AML Hastalarmda Kemoremstansm Tc-99m §

SestaMIBI ile Gorilintiilenmesi; MDR1 Diizeylerif
ile Kemoterapotiklere Rezistans Gelismesi |

Arasindaki iliskinin Immunohastok:myasal
Flow Sitometrik ve PCR Olgiimleriyle

Karg:lastlrllmaSI 3@‘;}% 3 Q/}
SBAG r - AYD %D,

'5'55"':'5ghk-B111mler1 Ara.gtlrma Grubu

éMedical Sc1ences Research Comm1ttee | -



Akciger Kanseri,Lenfo
AML Hastalarinda

SestaMiBI jle Goriintiilenmesi; MDR1 Diizeyleri
ile Kemoterapétiklere Rezistans Geligmesi
Arasindaki lliskinin immunqhistokimyasal,

Flow Sitometrik ve PCR Olgiimleriyle

ma, Multiple Myeloma ve
Kemorezistansin Tc-99m

Karsilastiriimas; /B?‘”"“ 20 /i
SBAG _ AYD 82

e

Dog. Dr. Lale Kostakoglu ‘_
Yrd. Dog Dr. Dicle Gug ?

Bio. Hande Canpinar T

Dog. Dr. Ayse Kars -
Prof. Dr. Sevket Ruacan ,

Prof. Ufuk Gundiz Eed
' Pt 25
Mayis, 1997

Ankara




L ICINDEKILER
Sayfa
Tablolar 1-5
Sekiller g 6-8
Resimler 9-11
Onsoz 12
Oz 13
Abstract 14
Girig 15-16
Gelisme 17-25
A. Materyal ve Metod 17-21
} Hasta Grubu 17
. Sintigrafi 17-19
. Dokularin Elde Ediligi 19
V. Akim Sitometri 20
V. Total RNA [zolasyonu 20
V. RT-PCR ve PCR 20
VIl Immunohistokimya 20-21
VIIIl.  Istatistiksel Degerlendirme 21
B. Bulguiar 2225
Hematolojik Malignansi Hastalar: 22-23
Akciger Kanseri Hastalari 24-25
Sonug 26-30
Hematolajik Malignansi Hastalar 26-27
Akciger Kanseri Hastalar 27-30
Sonug ve Oneriler 30
Referanslar

31-33




Tablo 1: Hematolojik Malignansi Hastalarinda MIBI ile Kalitatif Skorlama

Pt Hum. Omuz Ster. CIA ™ Sl Femur ORT,
1. 1 1 1 2 2 2 1-2 1.50r
2. 2 2-3 3 3 3 2 3 2,62
3. 2 3 2 3 3 3 3 271r
4. 2 3 2 3 2.3 3 3 262r
5. 1 3 3 2-3 3 3 3 2.71
6. 1 2 1-2 1-2 2 2 2 1.67
7. 2 3 2-3 2 2-3 3 2-3 2.50
8. 2 3 2 2-3 2 2-3 2 233r
9. 1 2 1-2 1-2 3 2 2-3 1.90
10. 1 1 2 2-3 2 2 1 1.75
11. 2 2-3 2-3 3 3 3 3 2.67
12. 2 3 3 3 3 3 2 2.71
13. 1 2 2 2-3 3 3 1-2 2.11
14. 1 2 1-2 2-3 2 2 2 1.88r
15. 2 2-3 2 3 3 3 2-3 2.55
16. 1-2 2 2 2 2 3 2-3 2.1
17. 1 1-2 1-2 3 2 2-3 2 1.90r
18. 1-2 2 2 2 2 2-3 2 200r

Hum: Humerus

CIA: Crista iliaka anterior
SI; Sakroiliak eklemler

r: relaps ile gelen hastalar

Ster: Sternum
TM: Trochanter major
ORT: Ortalama




Tablo 2: Hematolojik Malignansi Hastalarinda MIBI Tm/Bkg Oranlari

Pt Hum. Omuz Ster. CIA ™ Sl Femur _ORT.
1. 045 055 084 126 120 130 126 098 r
2. 080 110 138 193 182 165 161 1.46
3. 090 100 125 185 149 210 120 1.38r
4, 0.80 100 120 1686 167 210 130 1.38r
5. 1.00 137 153 163 155 210 120 1.48
8. 050 085 090 100 130 145 112 1.01
7. 100 130 120 120 120 140 1.00 1.20
8. 100 100 100 145 130 1565 120 1.21r
9. 060 085 100 120 134 135 125 1.10
10. 045 057 116 143 120 100 085 0.95
11. 080 09 142 160 185 175 120 1.35
12. 100 160 145 195 182 205 130 1.59
13. 070 0.81 100 140 137 185 1.00 1.16
14. 070 080 09 120 120 130 100 1.01r
15. 070 085 100 210 200 170 135 1.39
16. 069 100 111 130 120 190 1.16 1.19
17. 080 09 100 130 120 130 110 1.08r
18. 065 0.81 1.00 148 130 155 1.10 1.15r

Hum: Humerus

CIA: Crista iliaka anterior
Sl: Sakroiliak eklemler
r: relaps ile gelen hasta

Ster: Sternum

TM: Trochanter major

ORT: Ortalama



Tablo 3: MIBI Parametrelerinin, Akim Sitometri ve RT-PCR Sonuglan ile Karsilagtirmasi

Pt MIBI Skoru MIBI Tm/Bkq AS RT-PCR
Ab1l Ab2

1. 2.71 1.48 %12 %10 -
2. 1.90 1.15 %10 %12 NA
3. 2.62 1.46 %13 -

4. 2.1 1.19 %16 %10 +
5. 2.1 1.16 %24 %25 NA
6. 1.75 0.95 %32 %34 NA
7. 1.01 1.01 %26 %56 NA
8. 1.10 1.10 %74 %76 NA
9. 2.00 1.08 %83 +
10. 1.50 0.98 NA +
1. 1.88 1.01 NA +
1. 2.62 1.38 NA -

2. 2.71 1.59 NA -

3. 2.7 1.38 %8 %5 -

4. 2.33 1.21 %2 %3 -

5. 2.50 1.20 - - NA
6. 2.55 1.39 - - -
7. 2.67 1.35 - - NA

AS: Akim sitometri
Ab1:Antikor 1 - JSB1
Ab2Z:Antikor 2 - UIC2
NA: Yapiiamadi




Tablo 4: Hematolojik Malignansi Hastalarinda P-gp Saptanmasinda MIBI'nin
istatistiksel Degerleri

Hassasiyet Spesifisite PPV NPV
Esik %10
Kalitatif 81.8 100 100 77.8
Kantitatif 81.8 100 100 77.8
Esik %25
Kalitatif 100 81.8 77.8 100

Kantitatif 100 91.9 87.5 100




Tablo 5: Akciger Kanseri Hastalarinda MIBI Parametreleri, Immunohistokimya ve RT-PCR

Sonuclan

Pt Tm/Bkg

1. 1.3

2, 1.4

3. 2.1

4., 1.9

5. 1.7 nek
8. 1.8

7. 20

8. 1.8 nek
9. 2.5

10. 23

1. 1.9 nek
12 2.7

13. 2.1

14. 1.9

18. 2.3

16. 2.0

17. 28

18. 1.5 nek
18. 1.5 nek
20, 2.0

Tm %A/sa
10
9.0
16
12
16
14
11
11
7.0
8.0
16

11

11
10

12

13
14
12

ND %A/sa
10.5
10
16
12
9.5
12
13
12
8.0
9.0
15
12
13
9.0
11
11
11
11
12
10

P-gp(IH)

+

3

P-gp{PCR)
NA

+

NA

NA

+

- NA

NA

NA

Tip
Epid
Epid
SCLC
Epid
Epid
SCLC
Epid
Epid
Epid
SCLC
Epid
SCLC
SCLC
Epid
Epid
SCLC
SCLC
sCLC
SCLC

SCLC

Boyut (cm)
3.0
20
25
2.0
6.5
25
4.0
5.0
25
2.8
45
1.8
286
3.7
2.8
3.0
2.5
4.5
95

3.0
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ONSOz

P-gp'nin tedavi sirasinda ya da tedaviden once saptanmasi kanser hastalarinin
prognozunda gelismelere yol agabilecektir. P-gp 170 kD adirhdinda hiicre zarinda yerlegen,
ATP’e bagiml bir transport proteinidir. Goklu ilag direng fenotipini gdsteren hicrelerde P-gp
sentezi artarak ilacin hiicre disina atimasina ve hicre iginde ilag konsantrasyonunun
yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Yapilan galigmalara gore, technetium-99m ile igaretli
lipofilik yapilt bir katyon olan hexakis(2-methoxyisobutylisonitrile) organoteknesyum
kompleksinin - MIBI- hiicredeki P-gp tarafindan bir transport substrati olarak tarindidi
saptanmistir. Normalde gortintiilenmesi beklenen timdr dokusu kemoterapdétiklere direng
gelismesi durumunda MIBI ile gérintilenemeyecek bu da diren¢ konusunda non-invazif
yolla elde edilen bilgiyle hastaya en uygun kemoterapGtik protokoltndn uygulanmasini
mimkiin kilabilecektir. Bu ¢alismada amacimiz, hematolojik malignansi ve akciger kanseri
hastalannda P-gp diizeyleri ile timdrdeki MIB! tutulum derecesi arasinda bir iligki olup
olmadigini arashrmak ve alinan sonuglari akim sitometri ve RT-PCR sonuglanyla kargilagtirarak
invazif olmayan bir gérintileme teknigi ile molekller diizeyde yapiian caligmalar arasindaki

iliskiyi aragtirmakdi.

Bu aragtirma projesi TUBITAK kapsaminda bulunan “Aragtima Altyapisini Destekleme
Program/” tarafindan desteklenmistir (No: SBAG-AYD-82).
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Amacimiz, hematolojik malignansi ve akcider kanseri hastalarinda timérdeki P-gp
dizeyleri ile Tc-99m-Sestamibi (MIBI) tutulum derecesi arasindaki iliskiyi arastimmak ve senuglarn
akim sitometri ve RT-PCR sonuglanyla karsilagtirarak, gériintileme teknigi ile molekiiler
dizeyde yapilan ¢alismalar arasindaki iligkiyi belirlemekti.

Gahsma kapsamina toplam 38 doku (18 hematolojik malignansi ve 20 akciger
kanseri) alindi. Otuzbir hasta ilk tant aninda ve 7 hasta tedavi sonrasi relaps sirasinda
incelendi. Hastalarin yaslar 22 ve 50 arasinda degismekteydi (Ort+SD:35+9.8). MIBI
sintigrafileri ¢ekildikten sonra hastalardan akim sitometri, RT-PCR ve immunohistokimya
incelemeleri igin bronkoskopik biopsi ya da kemik iligi aspirasyonu ya da periferik kan
ormnekleri alindi. Akim sitometri 2 farkl antikor kullanarak yapildi. MiBI gériintiieri ADAC Gift
detektorld gama kamera sistemi kullanilarak alindi. 15 mCi MIBI enjeksiyonunu takiben
akciger kanseri hastalarinda toraks SPECT ve spot, hematolojik malignansi hastalarinda da
tim vicut planar ve pelvis spot gérintileri elde edildi. Hedef organ (kemik iligi ya da
akciger timorl) ve referans organdaki (en yakin yumusak doku tutulumu) radyoaktif madde

tutufumlaninin birbirlerine gore karsilastirmall olarak, kalitatif skorlama sistemi ve tm/bkg
cranlan ile de@erlendirildi. Akciger kanseri hastalaninda MIBI'nin tiimérden ve normal
dokulardan atim hizi (%A/sa) hesapland.

Her iki kanser tiir(i icin, hem kalitatif (skorlama) hem de kantitatif (tm/bkg oranlari)
dederlendirme sonuglari ile P-gp diizeyleri arasinda ters bir oranti oldugu bulundu. Tm/bkg

oranlarl P-gp " ve P-gp “+" hastalar igin birbirinden istatistiksel olarak farkliyd (akciger
f kanseri:p=0.014 ve hematolojik malignansi:p<0.016). Akcifer kanseri icin MIBI %A/sa
dederleri icin tamér ve normal dokular arasinda hicbir fark bulunamadi (p=0.81). Tamor
%Alsa degerleri ve P-gp dlizeyi arasinda bir iliski saptanmadi (p=0.35).

Sonug olarak MIBI fonksiyonel gérintilemesi ile P-gp varhidi non-invazif olarak

saptanabilmektedir ancak hasta sayisi artiniarak yapilacak ¢alismalarla, bu én ¢alismanin

sonuglaninin dodgrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar sézcikler: P-glikoproteini, MIBI, Coklu ilag direnci, RT-PCR, Akim sitometri
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ABSTRACT

Qur aim was to ascertain the relationship between the degree of MIBI uptake and
the level of P-gp in tumors in comparison with flow cytometry and RT-PCR in patients with
hematologic malignancy or lung cancer.

A total of 38 tissues (18 hematologic malignancy and 20 lung cancer) were
studied. Thirty-one patients were included in the study at the time of initial diagnosis and 7
during relaps after therapy. The patients’ ages ranged from 22 to 50 (mean+SD:35+9.8).
Following MIBI imaging the patients underwent either bronchoscopic biopsy or hone
marrow aspiration for RT-PCR and/or flow cytometric or immunohistochemical analyses.
Flow cytometry was performed using two different antibodies. Images were obtained using
a dual-head gamma camera system. After injection of 15 mCi of MIBI, thorax SPECT and
spot images (lung cancer) or whole-body and pelvic spot images (hematologic malignancy)
were acquired. Target tissue (either bone marrow or lung tumor) to background (nearest
soft tissueuptake) evaluation was done using both qualitative (scoring system) and
quantitative (tm/bkg ratios) analyses. In addition, in patients with lung cancer wash-out
rates of MIBI from the tumor and normal tissues were calculated (%W-O/hr).

For both patient groups there was an inverse correlation between the presence of
P-gp and the degree of MIBI uptake. Tm/bkg ratios were statistically different for P-gp "+"
and P-gp "-" patients (lung cancer:p=0.014 and hematologic malignancy:p<0.016). There
was no difference between tiimér and normal tissues in values of %W-O/hr (p=0.81).
There was no correlation between values of %W-O/hr and the level of P-gp (p=0.35).

As a result, functional imaging agent MIBI could non-invasively detect presence of
P-gp. However, the results of our preliminary study should be supported by other studies |

with expanded number of patients.

Key words: P-glycoprotein, MIBI, multidrug resistance, RT-PCR, flow cytométry.
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GIRIS

Kanser hastalarinda uygulanabilecek tedavi protokollerinin belirlenmesi ve hasta
prognozunun iyllestirimesinde ilag rezistansi variginin saptanmasi en énemli belifeyicilerden
birini olugturur. Kemoterapiye yanitsizligin nedenleri ¢ok gesitli olabildiginden tedaviden énce ya
da tedavi sirasinda ilag rezistansini saptayabilecek spesifik belifeyicilerin ortaya c¢ikarilmasi bir
¢ok hastada prognoz agisindan olumlu gelismelere yol acabilecektir, Kemoterapétiklere
karg! geligtirilen diren¢c mekanizmalari ¢esitli olup malign hastaliklar tedaviye yanit agisindan
U¢ gruba ayrilabilir:

1. Intrensik olarak ilaca duyarli timérler,
2. Baglangicta tedaviye iyi yanit veren ve daha sonra refrakter olan timérier,

3. intrensek olarak kemoterapotikiere direngli timérler.

Bunun yaninda kemoterapiye direnci agikiayan farkli mekanizmalar tfanimlanmstir;

@ilacin hilcre igi konsantrasyonunun azalmast.
Hicre digma atiminin artmasi (P-gp'ye bagli direng)
Hicre zarindan transportun bozulmasi

®llacin aktivasyonunun bozulmasi.
#ilacin katabolizmasinin hizlanmast.

¥ Hucre iginde hedef enzimlerin konsantrasyonunun artmasi veya yapisal
degisiklige ugramalari(topoizomeraz, dihidrofolat rediiktaz)

¢ Enzimatik olarak hiicresel hasarin tamir mekanizmalarinin hizlanmasi (glutatyon-

s-transferaz, glutatyon peroksidaz).

Simdiye kadar Gzerinde en kapsamh olarak ¢aligimis olan direnc mekanizmasi
hiicre ylzeyinde yer alan P-glikoproteininin (P-gp) yiiksek diizeylerde bulunmasina bagli
olan “klasik goklu ilag direnci'dir (MDR). P-gp 170 kD agiriginda, hiicre zarinda yerlesimli ve
ATP’ye bagimli bir transmembran transport proteinidir (1). Bu protein MDR1 geni tarafindan
kodlanir ve MDR ile iligkili ilaglar i¢cin enerjiye bagimli digan atim pompasi olarak gorev
gorar. Coklu ilag direnci fenotipi gosteren hiicrelerde P-gp sentezi artarak ilacin hiicre
digina atilmasina ve hiicre iginde konsantrasyonunun yetersiz kalmasina neden olmaktadir
(2-3). P-gp'nin fizyolojik dlizeylerin izerine ¢ikmasi, spesifik antikorlarla yapilan
immunohistokimya yéntemleri ya da molekiler diizeyde dokudan mRNA izolasyonu ile
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gerceklestirilen RT-PCR, Northern blot analizleri ya da akim sitometri ile saptanmaktadir.
Ancak bu ydntemlerin spesifik degerleri her zaman yiiksek olmamakta ve doku érnekleri
gerektirdikleri igin de invazif sayiimaktadifar. Simdiye kadar tamamlanmis genis kapsami
caligmalara karsin MDR hiicrelerindeki ilag transportunun nasil gergeklestigine iliskin kesin
bilgi edinilememistir. MDR tarafindan etkilenen her itacin hiicre icindeki baglanma
mekanizmasi, metabolizmasi ve disa atimi safhalarinm hepsi ilacin hicredeki azalmis

birikimine katkida bulunur. Ancak, ilacin hiicreye alimindaki azalma ve hiicre disina
atimindaki artma iki farkli parametre olarak kabul edilirse, her iki parametrenin P-gp
mekanizmasini hangi derecelerde etkiledigi halen devam etmekte olan bazi arastirmalarmn
inceleme konusunu olusturmaktadir (4).

Diger yandan timér gérintileme ajant olarak klinikte ¢ok yogun olarak kullanilan
lipofilik ve katyonik yapidaki Tc-99m-Sestamibi (MIBlYnin son yillarda bir P-gp substrati
oldugu kanitlanmistir (5, 6). P-gp'nin dokularda (st dizeyde varldinin pemeabilitede
degisiklige yol agmasi ve substratlarinin hiicre ici birikimini bekieneden ¢ok daha alt diizeylere
inmesini sadlamasi sonucu MIBI'nin de timéral tutulumu ait dizeylere inmektedir (5-7). Bu

yuzden MIB| gériintilemesi sonucu elde edilecek veriler kemoterapétiklere direngli hastalarin
onceden saptanmasini sadlayarak klinikte degisik tedavi protokollerinin ve ¢oklu ilag rezistans
modulatérierinin uygulamasina énderfik edebilecektir. Ancak bu konuda simdiye kadar yapilan
calismalar yetersiz dizeyde oldugu icin MIBI gdrintlilemesi hentiz invazif yéntemlerin yerini
alamamustir.

Kisaca, literatiirde P-gp dizeyleri ile timérdeki MIB! tutulum derecesi ve MIBI atim tiz:
arasindaki iligkiyi inceleyen kapsamli kiinik calismalarin olmamasi bu caligmayi planlamamiza
neden olmustur. Calsmamizda hematolojik malignansi ve akcier kanseri hastalanni
kullanmamizin nedeni P-gp’'nin bu grup kanserlerde daha fazla taruimlanmig olmasidr.
incelemeye  alinan  ttimér tiplerinin  stromal eleman icermemeleri boylelikle doku

kontaminasyonunu mimimal dizeye indiridiginden deneysel kolaylik saglayacad: distnlimis

ve caligmada RT-PCR ile solid tiimér grubunun calisilabime potansiyelini arastinimistir. Bu
calsmada;

a. Hematolojik malignansi hastalarinda P-gp diizeyleri ile ttimordeki MIB! tutulumu ve

b. Akciger kanseri hastalannda P-gp dizeyleri ile timérdeki MIBI tutulum derecesi ve
timérden MIBI atim hizi arasinda bir iligki olup olmadidi konusunun incelenmesi amaglanmigtir,

Bu aragbma projesi TUBITAK kapsaminda bulunan "Aragtirma Altyapisini Destekleme
Program” tarafindan onaylanarak desteklenmistir (No: SBAG-AYD-82).
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GELISME

A . MATERYAL VE METOD

I. HASTA GRUBU: Calisma kapsamina 16 hematolojik malignansi ve 20 akciger
kanseri tarisi almig 26'si erkek ve 10'u kadin olmak Uzere toplam 36 hasta alindi
Hastalarin yaslan 22 ve 50 arasinda degismekteydi (Ort+SD:35+9.8). Akciger kanseri
hastalan tedavi éncesi degerlendirmeye alindi. Hematolojik malignansi grubundan 11 hasta
ilk tani doneminde ve 5 hasta tedavi sonrasi relaps sirasinda incelendi. Ayrica ilk tani
déneminde ¢aligmaya alinan iki hastanin ¢alismalan tedavi bitiminde de tekrarland: (Tablo
1, 2 ve 3). Tim hastalarda MIBI sintigrafisi uygulandi. MIBI ile sintigrafileri ¢ekildikten sonra
hastalardan akim sitometri, RT-PCR ve immunohistokimya incelemeleri i¢in doku, kemik iligi
aspirasyonu ya da periferik kan orekleri alindi. Kemoterapiye yanitsizigin nedenleri ¢ok
cesitli olabildijinden tedaviden dnce ya da tedavi srasinda ila¢ rezistansini saptayabilecek
spesifik belifleyicilerin ortaya cikardmasi bir ¢ok hastada prognoz agisindan olumiu
gelismelere yol agabilecektir.

Hematoloiik Malignansi: Bu gruptaki hastalann 7'si AML, 81 ALL ve 1'i lenfoma
tarusi almisti (Tablo 3). Onalti hastadan ikisinde tedavi bitiminde caligmalar tekrarland:.
Boylece toplam 18 ¢alisma materyali elde edilmis oldu (Tablo 3). Toplam 18 materyalden
7'sinde sadece akim sitometr, 4'inde sadece RT-PCR ve 7'sinde de hem akim sitometri
hem de RT-PCR analizi yapildi. Dért hastada akim sitometri, akim sitometri cihazinin gegici
sdreli anzalanmasina bagh olarak yapilamadi. Yedi hastada RT-PCR buyik olasilikla uzun
sireli saklama ve transportasyondaki giglikler nedeniyle mRNA’nin degradasyonuna
sekonder olarak yapilamadi. Toplam 12 hastada akim sitometri 2 farkh antikor kullanarak
yapild: béylece tek antikora bagl ortaya ¢ikabilecek “yanlig-pozitif® ya da "yanlig-negatif”
olasiliklart bliydk 6lglde azaltiimaya ¢ahsildi. Bu hastalar sadece akim sitometri yapilan 7
hastayl ve hem akim sitometri hem de RT-PCR vyapilan 5 hastayi kapsiyordu.

Akciger Kanserj: Bu gruptaki hastalarin 10'u kigik hiicreli akcige kanseri (SCLC)
ve 10'u epidermoid akcider kanseri tanisi almigti. Timér varig CT ya da x-ray ile teyid edildi.
Tum hastalardan MIBI gérintllemesi sonrasi bronkoskopik biopsi alindi. MIBI gérintileme
bulgulart tim hastalarda immunohistokimyasal inceleme ve 14 hastada hem
immunohistokimya hem de RT-PCR sonugclari ile karsilagtinidi (Tablo 5). Bes hastada RT-
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PCR dokunun yetersiz olmast ve bulylk olasiikla uzun sireli saklama ve ulagimdaki

glgliikler nedeniyle mRNA’nin degradasyonuna sekonder olarak yapilamadi.

il. SINTIGRAFI: a. Sintigrafik Verilerin Elde Edilmesi: Tum goriinttiler ADAC gift
detektdrlii gama kamera sistemi (dual-head ADAC Genesys kamera, Pegasys SP10, IP8
komputer sistemi, ADAC Lab. CA, USA), disiik enerji ve ylksek rezoliisyonlu kolimator
kullamlarak ahndi. 15 mCi MIB! enjeksiyonunu takiben 20.-30. dakikalarda hematolojik
malignansi hastalarinda tim viicut planar ve pelvis spot, akcifer kanseri hastalarinda
toraks SPECT ve spot gorlntiileri alindi. Ayrica akcider kanseri hastalarinda MIBI'nin timor
ve normal dokulardan atim hizini kargilagtirmall olarak hesaplayabilmek igin 3. saat ge¢
toraks spot goriintller de elde edildi. Atm hizi, solid timdrlerde tek bir timér odadi oidudu
icin daha kolay ve standardize olarak hesaplanabildi§inden dolayl sadece akcider kanseri
hastalarinda hesaplandi. Tum spot gérintiler 10 dakika boyunca elde edildi. SPECT
gérintlleri herbiri 30°ar saniyelik adimlarla 64 adimda 64x64x16 matriks kullanarak alindi.
Tom “framelere” isinlanin dokular tarafindan absorbe olan degerinin (atenliasyon)

dizeltmesi uygulandi. Kullanilan teknik parametreler agagdida belirtilmigtir.

Doz (mCi) 15

“Kolimatér T TLEHR

oo

\\\\\\

b. Sintigrafik Verilerin Degerlendirilmesi: MIBI gdrintilerinde kullanilan
dederlendirme parametreleri asadida belirtilmistir,

€ Hematolojik malignansi hastalan igin hedef organ (kemik iligi) ve referans
organdaki (vicudun proximali igin fizyolojik akcifer tutulumuyla ve distal kisimlarindaki
tutulum en yakin yumusak doku tutulumu) radyoaktif madde tutulumlarinin birbirlerine gére
karsilastirmall olarak degerlendiriimesi, a. skorlama sistemi kullanarak (Tablo 1) ve b.
tm/bkg oranlarinin hesaplanmasi ile yapildi (Tablo 2). Skorlama agagidaki sisteme uyularak
yapildi,

eHedef organ tutulumu < referans organ= 1,

¢Hedef organ tutulumu = referans organ= 2,

e Hedef organ tutulumu > referans organ= 3 olarak skorlandi (Tablo 1).
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€ Akciger kanseri hastalarinin degerlendirmesi; a. tm/bkg oranlari, ve b. timdr ve

normal dokulardan MIBI'nin saatteki atim hizi (%A/sa) hesaplanarak yapildi (Tablo 5).
1si hastalan icin kalitatif ve kantitatif degerlendirme; humerus,

omuz eklemi, sternum, crista iliaca anterior, trochanter major, sakroiliak eklemler ve femur
alanlarinda ayn ayr yapildi. Tiim degerler simetrik organlar icin ayr ayn elde edildi. Elde
edilen skorlann ve tm/bkg oranlarinin ortalamalan belirlendi (Tablo 1, 2). MIBI'nin bdbrek ve
barsaktan atihmi ve kalpteki yogun tutulumu nedeniyle bu alanlara sliperpoze olup yanhs
sonuglar verebileceginden dolay vertebral kolon degerlendirme disi birakildi.

Akciger kanpseri hastalan icin SPECT transvers kesitlerinde timér volimanin
timana icine alacak sekilde tumér etrafinda ve karsi tarafta gizilen ilgi alanlan igindeki
ortalama sayimlann birbirine orani hesaplandi. Timdér ve normal doku MIBI attm hizian
erken (20-30 dk.) ve ge¢ (3 sa.) fazlarda ¢ekilen spot goérintiler kullanilarak hesapland.
(Tablo 5) Hem erken hem de geg spotlar icin ayni ilgi alanlan kullanilarak “pixel” sayisinin
sabit kalmasi ve boylece atim hizlarinin standardize edilmig bir yontemle hesaplanmasi
sadlandi. Tc-99m icin fiziksel yikim dlizeltmesi yapilarak ilgi alanlan igindeki ortalama
sayimlar kullanilarak agsagidaki formiille hem timér hem de normal dokular igin MIBI atim
hizi hesapland;

%A/sa = N (erken) - DN (ge¢) x 100
N(erken) xT
N (erken): erken spot (20-30 dk.) gorintilerde var olan ortalama sayim, DN (geg): ge¢ spot

(3 sa.) gorintiilerde T¢c-99m'in fizik-yikim diizeltmesi yapildiktan sonra elde edilen ortalama
sayim ve T: erken ve geg goruntller arasinda saat olarak gegen sdre.

MIBI sintigrafileri birbirinden ve hastanin hem klinik hem de laboratuar bilgilerinden
habersiz G¢ Nikleer Tip uzmani tarafindan degerlendirilerek ortak karar elde edildi. Elde
edilen tm/bkg oranlan ve %Afsa dederleri immunohistokimya ve RT-PCR sonuglan ile
kargitagtinld: (Tablo 5).

Ill. DOKULARIN ELDE EDILMESI

Hematolojik malignansi hastalarinda goriinttlemeyi takiben kemik iligi aspirasyon
drnekleri alindi ve ayni giin akim sitometri ve RT-PCR analizleri igin uygun iglemlerden
gecirildi.

Akciger kanseri hastalarina goriintllemeyi takiben bronkoskopik biopsi yapildi ve
biopsi orneklerinden bir bélimi bir tibe konarak buz iginde RT-PCR analizi igin total
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RNA"ari ayrimak (zere hemen "Molekller Biyoloji Laboratuvanna” ulastinidi. Dokular RT-

PCR incelemesine almncaya kadar sivi nitrojende saklandi. Dider biopsi dmegi de
immunchistokimyasal ve histolojik galigmalar igin patolojik incelemeye alind.

IV. AKIM SITOMETRI

Akut lenfositer l6semi (ALL) ve akut myelositer lbsemi (AML) hastalarindan
periferik kan ya da kemik iligi aspirasyon ornekleri heparinli enjektorle alindi. Monontkleer
hilcreler, Ficoll-Hypaque kullanitarak elde editdi. Mililitrede 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre
sayimi yapildi. Tumér hicrelerinde P-gp varlidi, bu proteinin internal epitopuna kars!
gelistiriimis  6zgtn monokional antikorlar olan JSB-1 ve eksternal epitopuna Karsl
gelistiriimis UIC2 kullanarak akim sitometri cihazinda (EPICS 541, Coulter) de§erlendirildi.
Bu inceleme 10.000 hiicre sayilarak yapildi. Akim sitometrik analiz ile %10'un Gzerinde P-
gp pozitif olarak saptanan doku &rnekleri “nozitif” olarak dederlendirildi. Belirtilen esik degeri

bu konuda yayinlanmig literattirden yararlanarak belirlendi (8).

V. TOTAL RNA iZOLASYONU

Periferik kan veya kemik iligi aspirasyon arneklerinden Ficoll kullanilarak ayrilan
l6semik blastiar PBS ile yikandiktan sonra Gzerlerine 0.2mi/10° hiicre ve Trizo! ilave edildi.
Hicre lizatinin tizerine 1/10 volim kloroform ilave edilip kangim 15 dk buz (zerinde
birakildiktan sonra 13.000 rpm'de santrifdj edildi. Ust kissmdaki renksiz faz topland: ve
tzerine isopropanol eklenip bir saat 20°C'de bekletildikten sonra 15 dk santrifiij edilip
%75'lik Etanol ile yikandi. Ornekler kullanilincaya kadar -20°C'de Etanol iginde sakland.

Swi nitrojende saklanan akciger doku drnekleri de benzer sekilde isleme tabi tutuldu.

Vi. RT-PCR ve PCR

Total RNA érnekleri uygun oranda su ile gdziindikten sonra miktarlari saptandi.
Daha sonra bir tiipe M-MUL reverse transcriptase (200U/ul) RNAse’in (40U/u0), RNA
(5mg/ul) ve dNTPler (10mM} ilave edilerek 37°C’da bir saat inkiibe edilerek cDNA
reaksiyonu gerceklestirildi. Daha sonra &rmek 75°C'da 5 dk i1sitiip buz tizerinde sogutuldu.
Tapten alinan 20 pliik érnek daha sonra spesifik primerlerle 94°C'de 7', 55°C’de 30 sn ve
72°C'de 2 dk'lik programiama ile 30 siklus amplifiye edildi. Omekler %1'lik agaraz jelde

kontrol edilerek fotograflan gekildi.

VIL. IMMUNOHISTOKIMYA
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Formalinde fixe edilmis, parafinize, 5 mikron kalinliinda doku émekleri poly-L-lysine ile
kapli slaydlara kondu (Sigma, St. Louis, MQ). immun boyama igin avidin-biotin-peroksidaz iglemi
uygulandi. Deparafinizasyondan ve rehidrasyondan sonra, kesitler normal at serumu (Vector,
Burlingame, CA) ile 30 dakika 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra da primer antikor olan JSB-1
(Novocastro Lab, UK) ile 2 saat, 4°C'de, 1:20 dilisyonda inkiibe edildi. Bunu takiben doku
omekleri sekonder biotin ile anti-fare antikoru ve avidin-biofin-peroksidaz kompleksi ile (Vector)

inkibe edildi. Son olarak 0.03 % diaminobenzidin’e (Sigma) maruz tutulan doku émekleri
incelemeye alindi. Negatif kontrol bir 6megin sekonder antikorla boyanmasiyla elde edildi.
immiin boyama sonuglan sintigrafi sonuglanndan habersiz, deneyimli bir patolog tarafindan
degerlendirildi. TUmdrler P-gp varliginin derecesine gore 2 gruba ayrild:.

Grup 1. P-gp boyanmasi hi¢ saptanmayan timérer negatif “-* olarak (Resim 1),

Grup 2. Fokal ya da difiiz pozitifik (TGm doku drneginin %10’dan daha az bir kisminda
fokal P-gp varligi) “+" olarak skorlandi (Resim 2).

VIill. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Hematolojik malignansi hastalanndan P-gp “+" ve P-gp “” olanlarin MIBI kalitatif ve
kantitatif dedereri arasindaki fark Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak kargilagtirildi. MIB!
degerlerinin P-gp pozitiflijini saptamada kullanilan esik degerleri ROC (Receiver Operator
Characteristics) egri analizi ile bulundu. Bu esik dederlere gore sensitivite ve spesifisite
hesaplan P-gp pozitifigi sinin %10 ve %25 olmak Gzere iki ayn sekilde hesaplandi. Kullanilan iki
antikor aras| uyum Spearman testi ile incelendi. Akciger kanseri hastalarinda da P-gp “+" ve P-
gp “-* hastalanin MIBI degerleri Mann-Whitney U testi ile kargilastinlirken hastalann timor ve
normal doku MIBI degerieri Wilcoxon testi ile analiz edildi. Tumdr blyukitga ite tm/bkg oranlar

arasindaki uyum Spearman testi ile incelendi.
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l. Akim Sitometri Sonuglari: Onalti hastadan elde edilen toplam 18 dokunun

14'linde akim sitometrik inceleme yapildi. Galigilan bu 14 dokunun 2'si tek antikor (JBS-1)
ve 12'si de iki antikor kullanarak incelendi (JSB-1 ve UIC2) (Tablo 3). Degderiendimede %0-
%10 dlizeyleri arasi P-gp igin negatif (normal populasyonda var olan dilzeyler, 8) ve %10 ve
Uzeri pozitif kabui edildi. Bu sonuglara gére 14 dokunun 9'unda %10 ile %83 arasinda
degigen dlzeylerde P-gp poxzitifliji saptanirken 5 dokuda P-gp negatif olarak bulundu
(Tablo 3). Bu grup icinde tekrarli caligilan iki hastadan birinde tedavi éncesi P-gp'nin negatif
olmast ve tedavi sonrasi pozitiflesmesi kemoterapiye karsi gelismis MDR ile uyumluydu
(Tablo 3, 9. hasta).

iki antikor arasi uyum P-gp varlig1 agisindan sayrsal olarak dederlendirildiginde r=
0.928 (p=0.0003;Spearman test) ve akim sitometrik Olcimlerle elde edilen esik deger
%10'un altl ve dzeri olmak lzere iki grup halinde degderlendirildiginde r=%100 olarak
bulundu (Tablo 3).

Il. RT-PCR Sonuglar: Toplam 18 dokunun ancak 11inde RT-PCR analizi
yapiabildi. Geri kalan hastalarda mRNA izolasyonu yapildi@ halde dokulann
dayaniksizigina bagli olarak mRNA'lann kinlmas! sonucu RT-PCR analizine elverisli
olmadiklan saptandi. RT-PCR sonuglarina gére dokularin 4'linde P-gp pozitifken, 7 dokuda
P-gp varlidina rastlanmadi. Hem RT-PCR hem de akim sitometrik calismasi yapilan 7

dokunun S'inde her iki teknidin sonuglan birbiriyle uyumlu bulundu ancak dokulann 2'sinde
P-gp varligi icin RT-PCR sonuglari negatifken, akim sitometri sonuglar her iki antikor icin de
pozitifti (Tablo 3, 1. ve 3. hastalar). RT-PCR ve akim sitometri sonuglan birbiriyle uyumsuz
¢ikan bu iki hastada pozitif olan ve iki antikorla da teyid edilen akim sitometri sonuglari
“pozitif* olarak kabul edildi. RT-PCR sonugclarr uygun kolonun elde edilememesi nedeniyle

HPLC ile kantitatif olarak diciilemedi.

. MIBI Sonuglanmn Akim Sitometri ve RT-PCR Sonuglan ile lligkisi: Hem kalitatif
(skorlama) hem de kantitatif (tm/bkg oraniari) degerlendirme sonuglar ile P-gp dizeyleri
arasinda ters bir oranti oldugu bulundu (Sekil 1). Akim sitometrik lciimlerde bulunan P-gp
pozitifli§i ylzdesi ile MIBI géruntiilemesinin kalitatif ve kantitatif bulgulari, P-gp pozitifligi igin
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esik 1. %10 kabul edilerek, ve 2. %25 kabul edilerek iki ayn sekilde degerlendirildi. Bu

incelemenin amaci MIBI géruntillemesinin hassasiyetinin dokuda artan P-gp yuzdesi ile

orantih olup olmadigini dederlendirmekti.
1. P-gp pozitifligi igin esik %10 kabul edilerek yapilan MIBI gériintdlerinin Mann-Whitney U
testi ile degerlendirmesinde;

Kalitatif skorlarin ortalama degerleri:

ePgp pozitif hastalarda 1.88+0.54 ve oP-gp negatif hastalarda 2.58+0.14 olarak bulundu.
Bu dederler arasinda istatistiksel fark vardi (p=0.0084, range:1.01-2.71, medyan:1.90)
(Resim 2).

Kantitatif hesaplanan tm/bkg ortalama degerleri:

aP-gp pozitif hastalarda 1.14+0.18 ve eP-gp negatif hastalarda 1.36+0.13 olarak bulundu.
Bu degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardi (p=0.016, range:0.95-1.48, medyan:1.10)
(Resim 1).

P-gp “+" olan grupta pozitifik diizeyleri %10 ila %13 arasinda degigen deJerlerde
bulunan iki hastada MIB! parametreleri bu grup igin saptanan ortalamadan belirgin dlgide
farkliyd: (Resim 3); kalitatif skorlar - 2.71 ve 2.62'a karsin ort=1.88+0.54,

kantitatif oranlar - 1.48 ve 1.462a karsin ori=1.14+0.18.

2. P-gp pozitifligi icin esik %25 kabul edilerek yapilan MIBI gérintdlerinin Mann-Whitney U
testi ile degerlendirmesinde;

Kalitatif skorlarin ortalama dederleri,

oPgp pozitif hastalarda 1.62+0.43 ve eP-gp negatif hastalarda 2.49+0.27 olarak bulundu.
Bu degerler arasinda istatistiksel fark vardi (p=0.0011, range:2.33-2.71, medyan:2.62).
Kantitatif hesaplanan tm/bkg ortalama degerleri,

oP-gp pozitif hastalarda 1.04+0.07 ve eP-gp negatif hastalarda 1.34+0.14 olarak bulundu.
Bu degerler arasinda istatistiksel olarak fark vardi (p=0.0007, range:1.20-1.59,
medyan:1.38).

Yukaridaki sonuglar gézéniine alindiginda esik %10 ve %25 olarak hesaplanan her
iki degerlendirme icin hesaplanan hassasiyet ve spesifisite degerleri Tablo 4'de
gosterilmistir. Buna gére esik %10 iken spesifisitenin (%100) ve egik %25 iken hassasiyetin
(%100) en yiiksek dederlere ulastigi gdzlenmigtir.
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l. Immunohistokimya Sonuglari; 20 hastanin, 14'Unde immunchistokimyasal

yontemle P-gp varligin belideyen boyanma izlenmedi. Sadece 6 hastada boyanma saptandi ve
bunlarin ancak iki tanesi difiz ve 4 tanesi fokal boyanmaydi (Table 5). Hasta sayisinin
yetersizligi nedeniyle istatistiksel anlamlilik saglamak icin fokal ya da difiz boyanma gbsteren
hastalar aym grupta incelendi. Boylece immunohistokimyasal degerlendirmede P-gp varigina
gore hastalar 2 gruba ayrildi;
@ Grup 1. Tamamen negatif P-gp (14 hasta) (Resim 4),
® Grup 2. Fokal ya da difiiz pozitif P-gp (6 hasta) (Resim 4).

Calisma grubumuzda P-gp pozitifii§i agisindan SCLC ve epidermoid timarler arasinda
fark izlienmedi (Tablo 5). Aynica stromal P-gp varlidi bronkoskopik biyopside dokunun gok kigik
olmasina bagh olarak tam degerlendirilemedi§i igin timore eglik edebilecek stromal P-gp

varidginin sonuclara etkisi incelenemedi.

Il. RT-PCR Sonuglan ve Immunhistokimya ile ligkisi: 14 hastada P-gp vari§) RT-PCR
ile de incelendi. Bu sonuglara gére 12 hastada P-gp negatifken 2 hastada pozitifti. Bu sonuclar
immiinohistokimya sonuglan ile tam bir uyumiuluk icindeydi (=%100) (Tablo 5).

. MIBI Sonuglanimin Immunohistokimya ve RT-PCR ile lliskisi: MIBlI Tm/bkg
oranlarl ve %A/sa de§erieri immunohistokimya ve RT-PCR sonuglanyla kargilagtimmal olarak
Tablo 5'de 6zetlenmigtir. _

Tm/Bkg Oranlar: Nekrotik dokulardaki transport Ozellikleri degisebileceginden
dolay! dedierlendirmede radyolojik ya da histolojik olarak nekroz saptanan tim timorler ayn
degerlendirmeye alindi. Tm/bkg oranlan Grup 1 {P-gp “") ve Grup 2 (P-gp ") icin
sirasiyla, 2.20+0.28 ve 1.80+0.34 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak farkliydi
(p=0.014;Mann-Whitney U testi) (Tablo 5, $ekil 2, Resim 4).

Tiimér Dokusu ve Normal Dokularin MIBI %Af/sa Degerleri: Tumér ve normal
dokular arasinda MIBI atim hizlarl agisindan higbir fark bulunamadi (p=0.81;Wilcoxon testi}
(Tablo 5). Timdr %A/sa degderleri ve P-gp dilzeyi arasinda bir iligki bulunamad) (p=0.35;
Mann-Whitney U testi} (Sekil 3).

Tamédr blyiikitikleri nekrotik tiimérler grup digl birakildiginda, 1.8 cm ve 4.0 cm
arasinda degisti (ort+SD:2.70+0.59). Tm/bkg oranlan ve timor blyiiklGgh arasinda bir iligki
saptanamad (p=0.278; r=0.1805; Spearman testi) Tm/bkg oranlan agisindan epidermoid
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tamarler ve SCLC arasinda fark bulunamadi (sirasiyla, ort+SD:1.80+0.43 ve 2.20+0.31),
(p=0.89; Mann-Whitney U testi) (Tablo 5).

Nekrotik Tiimérer; Bes timérde CT ya da histolojik olarak nekroz saptandi (Tablo
5). istatistiksel olarak tm/bkg oranlarinda, kuvvetli P-gp pozitivitesi olan hastalar grup disl
birakilinca, nekrotik tumorterle nekrotik olmayan tamérler arasinda fark vards;, sirastyla,
ort+SD:1.70+0.18, range:1.50-1.90, medyan:1.70 kargin ort+SD:2.06+0.39, range:1.30-
2.70, medyan:2.00 (Tablo 5).

Nekrotik tiumorlerde MIBI atm hizlan nekrotik olmayanlarda elde edilen

degerlerden farkhyd, sirasiyla; ort+SD:14+2.12, range:11-16, medyan:14 kargin
ort+SD:11.242.43, range:7-16, medyan:11 olarak bulundu.

Nekrotik tumérlerin buylklokieri 4.5 cm ile 9.5 cm arasinda degisti
(ort+SD:6+2.12). Timor buytklikleri ve tm/bkg oranlan arasinda bir iligki saptanamadi
(p=0.475; r=0.1375, Spearman testi) (Tablo 5).

Bu caligmada her iki grup hasta igin hasta sayimizin azidina bagh olarak prognoz

ve P-gp diizeyi arasinda bulunan iligkiyi inceleme olanagimiz olmadi.
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SONUC

Goklu itag direncinden sorumlu olan P-gp'nin tanimianmasi hem RNA hem de protein
dizeyinde yapilabilmektedir. RNA dizeyinde northern blot, slot blot RT-PCR ya da in situ
hibridizasyon ile yapilabilmektedir. Ancak simdiye kadar yapilmis ¢aligmalarda ortaya ¢ikan
tutarsizliklar, bu tekniklerin doku érnekleri gerektirmeleri yani invazif olmalar, tiiméral doku
disinda kalan normal dokularin tiUmér érneklerine kontaminasyonu kullanilan bu yéntemlerin
en onemli dezavantajlanini olusturur (9-11). Protein dlizeyinde ise spesifik antikorlaria
yapilan immunohistokimya, western blot ve akim sitometri teknikleri kullaniimaktadir. Ayrica
proteinin varligi ve aktivitesi arasinda bazi durumlarda direk bir iligki bulunamadi§indan
rodamin-123 kullanarak proteinin disa atim fonksiyonu da &lglilebilmektedir (12).
Degerlendirme sirasinda, protein diizeyini belirleyen bu in situ metodiar RNA dlzeyini
belirleyen metodlardan daha siibjektif olsa da P-gp pozitif hicrelerin yiizdesi, tiiméral
hidcrelerde ve gevre normal dokularda dagihimi hakkinda bilgi verdigi icin dederlidirler.
Glncel olan diger bir yontem ise fonksiyonel géruntileme ajam olan MIBI'nin P-gp
mekanizmasi tarafindan bir transport substrati olarak taninmasi ve invazif ydntemlere bas
vurulmadan P-gp varhd hakkinda jin vivo bilgi verme olanagini saglayabilecegidir (6, 7).
Ancak bu giine kadar yapiimis kapsaml in vifro galismalara kargin MIBI'nin klinikte kullanim
degeri yapilan galigmalann yetersiz olmasina bagh olarak saptanamamistir (6, 7, 13-15).

Yapt@imiz bu galismada daha énce yapiimis in vifro ve in vivo diger calismalaria
benzer sonuglar alinmis ve elde etmis oldugumuz kalitatif ve kantitatif sonuglann
beklentilerimizie uyumlu olarak P-gp diizeyleri ile ters orantili oldugu bulunmustur. (Sekil 1 ve 2)
6,7, 13, 15).

Hematolojik malignansi hastatarinda ilging olarak akim sitometrik dederlendirmede

P-gp pozitifligi i¢in esik dizey %10 olarak alindiginda MIBI'nin spesifikligi %100 bulunurken
hassasiyeti %81.8 idi. P-gp “+" olan grupta pozitiflik dizeyleri %10 ila %13 arasinda degisen
de@erlerde bulunan iki hastada MIBI parametreleri bu grup igin saptanan ortalamadan
farkliydi (Resim 3). Gama kameranin rezoliisyon limitleri ve P-gp dadiimindaki heterojenite
géz Onine alndiginda P-gp dizeyi arttikga gorintlleme ile elde edilen sonuglarin
hassasiyetinin artacag| varsayilarak esik diizeyler % 25'e ¢ikarlarak bir dederiendirme daha
yapildi. Bu durumda beklendidi sekilde hassasiyet %100'e ulasirken spesifisite %81.8%
distll (Tablo 4). Burada akia gelen diger bir agiklama da P-gp varhidi molekuler dizeyde

saptansa da pompa sisteminin yeterli etkinlikte bulunamayabilecegidir, P-gp aktivitesini
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Glgebilmek igin rhodamine 123 disa atim testi kullaniimaktadir. (12, 16). Yapilan calismalara

gore P-gp aktivitesi ve rodamin-123 atim arasinda direk bir iligki oldugu ve tedavi
edilmemis hastalarda, edilenlere gére bu boyanin hiicre digina atiminin daha dsik
dizeylerde oldugu bulunmustur (12, 16). AML hastalan arasinda tedaviye yanitsizigin
ortaya g¢lkmasi igin blast populasyonunun %36'sindan fazlasinda P-gp ekspresyonunun
clmasi gerektidi belilenmistir (17). Ancak daha 6énceki ¢aligmalara gére bu esigin %10 ile
%36 arasinda degistigi rapor edilmistir (16, 18). Bu farkliiklar P-gp'nin transport
kapasitesinde matlrasyona bagh farklilikiarla agiklanabilir. CD34’Gn P-gp ile beraber
bulunmasi pompanin aktivitesini arttirmakta, yoklugu ise aktiviteyi minimale indirmektedir
(19). Bu sonuglara gore P-gp eksprese eden myeloblastlann ilag diga atim kapasitelerinde
farkliliklar oldugunu ve bu &zelligin de blyiik 8lclide matiirasyon fenotipi ile birlikteligini
distndlrmektedir. Tim bu veriler bizim hasta grubumuzda aykiriik gdsteren iki hastanin
bulgulanni bir élgtude agiklik getirebilir.

AkciGer kanseri hastalannda da hematolojik malignansi hastalaridan elde edilen

sonuglara benzer veriler elde edilmigtir. P-gp diizeyi negatif ve pozitif hastalar arasinda
Tm/bkg oranlan agisindan istatistiksel bir farklilik bulunmustur (p=0.014) (Sekil 2). Ancak
MIBI atim hizi ile P-gp dizeyleri arasinda bir iligki saptanamamistir (Sekil 3).

P-gp ATP'ye bagimli ¢alisan bir atim pompasidir. MDR eksprese eden hiicrelerde
ATP’nin hiicrelere nasil baglandi§i ve bu enerjinin ilag birikimini nasi etkiledigi agik olarak
bilinmese de hicre i¢i azalmig ilag konsantrasyonlanimin, a. "steady state” ilag birikiminin
azalmas: ve, b. substrat diga atiminda artma sonucu oldugu dusindimektedir. Literattirde bu iki
ozeliik hakkinda geligkilerin varigi her iki faktorin P-gp mekanizmasina ne boyutta etkide
bulunduguna iligkin ileri ¢aligmalanin gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Pgp'nin ilag disa atimin
sadlayan tagiyic bir mekanizma oldugu dilgindlirse, P-gp dizeyleri ve artmis disa atimin
berabebr vari§i s6z konusudur. Tam tersine, baz: arastincilar P-gp diizeyleri yitksek ve direncli
hiicre kiiltirlerinde azalmis ilag konsantrasyonu ve aktif diga aim mekanizmasi arasinda bir iliski
bulamamiglardir (4, 20, 21). Buna benzer gekilde, bu 6n ¢alismada, P-gp pozitif hastalarda
MIBI'nin timdrden atim hizi ve P-gp diizeyleri arasinda bir iligki bulunamamistir. Sonuglarimizda
izlendigi gibi, P-gp'nin “flipase” olarak fonksiyon gérdUgli hipotezi ile direkt olarak proteine
baglanan ilacin lipid tabakasinda i¢ tabakadan disa atimi sonucu hiicre ici ilag konsantrasyonian
duslik kalmaktadir (22). Bu baglamda, ilacin membranla iliskisini kaybetti§i anda disa atim
hizlarinin dramatik olarak degismesini gerektimemektedir. Hicre igi tutulumunun 2 saat
sUresince lineer kaldi@ ve hiicresel hig bir atimin saptanmadidi, sitoplazmadaki tubiilin'e sikica
badlanan Kolgisinde (4), negatif membran potansiyeline baglt olarak mitokondrilere sekestre
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olan MIBI P-gp pompasinin diga atim fonksiyonundan etkilenmeyebilir. Diger bir agiklama da,

P-gp efflux pompasi dengeye hizla ve kisa siirede varabilen bir mekanizmaya sahip olabilir. Bu
durumda bizim enjeksiyondan sonra bekledidimiz ortalama siire olan 30 dk'da atim belli bir
dengeye ulagarak timér ve normal doku atim hizlan birbiderine esit dlzeye erigebilmektedir.
Diger 620 edilmesi gereken bir konu da bulgularnmiz gama kameranin gorintiileyebilme esiklen
ile kisith olmasidir. Bu durumda transport kinetiginde ortaya cikabilecek birbirinden gok farkl
olmayan beilli belirsiz farklar saptanamayabilir ancak belirtiimesi gereken bir konu da degisik
alanlarda yapilan tim6rden atm caligmalannin diger tiimér callsmalarnda baganyla
surdlrdliyor olmasidir, Yine de P-gp'nin tiimérde heterojen olarak dagiimi gézlemledigimiz
degisen diizeylerde ve tutarsiz atim hizianini elde etmemize neden olmus olabilir. Yalniz bu konu
tmor kesitinin timi ¢alisimadigr siirece, dijer RNA ve protein dizeylerinde yapilan tim
calismalann da hassasiyetini diigiiren bir faktor olarak géz éniinde tutulmaldir.

Temel prensip olarak radyoaktif maddelerin hiicre igine tasinmas: da diger difiizyon
ozelligi gdsteren molekdiller gibi biyolojik ézeliiklere de baghdir, Benzer sekilde, bu calismada
nekrotik timérlerde tm/bkg oranlan nekrotk olmayanlara gére anlamii bir dizeyde disiik
bulunmustur (p<0.0001). Bu buigu da biiyilk olasilikla timér vaskllarizasyonunun zayiflamasi
ve baz bdlgelerde olmamasi sonucu maddenin kéti penetrasyon ve dagiimina baghdir. Ek
olarak, biiylk olasiikla maddenin icine sekestre olabilecedi canli mitokondri sayisinin
yetersizligine ve degisik famakokinetik ézelliklere bagl olarak, nekrotik timérlerden atm hizian
nekrotik olmayanlardan daha yliksek bulunmustur (p=0.0173) (Tablo 5). Bu bulguya dayanarak,
nekrotik timéri olan hastalarda P-gp agisindan dederlendirme, yanhs pozitif sonuglara yol
acabileceginden, biiytk bir dikkatle yapiimalidir.

SCLC genellikle kemoterapiye progresif yanitsizlik gdsteren bir kanser olsa da biz
caligmamizda P-gp dizeylerinin 10 hastanin 8'inde negatif oldugunu ve epidermoid
kanserle P-gp varli§i agisindan bir fark olmadigini izledik. Yine de bu bulgu daha énce
yaptlmis ¢aligmalar bazinda ¢ok sasirtici bir bulgu olmamaktadir. SCLC'da P-gp'ye bagl
olmayan ¢oklu ilag diren¢ mekanizmasindan soz edilmigtir (23, 24). Hatta cesitli
aragtirmactlar hem SCLC hem de dijer akcifer kanseri hastalarinda MDR1 mRNA
varliginin minimal diizeylerde saptandidini bildirmislerdir (23, 25, 26). P-gp ATP baglayan
kaset tagiyicilann bir st ailesini olusturmaktadir ve son yillarda bu ailenin yeni bir {iyesi olan ve
insan akciger kanseri hiicre kiltiirlerinden klonlanan “multidrug resistance-associated protein
(MRP) - ¢oklu ilag direnciyle iligkili protein” tanimlanmistir. Bu nedenle, MRP geni varigi akciger
kanserinde kemoterapiye yanitsizligi aciklayabilir (27). Onceki calismalaria ayni baglamda
olarak bizim ¢alismamizda da P-gp hastalarin ancak %10'da (2 hasta) kuvvetii ve %20'sinde de
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(4 hasta) fokal olarak saptanmigtir. MRP geni tagiyan hiicreler genellikle substratlarin yani

kemoterapétiklerin azalmis hiicre ici konsantrasyonu ozelligini géstermezler (26-29) boylece
grubumuzdaki ¢ogu hastada gézlenebilir birikim defektlerinin ve atm hiz degisikliklerinin
olmamasi akciger kanseri hastalannda MRP geni vari§ininin MDR geni varidindan daha
anlamii oldugu hipotezini destekler niteliktedir (28, 29).

Sonug ve Oneriler: Calistigimiz hasta gruplarinda P-gp pozitiflidi ve timadral MIBI
tutulumunun birbiriyle ters orantili iki parametre oldugunu gézlemledik. Ancak bu calisma
yine de bir 6n galisma olarak kabul edilip hasta sayisi arttirilip bulgularimiz dogrulanmadan
kasin bir kaniya varilmamahdir. Ayrica toplam 38 dokunun ancak 25 tanesinde RT-PCR
analizi meveut oldugundan tim akim sitometrik sonuglarinin ve MiBI bulgularinin PCR ile
dogrulanip HPLC ile kantifiye edilmesi daha kapsamli bir calismanin gerekliligini ortaya
¢ikarmaktadir. Bu 6n galismada MIBI'nin MDR genini saptamada kullanilacak non-invazif bir
yontem oldugunu ¢ikarsamaktayizz. Bu da ileride kemoterapi protokolierinin
dedistirimesinde ve MDR modiilatérlerinin klinik uygulamada kullaniimasinda MIBI ile
gortntlilemenin bize yén gosterici olabilecegini gdstermektedir. Ancak, solid timérlerde
nekrotik komponentin varhdi P-gp agisindan dederlendirmede dikkat edimesi gereken

6nemli bir konudur.
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RESIMLERIN AGIKLAMALARI

Sekil 1. AML tanisi konan hastanin anterior ve posterior MiBI gorintilerinde, kemik iligi,
omuz ekleminde, pelviste ve her iki femur baginda belirgin olarak izlenmektedir. Hastanin
kemik iliJi aspirasyon érmeginde yapilan akim sitometrik analizde P-gp dizeyinin her iki
antikorla da (JSB-1 ve UIC2) diisiik oldugu saptanmigtir (<%10). Iki antikorla yapilan akim
sitometrik analiz egrileri resimde sintigrafik gorntilerin altinda  gdsterimektedir.. Bu
hastada MIBl goruntilemesi P-gp’nin negatif oldugunu 6n gérmemizde non-invazif bir
teknik olarak bize yardimct olmustur.

Sekil 2. ALL tarusi konan hastanin anterior ve posterior MIBI goriintllerinde, kemik iligi
belirgin olarak izlenememektedir. Hastarun kemik iligi aspirasyon orneginde yapilan akim
sitometrik analizde P-gp diizeyinin her iki antikorla da (JSB-1 ve UIC2) yiksek oldugu
saptanmugtir (>%10). Iki antikorla yapilan akim sitometrik analiz egrileri resimde sintigrafik
goruntiilerin altinda  gdsterimektedir. Bu hastada MIBI gériintilemesi P-gp'nin  pozitif
oldudunu 6én gérmemizde non-invazif bir teknik olarak bize yardimei olmugtur.

Sekil 3. AML tarisi konan hastanin anterior ve posterior MIBI gortntlierinde, kemik omuz
ekleminde, pelviste ve her iki femur baginda belirgin olarak izlenmektedir. Hastanin kemik
iligi aspirasyon drnegdinde yapilan akim sitometrik analizde P-gp duzeyinin her iki antikorla
da (JSB-1 ve UIC2) disuk oldugu saptanmigtir (<%10). iki antikorla yapilan akim sitometrik
analiz egrileri resimde sintigrafik gériintilerin altinda gosterimektedir. Bu hastada MIBI
gorintilemesi ile flow sitometri sonuglan birbirriyle uyum tegkil etmemekle birlikte P-gp'nin
diisik oranlarda pozitif olmasi (%12.4 ve 9.8) MIBI gdrintulerinde belli bir esik degerin
tizrine ¢tkmadan gdriintilemenin gilvenilir olamayacadimi dustnddrmektedir.

Sekil 4. Toraks SPECT ¢aligmasi transverse kesitlerinde sol hiler boigede izienen artmig
radyoaktif madde tutulumu, sag uUst panelde izienen, SCLC tamsi konan ve
immunohistokimyasal olarak P-gp “” olan (saj ait pane!) hastanin sag akciger bélgesinde
izlenen artmis madde tutulumu ile kargitastinidiginda belirgin Slgtide azdir. iki hastanin
tiiméral tutulumlarindaki bu fark P-gp disa atim pompasinin MIBI'nin hticresel tutulumunu
suboptimal diizeye indirmesi ile agtklanabilir.

Sekil 5. 2% agaroz je! electroporezi ile MDR1'e spesifik PCR Grlnleri gosteriimektedir
(Lane 2, 3 and 4). Lane 2 ve 3'de MDR1 geni pozitif olan bir hastada MDR1 geninin
(167kb) spesifik Uriin band: ve lane 4'de de MDR1 geni olmayan bir hastada bu genin
amplifiye olmadi§ izlenmektedir. Lane 1'de DNA 6zel olarak hazirlanmig 50 kb'lik bandi
100kb'lik bantlarin iziedigi DNA ladder'| izlenmektedir (Gibco, Freiburg, Almanya)
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