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Kutyak lymphomajanak, eddlagantanak, immunhaemolyticus anaemiajanak,
€s szivbetegségeének terapiaja soran végeztinlalarsgat.

Foként a daganatos folyamatok vizsgalata sikertltpnban ebben a
vonatkozasban széleskior vizsgalatokat  végeztink. A kutyak
immunhaemolyticus anaemiajanak, és szivbetegségérakaja soran tervezett
vizsgalatokat nagymeértékben limitalta a kis elemgzamely &ként szervezési
nehézségek miatt jelentkezett. A mintavételek kénikoérialmeények kozott
torténtek, és nem azon a helyen, ahol a mintafgtddis torténhetett, igy a
mintak nagy része karosodott.

A daganatos betegek mintai azonbansks#iamban alltak rendelkezéstinkre.
Az alabbiakban pontokba szedve dolgoztuk fel a matertkben szerefl
vizsgalati elemeket. A munkaterv ezekhez tartozae# a cim alattdt betivel
jeloltik.

A Pgp (MDR1) immunhisztokémiai elemzése

Terv: Mintaként kutyakbol szarmaz6 daganatszovdtginphomas kutyak
nyirokcsomoja, emtlaganata, hizosejtes daganata és lagyszoveti sajapm
immunmedialt kérképben szengdikttegek |épszbvetei, és euthanasiara Kerul
kutyak szivizomszovetei szerepelnek.

Pgp (MDR1) immunhisztokémiai vizsgalatok kutyak lynphomajaban.

Lymphomas kutyadk nyirokcsomé mintaiban vizgaltuk &DR1 (Pgp)
expressziot annak érdekében, hogy az egyik ledisebbnek talalt
membrantranszporter expresszidé mértéke aranyba@ af allatok terapiaja
soran bekovetkéztumorregresszidval. Osszesen 27 kutyat vizsgaltunk

A kutyak kezelés étti vizsgalata magaban foglalta a fizikdlis vizegat, a
beteg stadiumanak meghatarozasat, a daganatokasgrook rutin szdvettani
és immunhisztokémiai (immunfenotipus) vizsgalatds a Pgp-expresszid
meghatarozasat Pgp elleni ellenanyaggal (monoclooalse anti human C494,
Signet Laboratories). Modositott COPA-protokolltkadmaztunk a kutyak
kemoterapuias kezelése soran.

A Pgp-expresszio mertékét ,score” pontozasi remekeegeztiik, 6sszesen 5
pontos skalan értékeltiik a metszetek Pgp exprgdszp alabbi alapjan: “0”
0% expresszido (fe&tlés intenzitas ugyanolyan, mint a negativ kontkollo
fesdesi hattere), “1” < 10% expresszio, “2” : 10-50%presszio, “3” : 50-80%
expresszio, and “4” : 80-100% expresszio. A 10%-nadyyobb expressziot
(RTI), és teljes tulélési ideje (TTI) jeldisen rovidebb volt median RTI
pozitivak: 3.5 [0.5-12 hét], negtivak: 10 hét [2+8&]; TTI poziitvak: 7.5 (1-42
hét), negativak: 18 weeks (2-44 hét).
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Kaplan-Meyer log rank analizissel a kovetdezt talaltuk: RTI és TTI esetén a
rosszabb prognézisanak bizonyultak: nemkompletiseno, stadium > 11, Pgp
pozitivitas, T-sejt tipus, alsadium b, kor > = 7, éédstény ivar, nagyobb
malignitasu (grade) daganat (1-5. abra).

A Pgp score, és a pozitivitasi vizsgalatok progtiksgnak bizonyultak, tehat a
lymphomaban szenvédkutyak esetében.

Multivariate modell (Poisson error-ral) alkalmazfssnegallapitottuk, hogy
mely paraméterek tekinttidt alapveben prognosztikusnak az RTI, és a TTI
szempontjabol (6. abra).

1. bra Pgp pozitiv és negativ immunhisztokémiadeenyek befolydsa a
recidiva mentes és a teljes tulélésred
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2. abra Az alstadium befolyasa a tuléléékie.
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4. dbra A teljes és a nem teljes remissziot muiliddok talélési id mutatdinak
vatozasa
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5. dbra A T-, és a B-sejtes immunfenotipust lympdlorkdzotti talélési
mutatok valtozasa
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6. abra Multivariate modell (Poisson-error) eredyatia tulélési idket
befolyasolo tények vizsgalatara

Recidiva mentes tulélésiddRTI)  Teljes talélési id (TTI)

Prediktor P-éerték Prediktor P-érték
Remisszié % 4.38e-05 Ivar 3.66e-13
Pgp.score 0.00127 Pgp.score 8.94e-06
lvar 0.00375 Remisszio % 1.72e-06
Alstadium 0.04234 Ht 2.61e-05
Vvs-szam 0.000190
Alstadium 0.014895
Kor 0.015976

VVs: vorosvérsejt, Ht: Haematokrit,

Pgp (MDR1) immunhisztokémiai vizsgalatok kutyak emédaganataiban

Vizsgalatra kerilt enddaganatos betegek Pgp, és p53 immunhisztokémiai
elemzeését végeztik.

Osszesen 40 db edmhintat gygjtottink, amelyek esetében MDR1 (Pgp)
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztink Pgp elidl@nanyaggal (monoclonal
mouse, anti human C494, Signet Laboratories). Aztaleredmények sziilettek:
Szignifikans kulonbség (P<0.05) a tubulopapillacercinoma és a komplex
carcinoma, illetve a tubulopapillaris carcinomaadsenignus daganatok kozott a
Pgp-expresszio tekintetében (1. tdblazat, 7. aBrajbulopapillaris carcinoma
esetén, tehat kisebb esély a daganatot kemoter&pe@Zslésére, kulondsen
olyannal (doxorubicin, vinkrisztin, ciklofoszfamidnitoxantron stb.), amely
szubsztratja a Pgp-nek.

Csaknem mindegyik emllaganatos mintdban mutatkozott bizonyos mérték
Pgp expresszio.

Ha egy kisebb mérték Pgp-expressziot mutatdé efdhganatot kezelnénk
kemoterapiaval, egy édutan, valdsziileg kezdeti tumorregressziét kogen,



biztosan szelektalédik egy terapiaresziztens ldémely tilszaporodva, mar nem
mutatna jeleritsebb regressziét a gydgykezelés hatasara.

A p53 kimutatasat szintén elvégeztik ugyanezenakivan (CM-1, polyclonal
rabbit anti-human p53 oncoprotein, Signet Laborasdr Az alabbi eredmények
szllettek. Pozitiv feétést tapasztaltunk a joindulatl daganatok esetéhéadr
kisebb expresszios szazalékot, mint a tubulopaigillaés komplex
carcinomaknal (1. tablazat, 7. abra).

A korrelacios vizsgalattal megallapitast nyert, WwegPgp é€s a p53 expresszid
mértéke egymassal 6sszefliggésben van, ami azi jélegy hasonlé mértékben
jelzik a rosszabb prognozist.

Minél nagyobb a Pgp-expresszi6 meértéke, annal rdgyaz esély a
recidivara,prognosztikailag j0 paraméter lehet p-Bxpresszid meghatarozasa
emistumorok esetén.

A Klinikai paramétereket is 0sszehasonlitottuk, ezeket a 3. tablazatban
foglaltuk 6ssze. Az aldbbi paramétereket hasotliotossze kulonbdiz
tumortipusok esetében: nyirokcsomo attét és/vagynar invazivitasa (ez a
klinikai malignitasnak a mutatdja), a daganat, gnmiditétre kerult recidivalt-e
tumor volt-e a mitétkor, jelentkezett-e kébb daganat-recidiva kélsb,
jelentkezett-e ké&bb mas tumor, az elhullas okaként emlitheta daganat,
mekkora volt a talélési & Azt talaltuk, hogy a fitétkor a tubulopapillaris
daganatok > 50%-at marimdttek egyszer.

1. Tablazat: a Pgp és a p53 expresszids ertekeetimsonlitasa a kulonkHz
daganattipusok kdzott

Pgp (%) P53 (%)
I. Tubulopapillaris carcinoma 66,94 +20,13 85,62267
[I. Komplex carcinoma 35,729+22 .57 66,5+18,445
[ll. Benignus daganat 25,00£29,53 43,33+19,29
IV. Egyéb malignus daganat 33, 33+2953 30,00+15,00
Szignifikancia (p-érték) l.-11: 0.0066 l.-11: 0.0186
[.-111: 0.0052 l.-11I: 0.0173

7. 4bra. A Pgp és a p53 expresszidk valtozasa Babrtipusu emiddaganatok
esetében. A kapcsolatot jélzelek a szignifikans kilénbségeket mutatjak a
kulonb6z emibdaganatok Pgp, és p53 expresszioja kozaott.
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2. Tablazat. A kiulénbdzparaméterek 6sszehasonlitasa Pearson-féle kadselac
vizsgalattal.

Osszehasonlitott paraméterek Korrelacios egyutthatd  Szignifikancia
Pgp : p53 0.55 p<0.01

Pgp : recidiva kébb 0.484 p<0.01

Mas daganat kialakult-e késb : 0.637 p<0.01

elhullas daganat miatt

3. Tablazat: A kulénbdzparaméterek valtozasa a daganattipusok kozott

Nyirokcsomé Recidivalt Recidiva Mas Az Tulélési
attét/invazivi- tumor késsbb tumor elhullas  id6 (év)
tas (0", .1") (,0", ,1") késsbb oka
(0", 1" S (,0", ,1") daganat
i V7 (”0"7 ”1")
l.  Tubulopapillaris 0,00 0,55+0,49 0,22+0,410,11+0,31 0,11+0,31 1,38+0,97
carcinoma
Il. Komplex 0,16+0,37 0,09+0,28 0,00 0,27+0,48,25+0,43 2,18+1,84
carcinoma
lll. Benignus daganat 0,00 0,333+0,47 0,00 0,33+0,47 0,5+0,5 3,2+1,98
IV. Egyéb malignus 0,33+0,47 0,00 0,00 0,00 0,33+0,471,56+0,89
tumor
Szignifikancia (p-érték) L.-11:
0.036
[.-1V:
0.0133




A Pgp (MDR1) kimutatdsa western blot-analizissel

Terv: Mintaként kutyakbdl szarmazé daganatszévatakunmedialt kdrképben
szenved betegek lépszdvetei, és euthanasiara Kekiitydk szivizomszovetei
szerepelnek. Az adott kérképekben szehyegaganatos, cardiomyopathias és
endocardosisos, immunmedialt haemolyticus anaeifliasthrombocytopenias)
beteg, valamint collie fajtdju kutyak vérklszeparalt mononuclearis sejtjeit is
felhasznaljuk.

Pgp (MDR1) kimutatasi kutyak lymphomajaban westernblot modszerrel

Osszesen 17 lymphomaban szerdviedtya nyirokcsomait vizsgaltuk. A kutyak
életkora atlagosan 8,3 év volt. Osszesen 10 kah s&ika ker(lt vizsgalatra,
amelyek tébb kulonbdz fajtdhoz tartoztak. Mindegyik kutya a betegségének
elérehaladott stadiumaban kerilt kezelésre, minde@yiganeralizalt periférias
nyirokcsomo duzzanat, és egy kivételével valamemsgtben [ép, vagy maj,
illetve hasgiri nyirokcsom6 duzzanat, valamint a betegséggelzaiagg
mellkasi radioldgiai elvaltozasok jelentkeztek. Ankoterapias kezelés soran a
daganat visszahuzodasa, vagyis a remisszié atlage3%-os volt, az els
kiGjulasig (recidivaig) eltelt id atlagosan 10 hoénap, és az elhullasig eltélt id
atlagosan 15 hénap volt. A betegek teljes bal &lti nyirokcsomédja mtéti
eltavolitasra kerllt. A kimetszett nyirokcsomok eggsze szovettani és
immunhisztokémiai vizsgéalatra kerult, mig a masikzét -80 oC-on taroltuk a
kesbbi Wb modszerrel torténvizsgalathoz, amelynek soran a human Pgp ellen
egeérben termeltetett C219-es monoklonalis ellerngotyéSignet Laboratories)
hasznaltuk. A fehérjék gélben valé futtatasa ésnalhyaggal torténjelolése
utan a megjelenitést luminol felhasznalasaval femgsziés modszerrel
végeztik. Osszesen 10 esetben mutattunk ki PgpekbEn az esetekben a
gélben futtatds és a fényemisszids eljaras utadnégenfiimen megjelen
csikoknak a kontrollhoz (tisztitott human Pgp) wvisgitott vastagsaga és
denzitasa alapjan a fehérje mennyiségét is meghigics(B. abra). A Pgp
negativ és pozitiv esetek kulonboparamétereinek Student féle t-probaval
tortént vizsgalata soran szignifikans eltérést asakmisszio %-aban talaltunk.
A Pgp-pozitiv esetekben ez 88, mig a negativ elketek00% volt. Az 6sszes
beteg dsszes paraméterének egylttes dsszehaswrife@son-féle modszerrel
vegeztik. Szignifikans pozitiv korrelaciét talalkumz 1., és a 2. recidiva
megjelenésének ideje (r: 0,833) és az 1. recidiammint a teljes tulélési éd
kozott (r:0,961). Negativ korrelacio jelentkezettesnisszio %-a és az allatok
életkora (r: -0,549), valamint a remisszié %-a é€3ga mennyisége (r: -0,462)
kozott, tovabba a Iépduzzanat megjelenése és lgsulds kozott (r: -0,558).
X2-probaval igazoltuk, hogy a Pgp pozitiv egyedekiseimgnifikansan tébb
esetben jelentkezik a recidiva a kezéléstamitott 8 hdnapon belll (p=0,023),
mint a Pgp negativ esetekben. A Pgp kimutatasamyutd Wb-modszer
specificitasa 85,7 %, és szenzitivithsa 70 %, @sdga 76,5 % arra
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vonatkozoan, hogy az igy vizsgalt és pozitivnakasiitett egyedekben az éls
recidiva a kezelés kezdetét kay8t5 honapon belll jelentkezik. Az eljaras 71,4
%-0s specificitdssal, 60 %-0s érzékenységgel €6 @Aps pontossaggal jelzi
elére azt, hogy a Pgp pozitiv allat elhulldsa a kezdlézdetéll szamitottl2
honapon belll bekdvetkezik (4. tAblazat).
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8. abra. Gélelektroforézis eredmeényei.

halvanyan fegidé Pgp-fehérjét.
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4. tablazat. A western-blot technika specifici@siszenzitivitasi értékei

Zold nyiljaloltik a sok esetben

Af

Remisszios idd < 8 honap

Talélési id < 12 hénap

(a helyes diagnozisok %)

Specificitas 85,7% 71,4%
Szenzitivitas 70% 60%
Pontossag 76.4% 64,7%

12



A Pgp és az MRP1 mRNS mennyiségének meghatarozasa.

Terv: Mintaként az éksekhez hasonldéan kutyakbdl szarmazé daganatszovetek,
immunmedialt kérképben szen¥dubtegek |épszbvetei, és euthanasiara Kerdl
kutyak szivizomszovetei szerepelnek. Tovabba ptizkétképekben szenved
beteg, valamint collie fajtaju kutyak vérkiszeparalt mononuclearis sejtjeit
hasznaljuk fel.

MDR transzporterek mRNS mennyiségének vizsgalata tgphomas
kutyakban

Vizsgalataink célja annak megallapitasa volt, haggyirokcsomok lymphoid
sejtieinek egyes membrantranszportereinek (MDR1magl, az mrp2 és a
Bcrp) MRNS expressziojanak mértékében van-e ku&mbsontroll egészséges
es a betegek kozott, valamint az mRNS-expresszidekes hogyan korrelal a
lymphomas betegek klinikailag is megfigyelvétrapias valaszaval.
Vizsgalatunkban 44 lymphomaban szerivé&dtya szerepelt, kdztik 30 kan és
14 szuka. A vizsgalt betegek atlagéletkora 7,0ai YA kontroll nyirokcsomok
8 beagle fajtaju kutyabdl (4 kan, 4 szuka, atlaggkélr: 7 év) szarmaznak. A
mitét soran a poplitearis nyirokcsomék keriltek kismésre az Orszagos
.Frédeéric Joliot-Curie” Sugarbioldgiai és Sugarepéglgyi Kutatd Intézet
|zotop-alkalmazasi és Allatkisérletes Osztalyan.

A vizsgalat folyamatat itt részletesen kdzoljuk.

Mintaelbkészités

A nyirokcsomé-mintdkat a fent emlitett modon, egivaltozast mutatd
nyirokcsomo teljes kimetszésével nyertik (az eséibkbségében a bal oldali
praescapularis, a kontroll mintak esetében a mapig nyirokcsomorol van szo).
A kimetszett nyirokcsomokat izotonias infazios dla (0,9% NaCl oldat)
helyeztik, majd azon részét, mely nem kerllt szémevizsgalatra, félretettik
és tovabbi feldolgozas céljabol —80 °C-on taroltAkmintakbdl 0,5 és 1,0 g
ko6zOotti mennyiséget vagtunk le, majd Potter-Elvehijéle homogenizatorba
tettk, és 1 ml Trizol reagens (Total RNA Isolatioeagent, Invintrogen)
hozzdadasa utan homogenizaltuk. Tovabbi feldolggzad °C-on taroltuk.
RNS-kivonas, DN&zos emésztés

A Trizol oldatban homogenizalt mintatéskér 4° C-on inkubaltuk 5 percig,
majd hozzaadtunk 0,2 ml —20° C-os kloroformot, ekgm vortexeltik (15
masodpercig). Ezutan djra inkubaltuk 4° C-on 5 ggnmajd centrifugaltuk 4°
C-on, 12000 g-vel, 15 percig. Az RNS a &elszes fazisba kertl a centrifugélas
utan, igy Ovatosan leszivtuk a fel§azist és egy Uj, steril Eppendorfébg
pipettaztuk, vigyazva, hogy se az also rétegedizsaterfazist ne szivjuk fel. Ezt
megismételtiik, hogy végul még tisztabb oldatot kalpj A kdvetke# lepés az
RNS kicsapasa volt. Az @b kapott oldathoz 1:1 aranybafitdit izoporopil
alkoholt (Merck 100995.1000) kevertiink, alaposartexeltiik, majd 4° C-on 5
percig inkubaltuk. Ezutan djra 4° C-on centrifugklt12000 g-n 10 percig.
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Végul leontottik a fellliszot és megtisztitottukRIMS-t. Ennek soran @zor
hozzaadtunk 1 ml 75%-0s —20° C-os etanolt (MerdX¥Q2.1000), vortexeltik,
majd centrifugaltuk 4° C-on, 7500 g-n 5 percig, ¥égz utdbbi két Iépést
megismételtilk. Az RNS Ujrafeloldasa soran lepiptitéda folyadékfazist, 5-10
percig még levetn szaritottuk a pelletet. A szaritast kdest felodottuk 5Qul
RNaz-mentes vizben (Merck).

A mintak tisztasdgat OD méréssel, NanoDrop™ 1008ktspfotométerrel
(Thermo Scientific) és agaroz gél-elektroforézisdlenriztik (9. abra).

Az OD meérés soran a fehérje:nukleinsav arany vihagd A fehérjék elnyelési
maximuma 280 nm-nél, az RNS és a DNS maximuma #6@dl van. Ha a 260
nm-nél mért értéek és a 280nm-nél kapott érték hdwsa nagyobb, mint 1,6,
akkor a fehérjeszennyezés mértéke az elfogadhtddéonhabelll van.

e R e
o &““ .u“.'““

9. abra agroz gél-elektroforézis képe UV fénybasgalva

A futtatast 1,5 %-0s agaroz gélen végeztiuk. A @8kkéséhez 1,5 g agarézt, 10
ml 10x TRIS (TBE) puffert, 91 ml dietil-pirokarbartél kezelt (DEPC)-vizet és
5 ul ethidium-bromidot hasznaltunk. A mintabolg-ot mértink a zsebekbe.

A futtatas sordn DNS szennyezést tapasztaltunk, dgy oldat tisztitasa
érdekében DNazos emésztést végeztink AMPD1-1KT,sBNakit (Sigma)
felhasznaldsaval, az alabbiak szerintt BNS-hez 1l reakcio puffert és 1l
DNazt adtunk, majd 25 percig 25°C-on inkubaltukg®élul Stop Solution
hozzdadasa utan 70° C-on 10 percig inkubaltuklitedlezzel a DNaz enzimet.
A mintat tovabbi vizsgalatokig —80° C-on taroltuk.

Az ellerdrz6 lépések soran az is kidertlt, hogy 12 mintabol rekerult
hasznalhaté RNS-t izolalni. Ennek oka az lehetyhatarolas alatt lebomlott az
RNS a mintakban.

cDNS iras (Revert Aid™ H minus First Strand cDNA8\esis Kit, Fermentas)
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A cDNS irashoz az alabbi mixet készitettidc diug az RNS mintabdl, random
hexamer primerdl 1ul, hozza DEPC-kezelt vizet mértink agy, hogy a
végterfogat 1@l legyen. Ezeket jol 6sszekevertiik, majd centrifuga Ezutan
70° C-on 5 percig inkubdltuk, 4° C-raithttik, majd a % falara ragadt
cseppeket Osszegjjends, centrifugaltuk Udjra. Az elkészilt mixhez
(folyamatosan jégen dolgozva)dl 6tszoros tomenységeakcidpuffert, 20Ul
ribonukledz inhibitort és 21l 10mM dNTP mixet adtunk. Osszekevertik az
oldatot, centrifugdltuk. 25° C-on 5 perces inkubagtan hozzaadtuk a reverz
transzkriptdz enzimet (200 W) Ggy, hogy a végtréfogat 20l legyen. Ezutan
10 perc 25° C-0s és 60 perc 42° C-os inkubacio tkézett, majd az enzim
inaktivalasara 10 percig 72° C-on tartottuk az ttla Az elkészilt cDNS-t
tovabbi feldolgozasig —20° C-on taroltuk.

Real-time PCR reakcio

A PCR (polymerase chain reaction) reakciohoz Mipti@n™ (Biorad) tipusu
PCR niiszert hasznaltunk. A primereket a Primer-BLAST paogmal
terveztik és a SIGMA céggel szintetizaltattuk még t@blazat). Minden
mintabol két parhuzamost, bennik hat fehérje mRN&Szégaltuk: HPRT (194
bp), B-aktin (243 bp), MDR1 (176 bp), MRP1 (192 bp), MRRB5 bp), BCRP
(260 bp) (6. tablazat). A reakcidban 26 IQ™ SYBR Green Supermixet
(Biorad), 18ul DEPC-vizet, 1-1ul primer-part hasznaltunk|d cDNS-hez.

5. Tablazat Az alkalmazott primerek szekvenciai

Primer Szekvencia
HPRT Forward 5-GACCAGTCAACAGGGACAT-3
HPRT Reverse 5-ACACTTCGAGGGGTCCTTTT-3'
Beta-aktin Forward  5-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3'
Beta-aktinReverseg 5-CTTCTGCATCCTGTCAGCAA-3]

MDR1 Forward 5-TGGAAGCTAACCCTTGTG-3'
MDR1 Reverse 5-TGTCCTCCAAAGGCAAT-3'
MRP1Forward 5-TGGAATACCAGCAACCC-3'
MRP1 Reverse 5-GCAGACGATCCATAGCA-3'
MRP2 Forward 5-CGTGCCTTTGAGCATC-3'
MRP2 Reverse 5-CATCCTCACTAGCCAGT-3'
BCRPForward 5-TAGATGTCTTAGCTGCAAGG-3'
BCRP Reverse 5-GGAATCTGCCACTTTATCC-3'

A PCR reakciét 3 perc 95° C-os enzimaktivaciovatdtak. Ezt kdvette 40
ciklus az alabbiak szerint: 95 °C 10 mp, 56 °C 1B, mi2 °C. A reakcio
végterméketit az olvadasi gorbével és agar6z gédetent futtatas soran
ellerdriztik (10. abra).
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HPRT
B-aktin
MDR1
MRP1
MRP2
BCRP

1 2 3 4 5 6 1
10. abra. Egy tipikus RT-PCR futtatas végterméKkemikenirzése.

(A) A felvett olvadasi gorbén lathaté a hat kilombdehérje egyedi lefutasi
gorbéje a cDNS olvadasi pontjanak fliggvényében. dktin egyes cDNS
meghatarozott olvadasi ponttal rendelkezik a nutbdsszetételét fliggéen.
Az egyedi csucsok a végtermék tisztasagardl adnfdemaciot (szennyezés
esetén tobbcsucsos spektrumok jelennek meg). (Blgardz gélen megfuttatott
mintak ugyancsak a termékek tisztasagat mutatjdid {i&NS létra, 2-HPRT, 3-

B-aktin, 4-MDR1, 5-MRP1, 6-MRP2, 7-BCRP).

A vizsgalatokhoz 4 csoportot alakitottunk ki:celkeges, recidivalt, szepszisben
elhullott és kontroll csoportot. Vizsgalati eredméimk kiértékelése céljabdl a
betegeket négy csoportra osztottuk: lymphomas bkteaz el§ kezelés
megkezdése &t (n= 36), szepszisben elpusztult kutyak (n= Icidivalt
allatok (n=7) és a kontroll egészséges kutyak asgp(n= 7).

MRP1 esetében szignifikdns kulonbség adodott aréibnés a szepszises
csoport kozott (P<0.05) (11. abra). BCRP esetébeeciivalt és szepszises
csoportban talaltunk jelefg kilonbséget a kontrollhoz képest (P<0.05) (13.
abra). A kontrollhoz képest mRNS s#inranszporter csokkenést talaltunk az
MDR1 szintjében mind az éldleges daganatok mind a recidivakat tekintée, s
azon nyirokcsomémintakban, amelyek szepszisben lleathubetegekbl
szarmaztak (P<0.05) (14. abra). Az MDR1 expresszkontrollhoz képest a
recidivalt csoportban szignifikansan nagyobb valpan az esetben, amikor
azonos allatok nyirokcsomait hasonlitottuk 6ssz€)(85) (14. abra).

Minél korabban jelentkezett az &lsecidiva anndl rovidebb éa belll esett Ujra
vissza az allat és annal hamarabb kovetkezett Baazlhullasa. A korrelacios
vizsgalat szerint az életkor névekedésével a MDRtesszidja is & (r=0,43).

/////

a teljes tulélési iével. (r=-0,62). A BCRP mRNS expresszidja a telj@glési
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15. abra. Tobbszoros linearis regresszios modall @eghatarozott
recidivamentes tulélésidd az MDR1 (Pgp) mRNS mennyisége szempontjabdl

MDR-transzporterek mRNS mennyiségének vizsgalata imunmedialt
betegségben, és szivbetegségben szefivadyakban

Szamos mintat dgyjtottink szivbeteg (n=12), és immunrendszeri be&gigsn
szenved kutyakbol (immunmedialt haemolyticus anaemia (NWB)R1, mrpl,
mrp2, és BCRP mMRNS kvantitativ elemzés céljabdl.sAvbeteg kutyak
esetében nem talaltunk szignifikans kilonbségearmszporeterek szintjében, a
kontroll kutydk értékeihez képest. Az immunmdeiddtemolyticus anaemias
korképben szenvédt mintaiban eddig szignifikans kiulonbséget taldttuae
MDR1, és az mrpl szintekben a kontroll kutydk ésitiééz képest (a beteg
kutyak értékei magasabbak voltak), azonban ezelredmények nem kerultek
még bemutatasra a kis elemszam miatt.

2008.

Az MDR in vitro funkcionalis vizsgalata.

Terv: Mintaként az adott kérképekben szetveetegek, valamint collie fajtaju
kutyak vérétl szeparalt mononuclearis sejtjeit hasznaljuk fel.

Megkiséreljuk ezt a vizsgalatot a szovefekhkutydkbdl szarmazdé
daganatszovetekh immunmedialt korképben szensduktegek lépszévetéilp
szeparalt sejtekben is elvégezni.
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Az MDR in vitro funkcionalis vizsgalata Karaszi & mtsai. (2001), ill. Jakab
K. és mtsai. (2005) leirdsa szerint torténik azcatcein-teszttel, fluorescens
aramlasi citométeres (FACS) analizissel.

Mintaként az dizéekhez hasonldéan az adott kérképekben szénf{dayanatos,
cardiomyopathias és endocardosisos, immunmedi@thblyticus anaemias, ill.
—thrombocytopenias) beteg, valamint collie fajtéjflyak vérell szeparalt
mononuclearis sejtjeit hasznaljuk fel.

Megvaldsitas: Dr. Karaszi Eva segitségével sikerigki az OGYK,
Haematologiai és Immunoldgiai Intézet MTA-OGYK Merabbiologiai
kutatdcsoportjaban dolgozik.

Ha a sejtekhez fluoreszkalé molekulat (calcein)wdés inkubaljuk, akkor ez az
anyag a sejtekbe jut. Amennyiben a sejt rendelkemknbrantranszporter
fehérjékkel (P-glukoprotein /Pgp/, multidrug rearste associated protein-1
/mrpl/, stb.) és Un. ,multidrug” rezisztencia furdka@l, akkor a calceint a sejtek
kipumpaljak magukbdl.

Collie kutyak MDR1 hianyanak vizsgalata a Calcein-¢szttel

Osszesen egy olyan collie kutya mintaja érkezettjlidbél, amely esetében
klinikailag igazolast nyert a cstkkent rezisztenaiakemoterapias szerekre
nézve. Ez beteg diffiz nagy B-sejtes lymphomabansett, és a vérmintajat
Dr. Gerry Polton DVM, Dipl. ECVIM-Ca-onc (North Dawve Specialist
Referrals, The Friesian Buildings 3 & 4, The Bresiezxet Dairy Business Park,
Brewer Street, Bletchingley, Surrey RH1 4QP) kez&kmoterapias kezeléssel
Az Egyeslult Kiralysagban. A beteg fokozott érzélsgiget mutatott a kezelés
soran. Sok mellékhatas jelentkezett (hanyas, hassneleukopenia), és a
gyogyszerek dozisat jeldigen csokkenteni kellett. A vérmintajat gyorspostava
(DHL) szallitottak Magyarorszagba a vizsgalatokat#l. Elvégeztik a calcein-
tesztet, és igazoltuk, hogy a kutya periférias @rézeparalt lymphoid sejtek
esetében az MDR1 funkcid jelésen csokkent a kontroll kutyak értékeihez
képest, azonban az mrpl funkcio kismértékéh n

Lymphomas kutyak vérmintaibol szeparalt lymphocytanak
membrantranszporter funkcié vizsgalata a kemoterapas kezelés hataséara
bekbvetkes valtozasok szempontjabol.

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy kemoterapiaselésben részesiil9
lymphomas, ill. leukémias kutya szeparalt |ymphoidejtjeinek
membrantranszporter funkcidja eltér-e az egészsdgedroll kutyak (n=6)
lymphoid sejtjeinek hasonléithodéséil.
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A kutyak vérmintajanak lymphoid sejtjeit szepariétumajd azok egy részét
membrantranszporter gatlé anyag hozzaadasa nélldadic-nel inkubaltuk, egy
masik részéhez verapamil-t adtunk, amely a Pgréarpl gatloja, harmadik
részéhez pedig, un. MK-571 molekulat adtunk, anaglynrpl gatloja. Végul a
két gatlbanyagot tartalmazd sejtszuszpenzidhozalseimt adtunk. A FACS
vizsgalat soran meértik a sejteken bellli fluorese@es aktivitas mértékét. A
gatlas nélkuli és a gatlbanyagokat tartalmazo lsegéis fluoreszcencias
aktivitdsanak kifejezéséhez kiszamitottuk az un.AvIAmultidrug rezisztencia
aktivitasi faktor-) értékeket. Ezek jellemzik, gtek Pgp, és mrpl funkcidjat.
Vizsgalataink azt bizonyitjdk, hogy a beteg kutydészesitett ,multidrug”
rezisztencia funkcioja (p<0,01) és az mrpl-hez tkdmdembrantranszporter
(p<0,05) funkciéja egyarant szignifikansarttna kontroll kutyak hasonlo
sejtfunkciéjahoz képest.

Lymphomas kutyak nyirokcsomojabol szeparalt daganats lymphoid sejtek
membrantranszporter funkcio vizsgalata

Tovabbi munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a kerapias kezelésben

részesitl 12 lymphomas és 6 egyéb daganatos betegek dagjfeatek

membrantranszporter funkcioja kozoétt van-e kulogbsé

A kutyak nyirokcsomojanak, illetve szévetszapomilak lymphoid sejtjeit

szeparaltuk, majd azok egy részét membrantranszpgdtlé anyag hozzdadasa

nélkil calcein-nel inkubaltuk, egy masik részéh@pM-os verapamil-t adtunk,

amely a Pgp és az mrpl gatloja, harmadik részéhezavilk571 molekulat

adtunk, amely az mrpl gatldja, negyedik részehgiMtBs verapamil-t adtunk,

amely az MDR1 /Pgp/ gétloja. Véegul a harom gatlégoy tartalmazo

sejtszuszpenzidhoz is calceint adtunk. A FACS \latgsoran meértik a

sejteken belili fluoreszcencias aktivitas mértékét abra).

Vizsgalataink soran a kapott fluoreszcencia értédakjan az alabbi fliggvéeny

segitségével kiszamoltuk kulon az MDR1 (MAF(mdrikjlon az MRP1

(MAF(mrpl)), valamint a két fehérje egyuttes muitig-rezisztencia aktivitasat

iIs (MAF (mrpl+mdrl)).

MAF (mrpl+mdrl)= IC fluoreszcencia (50uM verapamil} fluorszc.(HBSS)
/ IC fluoreszc. (50uM verapamil)x 100

MAF  (mrpl)= IC fluoreszc.(MK571)- IC fluoreszc.(HBY IC
fluoreszc.(MK571)x 100

MAF (mdrl)= IC fluoreszc.(10uM verapamil)-IC flu@zc.(HBSS) / IC
fluoreszc.(10puM verapamil)x100 vagy=MAF (mrpl+mdMAF (mrpl)

A kapott eredményeket atlagolva azt talaltuk, hadymphomas betegek MAF-

értékei nagyobbak az egyéb daganatos betegek Miékedlnez képest. Az erre

vonatkozo eredmeényeket az abrak mutatjak.
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16. abra. A fluoreszcencias médszer abrazolasanagg alapjan.
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Mind az 50uM MK571 (17/A.4bra), mind a 1@M verapamil (17/B.4abra),
illetve az 50uM verapamil (17/C. abra) esetében,amely szignikak adodott.

A vizsgalt beteganyagot tekintve a MAF (50 uM vexal), amely mindkét
pumpafehérjét gatolja, forditottan aranyos a tglél@ovel. A nagyobb
elemszadm érdekében a heterogén populacid adatagzndieuk fel
szamitasainkhoz, melyedevonhatd, hogy azoknak a betegeknek, amelyeknél
a két transzporter nagyobb mennyiségben expreskizalisebbek a tualélési
esélyei (17/D abra).
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17. abra. Korrelacios vizsgélatok a daganatsejtetlbmantranszporer funkcioi
kozott, €és a nagyddzisu verapamilos gatlas (MDRpLifunkcio MAF értéke,
és a tuléléesi ok kozott.
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Problémaként merilt fel az, hogy nehezen 0Osszetmifiepek a flow
cytometrias (FACS) analizissel tortenmérések. Ennek az oka, hogy a
mintavétel és az analizis nagyon dit@elyen torténik. Ezért 1épéseket tettlink
arra, hogy sejteket szeparaljunk a daganatokbdhzékat "short”, ill. "long
term” tenyésztéssel, és szaporitasal életben kartgy lehetség adodik arra,
hogy a mintavételezés és a mérés egymastolseitében torténhessen. A
sejtszeparalasban és tovabbtenyésztésben részt pélyazatban résztueDr.
Tuboly Tamas ésoéként a lymphoid sejtek esetében a SOTE 1 sz. Rpdnld
Intézet laboratériumanak vedgt, Hunyadiné Sebestyén Anna, és a PhD
hallgato dr. Mark Agnes.

Alkalmunk csak daganatos (lymphomas) nyirokcsombkbétt ,tru cut”
biopszias mintak felhasznalaséara volt.

Tovabbi feldolgozas is tortént a bioptatumokbdl. b&b ,short term”
tenyésztésre szeparaltunk sejteket. A ¢ukdjtkultarat felhasznaltuk a sejtek
kemoterapiara mutatott érzékenységének (apopta@disanmértékének
vizsgalatara.

Az alabbi sejtvonalaink maradtakéék, ill. a kégbbi vizsgalatokra nézve
hasznalhatbéak: lymphoid daganat 5 db, mastocytodia petefészek carcinoma
1 db. A sejtek életben maradasanak idejét tripanieskéssel ellairizzik
Birker-kamras analizissel.

A lymphoméas kutyabetegek daganatsejtjeinek immuwiipizasalasa is
megtortént. A sejteket "short term"” sejtkultiranidjaban kezeltiik kemoterapas
szerekkel, és FACS analizissel mértik a szerektatkozd apoptosis mértéket.

s

is fugg. Vizsgalatunkban prébaltuk ezeket a téfilge sviteni, hogy meg
specifikusabb terapiat alkalmazhassunk és még pabloprognozist kapjunk.
Megvizsgaltuk, hogy van-e &sszefliggés a lymphomégeks fellletén
expresszalédd CD-molekulak és a kulortbdzemoterapids szerekre adott
apoptozis kozott.

Osszesen 6 pacienst vizsgaltunk. Mindegyik esetbddinikai vizsgalatokat,
vérvizsgalatokat, csontuel aspiratum vizsgalatot, valamint nyirokcsomo
kimetszést kovéen rutin szdvettani és immunhisztokémiai elemzésake
veégeztink. A kutydk betegseégénekrehaladottsaga jelblésére minden esetben
elvégeztik a stadiumok és alstddiumok meghatarozasazamos
immunhisztokémiai paraméter meghatarozasara kesilt A lymphoma
immunfenotipusat CD3, CD4, CD5, CD8, CD14, CD21,38PCD45 és MHC

II markerekkel, a proliferaciés készséget a Ki67fekérje expresszidjanak
vizsgalataval hataroztuk meg. A betegeket két asbpmsztottuk a lymphoma
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spontan apoptézisanak alapjan, igy lett egy 90%itidh=3) és egy 80% alatti
(n=3) csoport.
Ennek a két csoportnak a nyirokcsomé-mintajat étidmoterapias gyogyszer
kétféle dozisaval kezeltik, majd megfigyeltik, hagwaltozott az apoptozisuk.
A modszer révid leirasa
A plate-Bl a sejteket 2-300.000 sejt/ml) atpipettaztuk a BASOvekbe, ezutan
lecentrifugaltuk 10 percen at 1000 RPM-mel. A fé@d#6 elontése utan
csovenként 1 ml -20 °C-os, 70%-0s etanolt adtunkepiekhez. 20 percig
szobalimérseékleten inkubaltuk a mintat, igy fixalva a alegt, majd 30 percen
at -20 "C-on tovabb inkubaltuk a mintat, hogy haftr ideig tarolhatéva
tegyuk. A mérés étt a csoveket még egyszer 10 percen at 1000 RPMragsi
3 percen at 1300 RPM-mel lecentrifugaltuk és a liiskibdt ledntottik.
Csovenként 50Qul alkalikus extrakcios puffert adtunk a mintaho20{aM
NaHPO,, pH=7,4 és 10@ig/ml RN-az A (Sigma)). A pufferhez a ribonukleaz
A-t a mintdhoz tortéh kimérése €éltt adtuk ul/Iml mennyiségben. Ezutan 15
percig inkubaltuk szob@mérsékleten. Ezt koué&tn etidium bromiddal (10
ug/ml, Calbiochem) festettik. 15 perces szdbadrsékleten vald inkubalas
utan aramilasi citométerrel lemértik.
A sejtciklus és apoptézis detektdlasa FACScan asinditométerrel (BD
Biosciences) tortént, mintdnként 10-20000 sejtesgalva. Az adatokat Winlist
(Verity Software House) programmal dolgoztuk felm®dszer lehéwé teszi a
DNS tartalom valtozdsa alapjan a sejtciklus bizenfazisainak elkilonitéseét,
illetve az alacsony DNS kioldodik (ezek az apopiaisejtek).
A FACS csovekben Iév minta egy kopenyfolyadékba injektaldédik. A
hidrodinamikus fokuszalas biztositja, hogy a segdtbpenyfolyadék aramaban
és a megfelél aramlasi kamraban egyesével haladjanak el az Atgper
(monokromatikus). = 488 nm) fényforras étt. A lézer ebtt elhaladd sejtekit a
fény kis €s nagy szbégben szorodik, melyet medfetelelhelyezett detektorok
érzékelnek. A kis szdgben vagyoe szért fény a sejt méretével aranyos
(Forward Scatter = FSC). A nagy szogben vagy dadalzért fény a sejt
granularitdsaval aranyos (Side Scatter = SCC).
A monoklonalis antitestet fluoreszcens festékkklljjigk. A leggyakrabban

hasznalt fluoreszcens festékek:

1. FITC: fluoreszcein izotiocianat

2. PE: phycoerythrin

3. PerCP: peridin klorofill-A protein

4. APC: allophycocyanin
A fluoreszcens festéket a lézer gerjeszti, az makk magasabb energiaju
palyakra kerilnekMexc = 488 nm). A fluorokrém a gerjesztési hullanszos\l
nagyobb hullamhosszu fényt emittal, mikozben visspek az alap energiaju
allapotba. Kulon detektorok (photomultiplier, PM$}olgalnak a FITC, PE,
PerCP, APC festékek altal emittalt féeny érzékekséhA PMT-k nem
fluorokrom, hanem hullamhossz érzékenyek. A spb&tréatfedések
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kikiszObolésére szolgal az ugynevezett kompenzagidniszer 1 sejtil 5
adatot tarol (FS, SS, FL1, FL2, FL3) haromfizainalizis esetén ugynevezett list
mode file-okban (18. abra).

Az adatok analdg-digitdlis konverzidja utdn a szagép hisztogramok vagy
felhoképek formajaban jeleniti meg a sejtek jellénmaramétereit a hozzajuk
tartozé szamszérertékekkel (19. 4bra).
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18. abra Példa a szines falilagramos abrazolasra

Lathato, hogy a zélddel jelolt lymphocyték pozitivaz MHC Il és negativak a
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19. 4bra 24 Oras kezelés utani apoptdzis meértékenlasi citometriaval
hisztogrammal 4brazolva (példa)

(Az y tengely az apoptdzis szazalékos szamat, sengely a fluoreszcencia
mértékét jelzi.)
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A kis elemszam ellenére szignifkans dsszefliiggesekettiink meg:

Az 6t kemoterapias szer két kulonboddzisanak apoptozist indukaldé hatasa
korrelalt egymassal. A nagy spontan apoptoézist atdusejtek a kezelésre
dozistél fuggetlendl a kontrollhoz hasonlé szazaékk apoptotizaltak. A kis
spontan apoptézisu sejtek a kontrollhoz képest s@a szézalékban
apoptotizaltak, a kezelési koncentraciétél fuggetle

A kis elemszam ellenére mégis statisztikailag stilgimsnak bizonyult az
apoptozis meértéke. A nagyobb ddézisu doxorubicinagemta a kis spontan
apoptozist mutatdoak fokozottabb apoptdzist mutattdk nagy spontan
apoptozisu sejtekhez képest a kis spontan apopté&agek a doxorubicin
nagyobb adagjara 21,41 %-os csokkenést mutattdk{Rx

Az apoptdzis mértéke a kis spontan apoptozisu kdseteaz cikofoszfamid
kisebb adagjara 24,88 %-kal (p=0,03), az cikofasaianagyobb adagjara 24,48
%-kal (p=0,02), a metil-prednizolon kisebb d6zisdf81 %-kal (p=0,03), a
metil-prednizolon nagyobb adagjara 24,04 %-kal kedk (0,01)

Ha tehat, a doxorubicin mindkét d6zisa hasonlo6 ékérapoptozist indukal mint
a ciklofoszphamid két dézisa (5. tablazat). Tehéhetséges, hogy ha a
lymphoma szegényesen reagal a doxorubicin egyiksé akkor ugyanilyen
szegényesen fog reagalni a ciklofoszfamid hasodiisdra. Ezt tudva el lehetne
keriini a felesleges gyogyszeralkalmazast. Ugyanil§sszefliggést talaltunk a
vinkrisztin és a metiloprednizolon két dézisa kdZ6t tablazat).

Megvizsgaltuk még az Osszeflggéseket a spontant@mpés a Ki67
expresszio mértéke, a recidivamentes tulélésjes tigllélés és a stadium kozott.
Az aladbbi eredményeket kaptuk:

s

/////

esetekben (12), mint a nagy spontan apoptozisuak@a). A teljes tulélési il
jelentbsen nagyobb a kis spontan apoptdzisu esetekben (@8} a nagy
spontan apoptézistuakéban (12,5).

A nagy spontan apoptdzisu esetek 16,67 %-ban milgasadium besorolasba
estek, mint a kis spontan apoptozisu esetek.

Megfigyelttk még a CD-markerek és az apoptozis ékériek az
0sszefuggéseit. A jelleign T-sejt marker pozitiv (CD3, CD4, CD5) sejtek kis
spontan apoptdzist mig a B-sejt marker pozitiv (€A monocyta (CD14) és a
haemopoietikus 6ssejt (CD34) marker pozitiv sejtek nagy spontanpsjmist
mutattak.

A sejtfelszini markereket tekintve a CD14 pozitivohocyta marker) és a CD34
pozitiv (haemopoietikus éssejt) sejtek egyértelien negativan korrelaltak a
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vinkrisztin €és a metilprednizolon mindkét dozisalimekovetked apoptdzisra.
Tehat lehetséges, ha a lymphomas betegek sejtiéfszézek a markerek
megtalalhatok, a vinkrisztin és a metilprednizokazelés nem feltétlen
szlikséges.

5. tAblazat. A doxorubicin és a ciklofoszfamid kifizkorrelacio (** =
Szignifikans korrelacié p<0.01

Doxorubicin, kis dozis Cikofoszfamid, kis dozis DD(**)
Doxorubicin, kis dozis Cikofoszfamid, nagy dozis o8 (**)
Cikofoszfamid, kis dozis Doxorubicin, nagy dozis 9mR (**)
Cikofoszfamid, nagy dozis Doxorubicin, nagy dozis 995 (**)

Az eléz6hdz hasonld korrelaciot talaltunk a vincrisztinfkét dozisa és a
metilprednizolon kétféle dézisa kdzott. Mindkéttbsm a két szer két dozisa
hasonlé mértékapoptdzist indukalt.

6. tablazat. A vinkrisztin és a metilprednizoloreé&tii korrelacié (** =
Szignifikans korrelacié p<0.01)

Vinkrisztin, kis doézis Metilprednizolon, kis dozis 0,968 (**)
Vinkrisztin, kis doézis Metilprednizolon, nagy dozis 0,970 (**)
Vincristin, nagy dézis Metilprednizolon, kis dézis 0,995 (**)
Vinkrisztin, nagy dézis Metilprednizolon, nagy d®zi 0,993 (**)

Az alstadium korrelaciot mutat a recidivamenteglédi idvel.

Az MDR-funkcié in vivo szcintigréfias vizsgalata

Terv: Az MDR in vivo végezldetnon-invaziv vizsgalatat radioaktiv izonitril
szarmazék hasznalataval szcintigrafias eljaraségeezik.

Ez a vizsgalatot csak daganatos korképekben (lymphoemfdaganat,
mastocytoma, lagyszoéveti sarcoma) szefibetiegeink esetében tervezzik.

In vivo 99mTc MIBI wash-out szcintigrfias MDR vizsgalat az allatorvosi
gyakorlatban daganatos betegek esetében.

A vizsgélat célja a Pgp kimutatdsa az in vivo 98AMIIBI szcintigrafias
modszerrel és ennek 0sszehasonlitasa az in vitmumnohisztokémiai festéso
technikaval, valamint az eredmények 6sszehasamlétéglélési idkkel.
Osszesen 98 maligns daganatos korképben szgérkggia és macska beteg
vizsgélatat végeztik. Altalanos anaesthesiaban302@Bq/10 bwkgs 99mTc-
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MIBI (Cardio-SPECT®, Medi-Radiopharma Ltd, Hungagflagolasa tortént.
Dinamikus kiértékelés (scan) tortént 0-3 percefilbghlamit statikus felvételek
torténtek az aplikalast kovet3., 30., és 60. percben. Osszesen 76 esetben
macska beteg kemoterapias, sebészi, vagy radigierégrzelésben részesililt.

A betegek kodzul 12 esetben a nem mutatkozott sz69eatTc-MIBI felvétel (I
csoport) ezek agyai daganatosok, lipomas és pédamérigy karcinomasak
voltak. Osszesen 23beteg (ll. csoport) mutatottekebb, mint 10%-0s
“kimosast” az aplikaciot kovétl éraban. Az immunhisztokémiai médszerekkel
ezek kozott kis szamu gyengén pozitiv (score 1-8fyed volt a Pgp fesiés
szempontjabdl. Osszesen 51 esetben jelentkezett -n&0%nagyobb
immunhisztokémiai pozitivitas (lll. csoport) (20bra). Ezekben és izotép
washout is megfigyelhétvolt. A Il. csoport egyedeinek az élettartama(46
168 nap) jelertisen (p< 0.01) hosszabb volt, mint a Ill. csoport egyedeiae
élettartama (168 62 nap). Az in vivo 99mTc-MIBI wash-out vizsgaleto
eredményei és a jol korrelaltak a Pgp immunhiszio&e eredményeivel
(r=0.67, p<0.05).

20. abra. Szcintigrafias felvétel egy fibrosarcd@@@aTc-MIBI ,kimosasi”
vizsgalatarol, amely az aktiv MDR pumpafunkciot atjat.

A pumpa miikédik-rezisztens tumor /kutya libvég fibrosarcoma/

Korai felvétel 3-5 perccel injektalas utan. Keéso felvétel 40-60 perccel injektalas utan.
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