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1. BEVEZETES

A petefészek hdm eredetli rosszindulati daganatai a n6i genitélis
malignémdk koziil az incidencia tekintetében a negyedik, mig a
kedvezdtlen progndzis miatt a mortalitdst tekintve az elsd helyen dllnak. A
daganatos sejtek gyakran kitapadnak a peritoneumra és a tumorok en block
sebészi eltdvolitdsa el6rehaladott petefészek tumoros betegek esetében
altaldban nem alkalmazhat6 eredményesen, azonban ilyenkor is torekedni
kell az els0 miitét sordn a maximdlis citoredukciora. Ilyen esetekben a
sebészi és kemoterdpids eljardsok kombindldsa hozhat eredményt. A
kemoterdpids kezelés eredményességének azonban jelentds akadalya lehet
a betegek oroklott vagy szerzett multidrog rezisztencidja (MDR), ami az
alkalmazott gyogyszerek csokkent szoveti felhalmozodasat eredményezi.

A daganatos betegeknél kifejlddd ascitesnek szdmos oka lehet, ezek
koziil kiemelendd a citokinek hatdsa mellett a direkt limfatikus blokad és a
tumorok neovaszkularizdcdja dltal okozott fokozott szoveti permeabilitds.
Az ascites megjelenése petefészek tumoros betegeknél a tumorok hasiiregi
implantacidjara és rossz progndzisra utal.

A kedvezd gradust, protokoll szerint kivitelezett sebészi-patolégai
staginggel aldtamasztottan I/a és I/b stddiumu daganatok kivételével, a
sebészi kezelést minden esetben adjuvans platina-bédzisi kemoterdpia kell,
hogy kiegészitse. A hdm eredetl malignus petefészek daganatok
kemoterdpids kezelésére els0 vonalban jelenleg a taxol-carboplatin
kombindcié az elfogadott terdpia, masodik és tovabbi vonalakban a platina
szdrmazékok mellett a topoizomerdz inhibitorok, egyéb taxdn szarmazékok,
alkilalo 4gensek és a kiilonb6z6 anthracyclinek haszndlatosak. A

rezisztencia kifejlodésének megelozésére, vagy a kifejlodo rezisztencia



lassitdsdra a gydgyszereket kevés kivételtdl eltekintve daltaldban
kombindltan alkalmazzdk. A fent emlitett gydgyszerek a platina alapdaktdl
eltekintve hidroféb vegyiiletek.

A Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudominyi Centruma
Sziilészeti- és Nogydgydszati Klinikdjan a petefészekrdkkal kapcsolatos
kutatdsoknak nagy hagyomdnya van. Mar az 1980-as években publikaciok
jelentek meg a petefészekrakos betegek kemoterapeutikomokkal szembeni
érzékenységének elOrejelzésére, valamint széleskorli  vizsgalatokat
végeztek a petefészekrdk els60 és masodik vonalbeli kezeléseinek
hatékonysdgat illetben. A klinika kutatdsi eredményei elismeréseként
ondll6 Nogydgydszati Onkoldgiai Tanszék alakult, amely kutatdsait
kiterjesztette a molekuldris bioldgia irdnyéba is.

A citosztatikumok széles spektrumdval szemben fellépd rezisztencia
az un. multidrog rezisztencia. A multidrog rezisztencia kialakuldsdban
egyéb mechanizmusok mellett fontos szerepet jitszik a P-glikoprotein
(Pgp) expresszidja. A legtijabb vizsgélatok szerint a jelenleg forgalomban
levd gyogyszerek kozel 50 %-a Pgp szubsztriat vagy Pgp modulator. A Pgp
egy széles szubsztrat spektrumu transzport ATPéaz, mely amfifil, lipofil
molekuldk sokasdgét, koztiik a daganatos betegségek kemoterdpidjdban
alkalmazott citosztatikumok tobbségét szubsztritként ismeri fel és képes a
sejtekbdl ATP hidrolizis energidjanak felhaszndldsaval eltavolitani.

A P-glikoprotein gyakran fokozott mennyiségben taldlhat6 meg a
rékos sejtek felszinén, hiszen az ilyen sejtek szelekcios elOnyt élveznek a
kemoterdpia sordn. A nemzetkozi kutatdsi eredmények azt mutatjak, hogy a
ndgyogydszati  daganatok jelentds hdnyaddban megtaldlhaté a
kemorezisztencat kivalté MDR gén. Kimutattdk azt is, hogy a betegek egy
része a kemoterdpia hatdsara valt Pgp pozitivvad. Az ascites jelenléte és a

Pgp pozitivitds kozott szignifikdns pozitiv korreldciot talaltak.



A petefészek tumoros mintdkban 1évé multidrog-rezisztens sejtek
felismerése és karakterizdldsa fontos klinikai paraméter. Sokféle
monoklonélis és poliklondlis antitestet fejlesztettek ki a Pgp detektdlasara.
Az dramlési citometria a legmegfelelObb eljaras a fluoreszcensen jelolt Pgp
jelenlétének és funkcidjanak kimutatdsdra €10 sejteken. Ez iddig szdmos
fluoreszcens assay mddszert dolgoztak ki a multidrog rezisztens és
multidrog szenzitiv sejtek felismerésére és elkiilonitésére, azonban egyikiik
sem foglalkozott petefészek tumoros betegek ascitesébdl gylijtott malignus
sejtek vizsgalatdval.

Jelen munkdnkban eldszor szdmolunk be egy olyan klinikai
vizsgélatsorozat eredményérdl, amely petefészekrdkos betegek ascitesébdl
gyljtott sejtekben kifejezett multidrog transzporterek kimutatasdval és
funkcidjanak vizsgalataval foglalkozik.

Jelenleg a pozitron emisszids tomogréfia (PET) a legkorszerlibb in
vivo non-invaziv tumordiagnosztikai moddszer. A legfontosabb PET
tumordiagnosztikai radiofarmakon a '*F-al jelzett cukoranalég, az
["*F]fluoro-dezoxi-gliikéz (‘*FDG) amely a tumoros sejtekben, azok
megnovekedett energiaigénye miatt fokozottan halmozédik fel. Az "*FDG-
hez hasonléan a ''C-kolin is alkalmas a fenti vizsgilatokra, mivel szintén
fokozott akkumulédciét mutat a daganatos sejtekben, ezért napjainkban

99MT e _hexakis-

egyre nagyobb jelentdségli a PET tumordiagnosztikdban. A
2-methoxybuthyl isonitrile ™ TC-MIBI) ismert SPECT
tumordiagnosztikai radiofarmakon, mely a Pgp pumpénak is szubsztritja.
A kozelmiltban megjelent publikdciok rdmutatnak arra, hogy a
kezeléseknél haszndlt gyogyszerek, ligandok megvaltoztathatjdk a PET és
SPECT tumordiagnosztikai tracerek akkumulédcidjit a tumoros sejtekben és

a tumorokban egyarant, amelyek a diagnézis helyes felallitasat

befolyasolhatjdk.



A kiilonboz6 taxdn szdrmazékok a malignus daganatok kezelésében
sz€leskorlien haszndlt kemoterdpids szerek, igy példdul a paclitaxelt
kiterjedten alkalmazzdk a petefészekrdk, emlOdaganatok illetve a nem
kissejtes tiidOrdk kezelésére is. A paclitaxelrdl kimutattdk azt is, hogy a Pgp
pumpa szubsztritja. Bar jelenleg igen intenziv kutatdsok folynak a
kemoterdpidban hasznélt drogok hatdsmechanizmusanak vizsgalatira, a
paclitaxel kozvetlen hatdsdt a tumordiagnosztikai radiofarmakonok
akkummul4cidjara a tumorokban még nem vizsgéltdk. Munkédnkban arra
kerestiink vélaszt, hogy a paclitaxel kezelések hogyan befolydsoljdk a
tumordiagnosztikai tracerek (PET ¢és SPECT) akkumuldciéjat a
tumorsejtekben a Pgp pumpa jelenlétében és hidnydban. Modellként egy
ham eredetli petefészek tumoros sejtvonalat hasznéltunk.

Az ""FDG-PET vizsgilatok értékelésében fontos szempont a gliikéz-
metabolizmus kinetikai paramétereinek egzakt ismerete, mely a kiilonb6z0
helyen és/vagy idOben végzett vizsgalatokat egymadssal dsszehasonlithatéva
teszi, és hatékony segitséget jelent a diagndzis feldllitdsdban, a kérlefolyés
prognosztizdldsaban és a terdpia hatékonysdganak ellendrzésében. A
numerikus adatokat eredményezd kvantitalds tobb, egymadstol 1ényegesen
kiilonb6zd  tracer-kinetikai  eljardssal  torténhet, amelyek  koziil
precizitasaval kiemelkedik a Phelps-féle, dltalanos modell (Phelps és mtsai
1979). Egyszerusitett modellek a Patlak és az un. SUV-mddszer (Patlak és
mtsai 1983, Woodard és mtsai 1975).

Tobb kozleményben taldlhaték adatok tumorszovetek kiillonbozd
modszerrel mért jellemzdinek Osszehasonlitisardl, de a fenti harom,
leggyakrabban hasznalt modell szisztematikus 0sszehasonlité analizise még
nem tortént meg. Laboratériumunkban mindhdrom mddszerrel elvégeztiik
5 egészséges személy agyi FDG-PET vizsgalatinak 0Osszehasonlito

kvantitativ elemzését.



2. CELKITUZESEK

2.1 Aramldsi citometridss moédszer kidolgozdsa a  multidrog
rezisztencidért felelds Pgp expresszidjdnak valamint funkcidjdnak tumoros

betegek ascitesében taldlhat6 sejteken torténd vizsgalatéra.

2.2 Paclitaxel kezelés hatdsdnak vizsgdlata a rdkos sejtek
tumordiagnosztikai radiofarmakon felvételére a Pgp pumpa jelenlétében és
hidnydban. Az 18FDG, 11C-kolin, és a “™Tc-MIBI radiofarmakonok
akkumuldaciojat befolydsold paclitaxel kezelés Pgp fiiggd és Pgp fiiggetlen

hatasainak kimutatasa.

2.3 FDG-PET-vizsgdlatok  kvantitativ =~ kiértékelési ~ moddszereinek
Osszehasonlitd analizise. A gliik6z metabolizmus meghatdrozdsira hasznalt
harom legismertebb FDG-PET kinetikai modell (Phelps, Patlak és SUV)

kritikai elemzése.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkultira

A kisérletekben A2780 human ovarium karcindma sejtvonalat és
doxorubicin szelektalt, Pgp-t expresszalo véltozatat, az A2780AD
sejtvonalat, az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat, annak a humadn MDR1
génnel transzfektalt valtozatit, a NIH 3T3 MDRI1 G185 sejtvonalat és az
Epstein-Barr virussal transzformdlt JY human B limfoblaszt sejtvonalat

hasznaltuk.

Sejtszeparalas

Az ascitest centrifugédltuk, majd a vorosvértestek ammoniumkloridos
liz4lasat kovetOen a sejteket PBS-ben mostuk, szdmoltuk és felhasznéldsig
PBS + 5mM gliikk6z oldatban taroltuk. A mddszer validalaséhoz human
periférids limfocitdkat illetve a NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és
annak humidn MDRI1 génnel transzfektélt véltozatat, a NIH 3T3 MDRI
G185 sejtvonalat hasznaltuk.

Aramlasi citometrids mérések

Becton Dickinson FACS Calibur két lézerrel mikodo aramlési
citométert, (Ar ion és He-Ne) és egy Becton Dickinson FACScan dramlési
citométert (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA) hasznaltunk a
fluoreszcencia intenzitdsok mérésére.

Az dramldsi citométeren 488 nm-en torténd gerjesztést kovetden a
rodamin 123-at (R123) 540 nm-en (Fl1), mig a daunorubicint (DNR)
580nm (F12) feletti emisszidval mértiik. A sejtek életképességét, és a DNS
tartalmat 30 pgml™' propidium iodid (PI) hozzdaddsdval mértiik, a 620 nm

(F13) feletti fluoreszcencia intenzitds detektdldsaval. A Pgp fehérje



jelenlétének kimutatdsa immunfluoreszcencids technikdval tortént. Az
MDR1 gén expresszigjat nativ ill. 1% formaldehid fixalt mintdkon is
vizsgéltuk. A PBS-ben mosott sejteket (107 sejtml™) UIC2 hibridéma sejtek
feliilisz6jabol preparilt Pgp ellenes monoklondlis antitesttel (10pgml™),
vagy MM6.15 (M. Cianfriglia, Instituto Superiore di Sanita, Réma)
monoklondlis antitesttel (8ugml ™) inkubéltuk 40 percig jégen PBS és 1 %-
os marha szérumot (FCS) tartalmazé oldatban. Mdasodlagos antitestként
FITC-RAMIG, Alexa 488 RAMIG vagy Alexa 647 RAMIG jeloléseket
hasznaltunk (10pugml”’ koncentricidban, 40 percig, jégen). Izotipikus
kontrollként nemspecifikus egér IgG2a antitestet (UPC10, Sigma-Aldricht,
St. Louis, MO) hasznaltunk.

A petefészek tumoros sejteket CA125 monoklondlis antitesttel
azonositottuk (mouse anti human CA125 IgGl, MCA1914H, Serotec Ltd,
Kidlington, Oxford).

Radiofarmakonok eléallitasa
Az FDG és a '"C-kolin PET radiofarmakonokat a Debreceni
Egyetem OEC PET Centrumdnak radiokémiai laboratériumdban

szintetizdltaik. A MIBI jelolése *™

Tc izotoppal standard kit technikaval
tortént a  Debreceni Egyetem  Nukledris Medicina  Tanszék

laboratériumaban.

YV

A PBS-ben mosott sejteket 1x10° ml™' koncentraciéban eldinkubaltuk
a ligandokkal (CSA, verapamil (VER), paclitaxel, stb.), PBS és 5 mM D-
gliikézt tartalmazé oldatban 10 percig, 36 C°—on. Ezt kbvet6en a mintdkhoz

5 uCiml" "*FDG-et, vagy 50 uCiml" "'C-kolint, vagy 5-10 pCiml™" *™Tc-



MIBI-t adtunk. A sejteket a radioligandokkal tovdbb inkubdltuk a
kisérletekben meghatdrozott ideig, majd hideg PBS-el blokkoltuk a tovabbi
radiofarmakon felvételt. A sejteket haromszor mostuk hideg PBS-ben és a

radioaktivitast kalibralt gammaszdmlaléval mértiik (Canberra Packard).

Az adatok feldolgozasa
A kisérleti adatok minimum harom filiggetlen mérés atlag és szords
értékeit tartalmazzak. Az adatokat Student t prébaval értékeltiik. A

szignifikancia szintet, ha nem jeleztiik kiilon, p=0.01 értéknek vettiik.

Kvantitativ. FDG PET vizsgalatokat kiértékel6 mddszerek

osszehasonlitasa

A kvantitativ PET-méréseket GE 4096 Plus egész test PET-
kamerdval végeztik. A vizsgédlatokat a Debreceni Orvostudoményi
Egyetem Kutatdsetikai Bizottsdgdnak az engedélyével 5 egészséges
személyen végeztiik el, akiknél a PET-moédszer, illetve az egyéb
vizsgdlatok funkciondlis vagy strukturdlis kdrosoddst nem mutattak.

Radiofarmakonként '"FDG-t hasznaltunk. A bolus injekci6
formdjiban (10 sec alatt, a jobb vagy bal vena cubitalisba) beadott aktivités
0.15 mCi/tskg volt, 5 ml fiziol6gids séoldatban. A PET-kameraval torténd
adatgyljtést és a vérmintdk vételét az injektdldssal egyidoben kezdtiik. A
dinamikus PET-vizsgalatokban az egyes képeket a kovetkezd idorend
szerint gyljtottiik: tizenkét 0.5 perces, négy 1 perces, 6t 3 perces €s hét 5
perces expozicid. Meghatarozott idOkdzonként (az elsé 5 percben 10, majd

a tovabbi 55 percben még 15-20) vérmintat vettiink a PET-vizsgalatokkal



parhuzamosan, €és a plazmdban meghatiroztuk a PET-kameraval
osszekalibralt gamma-szamldlé segitségével a '*FDG radioaktivitdsat.

Az agy glikéz-metabolizmusdnak a kvantifikdlasa harom-
kompartmentes modell alapjan tortént. A ROI-k (kitiintetett régio, region of
interest) rajzoldsit és az TACT (idofliggd aktivitds gorbe, time-activity
curve of the tissue) gorbék eldallitisait egy VAX 4000 VLC
munkadllomdson az Image Display and Analysis 6.1 programmal végeztiik.
A tracer-kinetikai 4lland6k meghatarozdsa a TACT és a vérgorbéknek a
MATLAB programcsomag segitségével tortén0 analizisével Silicon
Graphics INDIGO” munkaalloméson tortént.

Vizsgalati személyenként 115-130 ROI-t vizsgaltunk, amely
mindossze 22-25 jol definidlhaté anatomiai teriiletnek felel meg, hiszen a
legtobb anatémiai képlet tobb metszetben is szerepel. A vizsgélt anatomiai
strukturak 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
teriiletekbol szimmetrikus elhelyezkedés miatt jobb és bal oldalit
kiilonboztettiink meg.

A harom  kivélasztott  kvantitdl6 ~ modszer  statisztikai

Osszehasonlitdsat a linedris korreldcids analizis segitségével végeztiik.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

41 A Pgp pumpa expressziojanak és miikodésének kimutatasa
petefészek tumoros betegek ascitesébol szarmazo sejteken aramlasi

citometrias méréssel

Az ascites sejtek Pgp expresszidjanak vizsgalata immunfluoreszcencias
modszerrel

Munkédnkban el6szor szdmolunk be egy olyan klinikai
vizsgélatsorozat eredményérdl, amely petefészekrdkos betegek ascitesébdl
gyljtott sejtekben kifejezett multidrog transzporterek kimutatdsdval és
funkcidjanak vizsgalataval foglalkozik.

A petefészek tumoros betegek ascites mintdibol gyijtott sejtekben a
Pgp fehérje expresszidjanak mértékét UIC2 és MM6.15 Pgp specifikus
antitestekkel, immunflureszcencidas technikaval mértik  aramlasi
citométeren. Negativ kontrollként HPBL és JY human B limfoid sejteket
hasznaltunk. A Pgp expresszi6 mértékét ugy hatdroztuk meg, hogy az
antitesttel jelolt sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitdsdnak mértékét
normdltuk az izotipikus kontroll &4tlagos fluoreszcencia intenzitdsanak
mértékéhez. Az igy kiszamitott hanyadost R értéknek neveztiik. A Pgp
pozitiv sejtpopuldcidhoz azok a sejtek tartoztak, amelyek fluoreszcencia
intenzitds nagyobb volt, mint az izotipikus kontroll csoporthoz tartozé
sejteké. A Pgp expresszi6 mértékét jelzd Ry s érték 2.0 és 18 kozott
valtozott az MM®6.15 antitesttel jelolt mintdkban (4tlag és szérds: 8.6+4.3,
n=35), mig az Ry, értéke 1.5 és 15 kozott valtozott (dtlag és szords: 6.6
+2.7, n=11). A Pgp pozitivdst mutaté sejtek %-os ardnya az MM6.15

antitesttel torténd jeloléseknél 10 és 79 kozott valtozott (4tlag és szords:

10



38.9+20.7, n=35), az UIC2 antitesttel torténd jelolésnél pedig a Pgp pozitiv
sejtek ardnya 14 és 70 kozott véltozott (atlag és szords: 42+16.7, n=11).
Szoros korrelaciot taldltunk az azonos mintidkhoz tartozé Rymve.is €s Ruic
értékek kozott (r=0.924, p=4.8x107). Hasonléan szoros korrelaciot
taldltunk az egyes mintdk MMG6.15 (Yonmme.15) €s UIC2 (%ouicn) pozitivitdst
mutato sejtek szdzalékos értékei kozott (r=0.992, p=2.13x10"9).

A Pgp pumpa funkcigjanak vizsgalata

A petefészek tumoros betegek ascitesébOl szdrmazd sejtek Pgp
pumpdjanak miikodését rodamin 123 (R123) fluoreszcens szubsztrat
felvételével vizsgéltuk, cyclosporin A (CSA) Pgp blokkol6 jelenlétében és
hidnydban. A Pgp expresszidjdnak és funkcigjanak vizsgdlatakor pozitiv
kontrollként NIH 3T3 MDR1 G185 sejteket, mig negativ kontrollként NIH
3T3, JY és HPBL sejteket haszndltunk. A Pgp pumpa miikodését egy
aranyszammal jellemeztiik, amit Rg,3 —nak neveztiink. Ezt az Rg»; értéket

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

//////

//////

a R123 felvételét a MDR pozitiv sejtekben, és nem vdltoztatta lényegesen
azt, az MDR negativ sejtekben. Ha ez az ardny (az Rgjy; érték) kozel
egyenld volt 1-el, az azt jelentette, hogy a vizsgalt sejtpopuldciéban a Pgp
pumpa milkddése elhanyagolhaté volt. Amennyiben ez az ardny jéval
nagyobb volt, mint 1, az kifejezett Pgp pumpa expressziot és milkodést
jelentett a sejtpopldciéban. Az ascitesbdl szdrmazé sejtmintidkban R123
felvételiik alapjdn szubpopuldcidkat kiilonithetiink el. A CSA kezelt és
kezeletlen sejtek R123 akkumuldcié mértékének ardnya, az Rgjp; érték 1.3
és 2.8 kozott véltozott a vizsgalt ascites mintdkban (n=8), de az egyes

mintdkon beliil, a szubpopuldcidkban az Rgjp; 1 és 5 kozotti értékeket

11



mutatott. A funkciondlis vizsgalat eredménye szoros korrelaciét mutatott a
Pgp expresszié mértékének vizsgdlatdval. Szintén erds korreldciot talaltunk
az R123 felvételt és a MM6.15 pozitivitast mutatd sejtek kozott (r=0.976,
p=3.2x10", n=8).

Az Ry érték az MDR pozitiv (NIH 3T3 MDR1 G185) kontroll
sejtpopuldciondl 8.1+3 volt (n=3). Az eredeti, Pgp-t nem expresszdl6 MDR
negativ sejtvonalndl ez az ardny szignifikdnsan alacsonyabb volt (1.1£0.05,
n=3). A funkcids mérésekkel 6sszhangban, az Ry;c, érték (a Pgp expresszid
mértéke) 75122 volt az MDR pozitiv sejtvonalnal, 1.08+0.1 az MDR
negativ sejtvonalndl, 1.1+0.05 a JY sejtnél, és 1.02+0.1 a HPBL sejtek
esetében (n=3, minden esetben). Lathat6, hogy a NIH 3T3, JY és HPBL
sejtek membrdnjdban nem expresszalodott kimutathatdé mértékben a Pgp
fehérje, és ezekben a sejtekben nem novekedett meg szignifikdnsan a R123
Pgp szubsztrat felvételének mértéke a CSA Pgp pumpa blokkoldval torténd
kezelést kovetden.

Egyedi sejteken fluoreszcens digitdlis képalkotdsi technikét
haszndlva is kimutattuk a Pgp jelenlétét. Azonban, amig az egyedi sejteken
torténd mikroszkopos mérések nagyon iddigényesek, a szintén egyedi
sejtek mérésére alapozott extracelluldrisan kotddd fluoreszcens antitesteket
haszndlé dramlasi citometrids technika kivalo lehetdséget biztosit a Pgp
jelenlétének és funkcidjdnak igen rovid id6 alatt torténd vizsgdlatdra. A
nagyszamu sejten végzett vizsgdlat tovabbi eldnye a megbizhat statisztikai
feldolgozhatdsag.

Valamennyi vizsgalt betegiink kemoterédpids kezelésben részesiilt az
ascites mintdk gyiijtését megeldzdéen. Baekeland és mitsai. (2000) arrdl
szamoltak be, hogy petefészek rdkos betegeinek 47%-a volt Pgp pozitiv a
kemoterdpiat megel6zden és a Pgp pozitivitast negativ prognosztikai jelnek

taldltak. Szintén beszdmoltak arrdl, hogy néhany beteg a kemoterapia
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hatdsdra valt Pgp pozitivva. Az ascites jelenléte és a Pgp pozitivitds kozott
szignifikans pozitiv korreldciot taldltak.

Eredményeink alapjan ugy véljiik, hogy az itt ismertetett modszer az
MDR1/P170 mediélt multidrog rezisztencia kimutatdsdra petefészekrdkos
betegek ascitesébdl, hasznos informdcidkkal szolgdlhat a betegség

kezelésére hasznalt kemoterapids protokoll kivalasztasdhoz.

4.2 Paclitaxel Kkezelés Kkiilonb6z6 médon befolyasolja a

YV

pozitiv és negativ sejteknél

A Pgp expresszio szintjének és miikodésének meghatarozasa rakos
sejteken

A Pgp-t a fehérje extracelluldris epitépjdhoz kotddd UIC2
monoklondlis antitesttel mutattuk ki indirekt immunfluoreszcencids
technikdval. Az Ry, értékek rendre 28+8, 1.1+0.1, és 1.1+0.2 voltak az
A2780AD, A2780 és JY sejtekre (4tlag+szords, n=3). Az A2780AD és
A2780 sejtek R123 felvételét a Pgp moduldtor VER és CSA jelenlétében
ill. hidnydban vizsgaltuk. Az RI123 felhalmozdddas a Pgp® sejtekben
alacsonyabb volt, mint a Pgp™ sejtekben, mert a pumpa a szubsztrat R123
jelenlétében aktivalodik és ez kisebb nett6 influxot eredményez. Amikor a
Pgp pumpa miikodését VER vagy CSA modulatorral blokkoltuk a Pgp*
sejtekben az R123 felhalmoz6dis megnovekedett, mig a Pgp sejtekben
nem valtozott szignifikdnsan. Hasonl6 eredményeket kaptunk egy masik

Pgp szubsztrat, a daunorubicin hasznélatakor is.
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Paclitaxel hatdsa a  tumordiagnosztikai  radiofarmakonok
felhalmozoédasara rakos sejtekben

Az A2780AD és A2780 sejtek '"FDG felvételének kinetikdjat
paclitaxel jelenlétében és hidnydban vizsgaltuk. Egy 6rds inkubdcié utén az
A2780AD sejtek *FDG felvétele 73%-al magasabb volt, mint az A2780
sejteké. Azt, hogy a Pgp-t kifejezd sejtek alap ATP aktivitdsa magasabb a
kiilséleg hozzdadott szubsztratok hidnydban is, mint a Pgp-t nem kifejezd
sejteké, azzal magyardzhatd, hogy valdsziniileg endogén szubsztratok
tartjak mitkodésben a pumpdt. Paclitaxel kezelés az '*FDG felhalmozddast
tovabb novelte, mind az A2780AD, mind az A2780 sejtek esetében, de a
Pgp* sejtek '*FDG felvétele nagyobb volt. A paclitaxel a human limfoid JY
sejtvonalban is megemelte az BEDG felvételt, amibdl arra kdvetkeztetiink,
hogy ez a novekedés nem Pgp fiiggd hatds eredménye.

Az A2780AD Pgp' sejtek “™Tc-MIBI felvétele szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint az A2780 Pgp sejteké. CSA Pgp blokkol6 teljesen
visszadllitotta, amig VER nem befolydsolta a Pgp* sejtek **"Tc-MIBI
felvételét. A paclitaxel koncentracié €s inkubécids id6 fiiggd mértékben
megnovelte mind a Pgp* mind a Pgp sejtek **"Tc-MIBI felvételét, de a
ndvekedés a Pgp” sejtek esetében sokkal kifejezettebb volt.

A paclitaxel 30 perces inkubdcios 1d6 alatt nem valtoztatta meg
szignifikdnsan egyik vizsgdlt sejtvonal (A2780AD, A2780 és JY sejtek)
""Ckolin felvételét sem. Ezen eredmények alapjan a ''C-kolin
akkumulacidos vizsgalatokat javasolhatjuk paclitaxel kezelt betegek
tumordiagnosztikdjdban.

Aramldsi citometridss méréseinkben a paclitaxel (25-75 uM)
megemelte a Pgp® sejtek R123 és DNR felvételét a kontrol 200 ill. 150%-
ara. Ugyanakkor a paclitaxel lecsokkentette a Pgp™ sejtek R123 és DNR
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felvételét a kontrol 80%-ara. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni,
hogy a Pgp” sejtek megnovekedett R 123 és DNR felvétele Pgp fiiggo.
Kisérleteinkben a paclitaxel koncentracido fiiggd mértékben

visszaallitotta a >™T

c-MIBI akkumuléci6jat a Pgp® humdn petefészek
karcinéma sejtekben, ugyanakkor- bar sokkal kisebb mértékben- novelte a
Pgp sejtek *™ Tc-MIBI akkumuldciéjat is. A *™Tc-MIBI akkumuldci6
kismértékli véltozdsa a Pgp sejtekben a paclitaxelnek a sejtmembran
struktardjdra és annak permeabilitdsdra gyakorolt aspecifikus hatdsdval
magyardzhatd. A Pgp egy transzport molekula, amely a paclitaxelt
eltdvolitja a tumor sejtekbdl, azonban szdmos mds mechanizmus is részt
vehet a klinikailag kialakult paclitaxel rezisztencidban, pl. valtozdsok a B-
tubulin molekuléris szerkezetében, vagy az apoptotikus szabalyozésban,
stb. A mi kisérleteink azt mutattdk, hogy a paclitaxel a Pgp nagy affinitdsu
szubsztratja, mivel kivaléan kompetdl a szintén Pgp szubsztrat ™ Tc-
MIBI-vel a Pgp" sejtekben. Paclitaxel, bar szintén megemelte a sejtek R123
és DNR felvételét —a Pgp expresszi6 fiiggvényében- de ez a hatds, a ~""Tc-
MIBI-hez viszonyitva kisebb mértékli volt. Az a tény, hogy a paclitaxel a
kiillonboz6 Pgp szubsztratok felvételét, ill. akkumulacidjat kiilonb6zd
mértékben befolydsolta azt sugallja, hogy a Pgp feltehetden nem egy,
hanem tobb szubsztrdt kotohellyel rendelkezik és felteheten egy nagy
drog-szubsztrat zsebet formal.

Kovetkeztetésiil levonhatjuk, hogy a paclitaxel Pgp fiiggd és
fiiggetlen médon is befolydsolja a tumor-diagnosztikai tracerek ('*FDG
és”"Tc-MIBI) felvételét, ugyanakkor nem befolydsolia a ''C-kolin
akkumuléci6jdt. A paclitaxel fenti hatdsdnak ismerete segithet a Pgp* és
Pgp™ tumorok korrekt in vivo diagnosztizdldsdban és a megfeleld terdpia

kialakitasaban.
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4.3 Agyi FDG-PET vizsgalatok Kkvantitativ értékelé modszereinek

osszehasonlitasa

Az FDG-PET-vizsgélatok kvantitdldsara leggyakrabban alkalmazott
hiarom tracer-kinetikai moddszer Osszehasonlité analizisét végeztiik el
humén agy modellen. Ot egészséges személy PET-vizsgalatdval nyert
adatokat a gliikéz metabolikus aktivitdis meghatdrozdsara szolgald
legaltalanosabb  Phelps-féle moddszerrel analizdltuk, valamint az
egyszeriisitd feltételekbdl levezethetd Patlak-eljardssal és a SUV
modszerrel. Korreldcios analizis segitségével kimutattuk, hogy az
egyszeriibb modellek eredményei a Phelps-modell alapjan nyert adatok
becslésére a kivdlasztott agyi régidk jellegétdl fiiggd mértékben
hasznalhatok. Megallapitottuk, hogy mindkét egyszerlsitett modell
ugyanazon agyi régiokndl vezet a legnagyobb torzitdsokhoz. Az ilyen agyi
teriiletek vagy a fehérdllomanyban elhelyezkedd, alacsony metabolikus
aktivitasu teriiletek, vagy egy nagyobb keresztmetszetli ér kozelében fekvo,
ill. koponyaalapi képletek voltak [gyrus rectus (l.u.), pons, capsula interna
(l.u.), cerebellum (l.u.), corpus callosum]. A torzitott becslés valdszinii
magyardzata az, hogy az egyszerlsité modellek elhanyagoljak az FDG-6P
defoszforildcidjdnak mértékét, €s 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 eloszlasi
mintdzataiban. A Phelps-mddszerrel nyert gliikézfelhasznél4si adatok és a
vizsgélt egyszerlibb modellek eredményei kozotti Osszefiiggést jellemzd
korrelacids egyiitthato igen alacsony értékeket vesz fel a fehérdllomédnyban,
valamint a nagyobb erek kozelében elhelyezkedd, ill. koponyaalapi
képletek esetén. A kozolt adatok tdmpontot adhatnak az ilyen vizsgalatokat

értékeld, valamint az eredményeket felhaszndlé szakemberek szdmadra
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annak megitélésében, hogy az egyes moddszerekkel nyert értékek
mennyiben tekinthet0k azonosnak, ill. mennyire hordoznak egymaéstdl
eltér6 informéciot. Az eredmények hozzdjarulhatnak tovabba egy olyan
modszer kidolgozdsdhoz is, amely a Pgp pumpa kapacitisit méri a

tumorokban, a megndvekedett FDG felvétel segitségével.
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6. Osszefoglalas

Munkénkban a multidrog rezisztenciaért felelos P-glikoprotein (Pgp)
jelenlétét €s miikodését vizsgaltuk fluoreszcencids €s izotépos technikdkkal
petefészekrakos sejteken. Klinikai vizsgdlatokban eldszér mutattuk ki,
hogy a petefészek tumoros betegek ascitesébdl szdrmazd sejtekben,
kiilénb6z6 mértékben, de jelen van a multidrog rezisztencidért felelds egyik
leggyakoribb fehérje, a Pgp. A kiilonbozo citosztatikummal kezelt
betegekbOl szarmaz6 ascites mintdkban véaltoz6 mennyiségben (10-79 %)
taldltunk Pgp pozitiv sejteket. A Pgp expresszidt specifikus antitest
jeloléssel, a Pgp miikodését pedig rodamin 123 szubsztrattal mutattuk ki
fluoreszcencids technikdval. A Pgp funkcidjanak €s expresszidjanak
mértéke kozott szoros korreldciot talaltunk.

Kimutattuk, hogy az '“FDG gliikéz metabolikus PET tracer
akkumuléacidja nagyobb a Pgp pozitiv petefészek tumoros sejtekben, mint a
Pgp negativ parjiban. 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 befolyésolta. A
#"Tc-MIBI Pgp szubsztrat akkumuldciéjanak mértéke a vizsgalt A2780AD
Pgp pozitiv sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a Pgp negativ

99m

parjdban. A ~"Tc-MIBI akkumuliciéjat a paclitaxel kezelés Pgp fliggd és
Pgp fiiggetlen médon is befolydsolta. Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy
a paclitaxel kezelés kiilonb6z0 mechanizmusok szerint befolydsolhatja a
tumordiagnosztikai tracerek akkumuldcidjat, amit a helyes diagndzis
felallitdsdndl figyelembe kell venni.

Az agyi FDG-PET-vizsgdlatok kvantitdldsdra leggyakrabban

alkalmazott harom tracer-kinetikai moddszer 0Osszehasonlitd analizisét

végeztiik el. Korrelacidés analizis segitségével kimutattuk, hogy az
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egyszeriibb modellek eredményei a Phelps-modell alapjan nyert adatok
becslésére a kivdlasztott agyi régidk jellegétdl fiiggd mértékben
hasznalhatok. Megallapitottuk, hogy mindkét egyszerlsitett modell
ugyanazon agyi régiokndl vezet a legnagyobb torzitdsokhoz. A torzitott
becslés valdszini magyardzata az, hogy az egyszerlUsitd modellek
elhanyagoljdk az FDG-6P defoszforilacigjdnak mértékét €s nem szdmolnak
azzal a virtudlis szoveti radiofarmakon mennyiséggel, ami a kozeli
vaszkularis képletek radioaktivitisa miatt jarulékként megjelenik a
viszonylag rossz  felbontoképességgel nyert PET-képek szoveti

radioaktivitas eloszlasi mintazataiban.
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