularisan kotodo fluoreszcens antitesteket haszndlo dramlési citometrids technika
igen rovid id6 alatt biztosit kivdlo lehetdséget a Pgp jelenlétének és funkcidjanak
vizsgdlatdra. A nagyszamu sejten végzett vizsgdlat tovabbi elOnye a biztos statisztikai
feldolgozhatdsag. Ezért bar egyedi sejteken szintén lehetséges a Pgp mikroszképos
kimutatdsa, mi azt csak mint egy hasznos tovdbbi mddszert javasoljuk, specidlis
esetekben. Tanulmdnyunkban kival6 korrelaciérol szamolunk be a Pgp expresszidja és a
multidrog rezisztencia szintje kozott, extracellularis immunjelolést és a CSA éltali Pgp
pumpa gatlds technikdjat alkalmazva. Ez utébbi megakadalyozza a R123 intracellularis
koncentraciéjanak a Pgp miikodése miatt torténd lecsokkenését.

Az R123 szubsztratja szamos ABC transzporternek, igy a Pgp-nek de az MPRI1-
nek és a BCRP-nek is. Az azonban nagyon valdszinli, hogy az immunofluoreszcens
jeloléssel kimutatott Pgp a legfobb oka a funkciondlis assay-ben tapasztalhatd, (CSA-val
blokkolt Pgp mukodés miatti) R123 falhalmozddasnak. Ezt a véleményiinket az is
alatdmasztja, hogy a R123-at csak azok a mutins BCRP-t expresszalo sejtek tudjak
kipumpadlni, amelyekben glycin vagy treonin van a 420 pozici6jui arginin helyén (Honjo
€s mtsai. 2001), valamint az, hogy a MRP R123 transzportja tizszer kisebb mint a Pgp-€.
Valamennyi vizsgdlt betegiink kemoterdpids kezelésben részesiilt az ascites mintak
gyljtését megeldzden. Baekeland és mtsai. (2000) arrél szdmoltak be, hogy petefészek
rakos betegeinek 47%-a volt Pgp pozitiv a kemoterapiat megel6zden és a Pgp pozitivitast
negativ prognosztikai jelnek taldltdk. Szintén beszdmoltak arrdl, hogy tobb beteg a
kemoterdpia hatdsara valt Pgp pozitivva. Az ascites jelenléte €s a Pgp pozitivitds kozott

szignifikdns pozitiv korrelaciot talaltak (p=0.013).
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Jelen eredményeink alapjan dgy véljiikk, hogy az itt ismertetett modszer az
MDRI1/P170 medialt multidrog rezisztencia kimutatdsdra malignus petefészek tumoros
betegek ascitesébdl, hasznos informdciokkal szolgdlhat a betegség kezelésére hasznélt

kemoterdpias protokoll kivalasztasdhoz.

5.2  Paclitaxel kezelés kiilonboz6 moédon befolyasolja a tumordiagnosztikai

s 2

Bar jelenleg igen intenziv kutatdsok folynak a kemoterdpidban haszndlt drogok
hatdsmechanizmusdnak, azok mas drogokkal valé interakcidjanak, ill. az elleniik vald
rezisztencia kialakuldsdnak vizsgdlatira (Shin és mtsai. 2003, Ferlini és mtsai. 2003,
Horowitz és mtsai. 2004, Choi és Li 2005, Varma és Panchagnula 2005), a paclitaxel
kozvetlen hatdsat a tumordiagnosztikai radiofarmakonok akkumuléci6jara a Pgp* és Pgp”
sejtekben még nem vizsgaltak.

Kimutattuk, hogy az A2780AD humadn petefészek carcinéma Pgp* sejtek energia
felhaszndldsa szignifikdnsan magasabb volt, mint az A2780 Pgp™ sejteké. Madridn és
mtsai. (2003) leirtdk, hogy a KB-V1 Pgp* sejtek és ugyanabbdl a sejtvonalbdl képzett
xenograftok szignifikinsan nagyobb '"FDG felvételt és magasabb gliikéz metebolikus
értékeket mutatnak, mint a KB-3-1 Pgp sejtek ill. a beldlik képzett
xenotranszplantaitumok.

Az, hogy a Pgp-t kifejezd sejtek alap ATP aktivitdsa kiils6leg hozzaadott
szubsztratok hidnydban is magasabb, mint a Pgp-t nem kifejezd sejteké azzal
magyardzhatd, hogy valdsziniileg endogén szubsztratok tartjdk miikodésben a pumpat.
(Sarkadi és mtsai. 1992, Druley és mtsai. 2001). Azt szintén megfigyelték, hogy a Pgp-t
expresszald sejtek intracellularis pH-ja ligosabb mint Pgp-t nem expresszald tarsaiké
(Goda és mtsai. 1996). A ligosabb pH fenntartdsa szintén oka lehet a Pgp® sejtek
magasabb energia felhasznaldsanak.

A paclitaxel hasonlé mértékben ndvelte meg mind a Pgp” mind a Pgp sejtek
BEDG felvételét, amibél arra kovetkeztethetiink, hogy a ndvekedésben Pgp fiiggetlen

mechanizmusok jatszhatnak szerepet (13. dbra, 3. Tabldzat). A rdkos sejtekben a
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paclitaxel kezelés hatdsara megnovekedett gliik6z felvétel okaként tobbféle mechanizmus
is szerepet jatszhat. A paclitaxel megvaltoztathatja a membranban a gliik6z transzporter
fehérjéket koriilvevo lipid kornyezetet. Példaul a membran fluiditds megvaltozasa is
létrehozhat ilyen hatdsokat (Nadari és mtsai. 1989, Wiles és mtsai. 1994). A paclitaxel
kozvetlen kolcsonhatdsa a gliikéz transzporter fehérjékkel szintén elképzelhetd.

A 30 perces vizsgélati id6 alatt (ez az idGintervallum 6sszemérhetd a PET-kolin
vizsgdlatok idejével) a paclitexel kezelés nem befolydsolta ''C-kolin -az egyre
elterjedtebben hasznalt PET tumordiagnosztikai tracer (Torizuka és munkatdrsai 2003,
Tian és munkatarsai 2004)- akkumulaciéjat a vizsgélt sejteknél. Ezen iddintervallumon
beliil nem valtozott a Pgp pozitiv €s negativ sejtek kolin felvétele sem a paclitaxel kezelés
hatdséra. Fentiek alapjan javasolhatjuk a ''C-kolin vizsgélatokat azokban az esetekben,
amikor a betegek paclitaxel kezelést kaptak.

A paclitaxel az egyik leghatdsosabb drog a daganatos betegségek (beleértve az
emlo és petefészek rdkokat) kemoterdpids kezelésére (Holmes és mtsai. 1991, Gregory és
DeLisa 1993, Jordan és mtsai. 1993). A mitézisban blokkolja a sejtosztédast azéltal, hogy
a B-tubulin alegységekhez kotédik és nagyon stabil microtubulin polimereket képez
amelyek ellendllnak a depolimerizdciénak (Horowitz,1992). Emellett a hatds mellett a
paclitaxel szdmos mds mechanizmuson keresztiil is fejt ki citotoxikus hatast (Yusuf és
mtsai. 2003). Kisérleteinkben a paclitaxel koncentracio fiiggd mértékben visszadllitotta a
99mTe-MIBI akkumul4ciéjat a Pgp” humén petefészek carcindma sejtekben, ugyanakkor
bar sokkal kisebb mértékben novelte a Pgp~ sejtek 99mTc-MIBI akkumul4cigjét is (13. és
14. dbra). A *™Tc-MIBI akkumuldcié kismértékii véltozdsa a Pgp sejtekben a
paclitaxcelnek a sejtmembran struktirdjara és annak permeabilitdsira gyakorolt
aspecifikus hatdsdval magyardzhat6. Pajeva és mtsai. (2004) arrdl szdmoltak be, hogy a
doxorubicin (egy Pgp szubsztrit) és a Pgp moduldtor verapamil egyiittes jelenléte a
sejtmembran fazisitmeneti homérsékletének jelentésebb csokkenését okozhatja, mint a
szubsztrat egymagdban. Ez a hat4s utalhat az el6bbi ligandok kombinélt hatdsara és arra,
hogy ez a hatds a membran fluiditdsdval is kapcsolatban lehet. Vagyis arra, hogy a
paclitaxel jelenlétében egyéb ligandok passziv diffiziéja a membrdnon keresztiil

gyorsabban mehet végbe.
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Yusuf és mtsai. (2003) leirtdk, hogy az MDR3, egy masik multidrog rezisztenciat
okoz6 fehérje, amely kozeli rokonsdgban all a Pgp-vel, szintén szallitja a paclitaxelt de —
hacsak mutaciét nem szenved- csak nagyon kis mértékben. Ennek a fehérjének a szerepe
a paclitaxel rezisztencidban nem bizonyitott. Ez ideig nincsen hatdrozott bizonyiték arra,
hogy a paxclitaxel rezisztencidban az MRP1, az LRP és a BCRP pumpdkon kiviil mas
fehérjéknek is lenne szerepe. Shin és mtsai. (2003) beszdmoltak arrél, hogy
szignifikdnsan nagyobb tumor/normél tiidd (T/N) *™Tc-MIBI akkummuldcict
tapasztaltak Pgp™ betegekben, a Pgp* betegekhez hasonlitva. Ugyanakkor, nem taldltak
kiilonbséget az LRP pozitiv és negativ betegek **™Tc-MIBI akkumuldciGjaban. Horiwitz
€s mtsai. 2004-ben ismertették szemikvantitativ real-time PCR kisérleteik eredményeit,
A2780 sejtvonalat, valamint cisplatin, paclitaxel, topotecan és adriamycin ligandokat
haszndlva. A kontroll és rezisztens sejtvonalak teljes RNS reverz transzkripcidja utdn
négy kiilonbozé gén (MDRI, popoisomerase-1, MRPI1, és B-actin) cDNS primereit
amplifikdltdk. Az MDR1 mRNS expresszids szint volt az egyetlen, ahol a sejtvonalak
kozott szignifikdns kiilonbséget talaltak. Tekintetbe véve a megfigyelést, hogy az MRP1
szintén jelen van az A2780 sejtvonalon is, feltételezhetjiik, hogy a paclitaxel hatdsa
fliiggetlen az MRP1 jelenlététol.

A Pgp egy transzport molekula, amely a paclitexelt eltdvolitja a tumor sejtekbdl,
azonban szdmos mds mechanizmus is részt vehet a klinikailag kialakult paclitaxel
rezisztencidban, pl. véltozdsok a B-tubulin molekuldris szerkezetében, vagy az
apoptotikus szabalyozasban, stb.. A mi kisérleteink azt mutattak, hogy a paclitaxel a Pgp
nagy affinitdsi szubsztrtja, mivel kivdléan kompetdl a szintén Pgp szubsztrat *°™ Tc-
MIBI-vel a Pgp* sejtekben. A paclitaxel, bar szintén megemelte a sejtek R123 és DNR
felvételét —a Pgp expresszié fiiggvényében- de ez a hatds, viszonyitva 99mT e MIBI-hez,
kisebb mértékli volt. Az a tény, hogy a paclitaxel a kiilonb6z6 Pgp szubsztratok
felvételét, ill. akkumulacidjat kiillonbozé mértékben befolyésolta azt sugallja, hogy a Pgp
feltehetden nem egy, hanem tobb szubsztrat kotOhellyel rendelkezik és feltehetéen egy
nagy drog-szubsztrat zsebet formal (Shaphiro és mtsai. 1999, Loo és mtsai. 2003).

Kovetkeztetésiil megéllapithatjuk, hogy a paclitaxel Pgp fiiggd és fiiggetlen

médon is befolydsolja a tumordiagnosztikai tracerek (‘*FDG és ™ Tc-MIBI) felvételét,
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ugyanakkor nem befolydsolja a ''C-kolin akkumulédci6jat. A paclitaxel fenti hatdsdnak
ismerete segithet a Pgp™ és Pgp tumorok korrekt in vivo diagnosztizaldsiaban és a

megfeleld terdpia kialakitasaban.

5.3 FDG-PET vizsgalatok kvantitativ értékel6 moédszereinek osszehasonlité analizise

A nagy érzékenységli PET-vizsgalatok egyik lehetséges alkalmazasi kore a terdpia
hatékonysdganak ellendrzése. A kiilonb6z6 idOpontban végzett mérések eredményei
azonban csak akkor hasonlithatok Ossze kozvetleniil, ha azok abszolit skdlan fejezhetok
ki. A kvantitalas egzakt moédon elvégezhetd a Phelps-féle (Phelps és mtsai. 1979) tracer
kinetikai analizis segitségével. Ez az eljards azonban tilsdgosan hosszadalmas, jelentds
szamitégépes kapacitdst igényel, ezért helyette egyszeriibb kozelitdé modszereket szokéds
alkalmazni (Woodard és mtsai .1975, Patlak és mtsai. 1983, Patlak és Blasberg 1985).

Egészséges személyeken végzett agyi FDG-PET-vizsgdlataink eredményei
egyértelmiien dokumentédljak, hogy az agyszovet gliilkéz-metabolizmus sebességének
meghatdrozasdhoz haszndlt egyszerilibb tracer-kinetikai modellek pontossdga a kiillénb6zo
agyi régiokra nem azonos. A nagy gliik6z igényli régiok Patlak- és SUV- mddszerrel
nyert gliilkéz metabolikus intenzitds adatai nagyon jo korreldciét mutatnak a Phelps-féle
altalanos és legpontosabbnak tekintett modszer eredményeivel (5. tdblazat 3. és 6.
oszlopa). Ugyanakkor olyan régiok is vannak, melyek gliikéz-metabolizmusanak
egyszerusitd modellekkel torténd meghatarozasa jelentds torzitisokhoz vezet (5. tablazat
2. és 5. oszlopa).

Az utdbbi tipust régiok kozott a Patlak- és a SUV-modszer esetében egyarant a
kovetkezOket azonositottuk: gyrus rectus ( l.u.), pons, capsula interna (l.u.), corpus
callosum, cerebellum (l.u.). A fenti agyi teriiletek vagy alacsony metabolikus aktivitdsu,
fehérallomanyu régidk (corpus callosum, capsula interna), vagy nagy ér kozelében fekvo,
illetve koponyaalapi képletek (pons, gyrus rectus, cerebellum). A régidk dltalanos és
Patlak-mdédszerrel meghatarozott gliikoz-metabolikus sebességei kozti kiillonbség két

tényezobol addédhat. A Patlak-mddszer, egyrészrél nem szdmol a szovetekben torténd
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defoszforilacidval, masrészrél a SUV-mddszerhez hasonldéan figyelmen kiviil hagyja és
nem vesz korrekciét a mért szoveti radioaktivitishoz a vaszkuldris térbdl szdrmazd
jarulékra. Ez a kétféle elhanyagolds bizonyos régidk esetében a GMR-értékek szamottevd
torzitdsdhoz vezethet. A 18. dbra meggydzden dokumentidlja mindkét hatast, hiszen a ky
defoszforilaciés allandé novekedésével egyiitt né a Phelps-féle moddszerrel és az
egyszerusitett modellek segitségével nyert glilkéz metabolikus aktivitdsértékek
kiilonbsége és ez a kiilonbség ks = 0 mellett sem tlinik el. A vaszkularis tért6l szarmazo
latszolagos szoveti aktivitds torzitd hatdsa kiilonosen jelentds lehet az FDG-t
kismértékben halmozé régidk egyszerlsitett modellek alapjan meghatdrozott
paramétereinél. A felsorolt teriiletek esetében a vaszkularis térbdl szdrmazo latszélagos
szoveti aktivitds, illetve a defoszforilacié fokozott mértéke okozhatta a két egyszeriisitd
modell hasznélatakor tapasztalt eltérést.

Vizsgélataink eredményeképpen megallapithatjuk, hogy a Patlak- és a SUV-
modszerek kielégitd eredményt adnak a nagy metabolikus aktivitdsi régiok esetében,
azonban a kis aktivitdsi (nagyobb fehérallomany tartalmu), illetve a nagy erek kozelében
fekvo koponyaalapi régidk gliikkdz-metabolizmus ratdjanak pontos meghatirozasihoz az
egyszerusitd feltételeket nem tartalmazo, 4ltaldnos modell haszndlata sziikséges.
Egészséges (fiziologids) agyi régidkon végzett vizsgdlataink folytatdsaként a jovOben
tanulmanyozni lehetne, hogy milyen pontossaggal lehet kovetni a taglalt médszerekkel a
kiillonbozd régidkban a malignus korképekkel jard, ill. a kiillonbozd terdpidk hatdsira
bekovetkezd gliik6z metabolikus valtozdsokat.

A SUV és GMR-értékek kozotti nem eléggé szoros korrelacié (vagy akar
ellenkezd irdnyd véltozds) tobb okra is visszavezethetd. A SUV-mddszerrel nyert
paramétert kizdrdlag a latotérben felhalmozddott aktivitds hatdrozza meg. Ebbe az
aktivitdsba beletartozik a szovetekben 1év0, még nem foszforildlt vagy defoszforilalt
FDG-aktivitdsa is, valamint az esetleg kozeli vascularis térbdl (a véges felbontoképesség
miatt) szdrmazo radioaktivitds-jarulék. A GMR ugyanakkor az FDG, ill. a gliikéz
foszforildcidjdnak a sebességét jellemzi és értékét az eldbbi faktorok nem befolyasoljak.

Az FDG felhalmozddasiat leir6, harom-kompartmentes kinetikai modell

segitségével végzett szamitdogépes szimulacid szerint a SUV-paraméter és a K

67



gliik6zhasznositds kozott nincs meghatarozott fiiggvénykapcsolat. Fizioldgids és
patologids koriilmények esetén a két mennyiség szorosabb vagy lazdbb korrelacidban van
egymadssal, de eléfordulnak olyan éllapotvaltozasok is, amelyek sordn a két mennyiség
ellenkezd iranyban valtozik.

Fentiekre val6 tekintettel, miel6tt egy-egy konkrét korkép esetén a szoveti gliikkdz-
metabolismus jellemzésére a SUV-mddszert haszndlnank, eldzetes vizsgalatokat kell
folytatni. Ennek sordn dinamikus PET-vizsgalatokkal nyert adatokbdl SUV-értékeket kell
szdmolni és meg kell hatdrozni az dltaldnos Phelps-modell szerinti analizissel a k;j,...,ks
kinetikai 4llandokat, illetve a K gliikozhasznositds értékét is. Ha az eldzetes
vizsgalatokbdl nyert SUV és K értékek azonos mddon és egymadssal korrelacioban
valtoznak, gy megengedhetd, hogy a malignus kérkép jellemzésére vagy a terdpia

eredményének lemérésére az egyszerli SUV-mddszert lehessen alkalmazni.
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6. Osszefoglalas

Munkénkban a multidrog rezisztencidért felelds P-glikoprotein (Pgp) jelenlétét és
milkodését vizsgaltuk fluoreszcencids és izotopos technikdkkal petefészekrakos sejteken.
Klinikai vizsgdlatokban eldszor mutattuk ki, hogy a petefészek tumoros betegek
ascitesébdl szdrmazd sejtekben, kiillonbozé mértékben, de jelen van a multidrog
rezisztenciaért felelds egyik leggyakoribb fehérje a Pgp. A kiilonbozd citosztatikummal
kezelt betegekbdl szdrmazo ascites mintakban véltozé mennyiségben (10-79 %) talaltunk
Pgp pozitiv sejteket. A Pgp expressziot specifikus antitest jeloléssel, a Pgp miikodését
pedig rodamin 123 szubsztrattal mutattuk ki fluoreszcencids technikaval. A Pgp
funkci6janak €s expresszidjanak mértéke kozott szoros korrelaciot talaltunk.

Kimutattuk, hogy az ""FDG gliikkéz metabolikus PET tracer akkumuldciéja
nagyobb a Pgp pozitiv petefészek tumoros sejtekben, mint a Pgp negativ parjdban. A
paclitaxel kezelés megnovelte az ""FDG felvételt a Pgp pozitiv és negativ sejtekben
egyarant, a ''C-kolin PET tumordiagnosztikai tracer felvételét viszont a kezelés nem
befolydsolta. A 9me-MIBI Pgp szubsztrit akkumulédcidjdnak mértéke a vizsgalt
A2780AD Pgp pozitiv sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a Pgp negativ
pérjaban. A *"Tc-MIBI akkumuléci6jat a paclitaxel kezelés Pgp fiiggd és Pgp fiiggetlen
médon is befolydsolta. Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a paclitaxel kezelés
kiilonbozé mechanizmusok szerint befolydsolhatja a tumordiagnosztikai tracerek
akkumuldcidjat, amit a helyes diagnézis feléllitaséanal figyelembe kell venni.

Az agyi FDG-PET-vizsgélatok kvantitalasara leggyakrabban alkalmazott hdrom
tracer-kinetikai moddszer Osszehasonlité analizisét végeztiik el. Korrelacios analizis
segitségével kimutattuk, hogy az egyszeribb modellek eredményei a Phelps- modell
alapjdn nyert adatok becslésére a kivalasztott agyi régiok jellegétdl fiiggd mértékben
hasznalhatok. Megallapitottuk, hogy mindkét egyszeriisitett modell ugyanazon agyi
régidkndl vezet a legnagyobb torzitdsokhoz. A torzitott becslés valészinli magyardzata az,
hogy az egyszerusitd modellek elhanyagoljak az FDG-6P defoszforildcidjanak mértékét
és nem szamolnak azzal a virtudlis szoveti radiofarmakon mennyiséggel, ami a kozeli
vaszkuldris képletek radioaktivitdsa miatt jarulékként megjelenik a viszonylag rossz

felbontoképességgel nyert PET-képek szoveti radioaktivitds eloszldsi mintdzataiban.
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Summary

In our experiments we detected the presence and measured the function of the P-
glycoprotein using fluorescence and isotope techniques. We showed for the first time in
clinical samples that the Pgp is present to different extents in the in the cells derived from
the ascites of patients with ovarian cancer. The percentage of Pgp positive cells in the
ascites of patients treated with chemotherapy was between 10-79%. The expression of the
Pgp pump was proved by indirect immunofluorescens method, while the function by the
detection of the accumulation of R123 fluorescence dye in the cells. We found strong
correlation between the rate of the expression and the function of the protein.

We observed higher '*FDG PET radiotracer accumulation in the Pgp* human
adenocarcinoma-derived ovarian cell line A2780AD than its P-gp~ counterpart A2780.
Paclitaxel treatment further enhanced the difference in '*FDG accumulation but did not
influence the accumulation of the ''C-choline tumor-diagnostic PET radiotracer. The
accumulation of the **"Tc-MIBI Pgp substrate and SPECT radiotracer was significantly
lower in the A2780AD Pgp* cells than in their Pgp~ counterparts. Paclitaxel treatment
influenced the accumulation of **™Tc-MIBI on Pgp dependent and Pgp independent way.
Based on our observations we may draw the conclusion that paclitaxel treatment
influences the accumulation of the tumor-diagnostic tracers in different ways in Pgp
positive and negative cells which should be taken into consideration upon coming to
correct diagnostic decision.

We carried out detailed analyses of the same set of data using three different
methods to quantitate the FDG accumulation in different regions of the human brain.
Using correlation analyses we proved, that the simplifying methods such as the SUV and
Patlak methods can only be used in certain regions of the brain with good correlation to
the general Phelps method. We also proved that both of the simplifying methods lead to
distortion in the same regions of the brain. A possible reason of the distortion is that the
simplifying methods do not take into consideration the degree of dephosphorilation of
FDG-6P and the virtual appearance of the drug which can be relatively high in the

vicinity of vascular compartments.
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6.1 Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

1. Az ascites sejtekre kidolgozott dramlédsi citométeres Pgp detektdlasi mddszeriink
segithet a petefészek tumoros betegek megfeleld kezelési protokolljanak kidolgozasiban.
2. Hasonl6an hozzajarulhat egy in vivo Pgp detektdldsi modszer kidolgozdsdhoz az az
eredményiink is, hogy a petefészek tumoros sejtvonal FDG felvétele, azaz a gliik6z
metabolizmusa nagyobb ugyanazon sejtvonal Pgp-et expresszalt populdciéjaban, mint a
Pgp-et nem expresszalt parjanal. Kiegészitve az '*FDG-PET vizsgélatokat **"Tc-MIBI-
SPECT vizsgéalatokkal, az in vivo detektalasi modszer tovabb pontosithato.

3. Annak kimutatdsa, hogy a tumoros sejtekben a paclitaxel citosztatikum kezelés in vitro
koriillmények kozott megvaltoztatja (Pgp fiiggd és Pgp fiiggetlen médon is) az "*FDG és a
99mTe-MIBI akkumuldci6s kinetikdjat, a képalkoté diagnosztikai technikdk esetében a
helyes diagndzis feldllitdsandl plusz informaciot jelent.

4. Azon megfigyelésiink, hogy a petefészek tumoros sejtvonal ''C-kolin akkumulacidjat a
paclitaxel kezelés nem befolydsolja, tovabbi érvként szolgdlhat ahhoz, hogy a ''C-kolint
sz€lesebb korben is alkalmazzak a PET tumordiagnosztikdban, ndgydgyaszati daganatok,
illetve kordbbi paclitaxel kezelések esetén.

5. A kiilonbdzé modszerekkel végzett kvantitativ 'SFDG-PET vizsgdlatok kritikai
Osszehasonlitdsa segitséget nydjthat a kiilonbozé helyeken, idében és moddszerekkel
végzett PET vizsgdlatok 0sszehasonlitdsdra. Az igy nyert ismeretek hatékony segitséget
jelenthetnek a helyes diagnézis feldllitisaban, a korlefolyds prognosztizdldsdban és a
terdpia hatékonysdgdnak ellendrzésében. A kapott eredmények felhaszndlhatok a
multidrog rezisztencia '*FDG-vel t6rténé in vivo kimutatdsi médszerének kidolgozdsanal

is.
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8. Targyszavak

Kulcsszavak: multidrog rezisztencia, P-glikoprotein, petefészek tumor, ascites, paclitaxel,
BEDG, *™c-MIBI, ''C-kolin, pozitron emissziés tomografia (PET), gliikéz

metabolizmus, kinetikai modellek.

Key words: multidrug resistance, P-glycoprotein, ovary tumor, ascites, paclitaxel, BEDG,
9mTc-MIBI, ''C-choline, positron emission tomography (PET), glucose metabolism,

kinetic modells.

90



9. Koszonetnyilvanitas

Koszonetem fejezem ki témavezetomnek, Prof. Dr. Hernadi Zoltan egyetemi
tandrnak, a NOgyOgydszati Onkoldgia Tanszék vezetdjének a témavalasztasért, amiért
felkeltette érdeklodésemet az onkoldgia irdnt, szakmailag irdnyitott, valamint, hogy
lehetové tette szamomra, hogy munkdmat kutatécsoportjdban végezhessem. Koszonom
Prof. Dr. Trén Lajos egyetemi tandrnak, a PET Centrum igazgatdjanak amiért
didkkorosként bevezetett a tudomanyos kutatdmunkdba, nagy szakmai tuddsdval mindig a
rendelkezésemre allt, és maximadlisan tdimogatott.

K6szonom Prof. Dr. Téth Zoltan és Prof. Dr. Borsos Antal egyetemi tanaroknak, a
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika igazgatdinak, amiért lehetové tették szamomra, hogy
munkdmat a Sziilészeti €s NOgyOgydszati Klinikdn folytathassam, valamint, hogy
munkdmat figyelemmel kisérték €s biztositottdk szamomra a folyamatos szakmai fejlodés

lehetOségét.

Koszonettel tartozom a PET Centrumban dolgozé kollégdknak, valamint Dr.
Balkay Laszl6 tudomdnyos fOmunkatidrsnak a statisztikai analizisekben nytjtott

segitségiikért és tamogatasukért.

Koszonettel tartozom a Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet Sejtbioldgia tanszéke
munkatarsainak, Prof. Dr. Szabé Géabor egyetemi tanarnak, Dr. Goda Katalin egyetemi
adjunktusnak a multidrog rezisztencia témakorben nyujtott segitségiikért és hasznos

szakmai tanacsaikért.

Szeretnék koszonetet mondani valamennyi kollégdmnak és bardtomnak, akik e

disszertacié megirdsdban tanicsaikkal segitettek.
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10. AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK
KULONLENYOMATAI
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