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Roviditésjegyzék

7-AAD — 7-Amino-aktinomicin D

ABC — ATP binding casette transporter
AHOK — Hematoldgiai és Onkologiai Kézpont
ATP — adenozin-trifoszfat

CD - cluster of dirrerentiation

DMSO - dimetil-szulfoxid

FACS — fluorescence activated cell sorting
FSC — forward scatter

kDa — kilodalton

MAF — multidrug rezisztencia aktivitasi faktor
MDCK — Madin Darby Canine Kidney

MDR — multidrug rezisztencia

MDRI1 - Pgp, multidrug resistance protein 1
PBS — foszfat-pufferelt fiziologias sdoldat (phosphate-buffered saline)
Pgp — permeability gliikkoprotein

RNS — ribonukleinsav

SSC — side scatter

WHO — World Health Organization



1. Bevezetés

1.1. Szamadatok a daganatos betegségekrol
Magyarorszagon a legrosszabb a rakban megbetegedettek haldlozas ardnya. (Oecd) Az OECD

altal osszefoglalt tablazatban lathatd, hogy Mexikoban a legjobbak ezek az értékek, hiszen
férfiak esetében 138 f6 100 000 lakosra nézve, még noknél 110 f6. Azonban hazankban
ugyanezt az adatot vizsgalva férfiaknal 405 fore emelkedik az érték, noknél pedig 219 fore
ugyanugy 100 000 lakosra nézve. Ennek a magyardzata nem témaja a szakdolgozatomnak.
Fontos, azonban kihangsulyozni, hogy a rak, a tévhitekkel ellentétben, nem modern kori
megbetegedes, mar szdmos régészeti lelet bizonyitja megjelenését az okorban is. Az elso
megjelent szévettani diagnozist a rdkos megbetegedés 1étezésérdl egy egyiptomi mumian
mutattdk ki. (David and Zimmerman 2010) Annak az oka, hogy mostanaban joval nagyobb
aranyban jelennek meg a rdkos megbetegedések, f0ként a sziiletéskor varhato atlagéletkor
megnodvekedésével magyardzhatd. Az idOsebb szervezetben a ,hibdk”, muticidk sokkal
nagyobb ardnyban alakulnak ki, emiatt a sejtek daganatos sejtekké vald transzformalodasa is
nagyobb eséllyel alakul ki idds korban. (Weinberg 1998) Az Egyesiilt Kiralysagban korabban
végzett felmérések alapjan a kutydknal is a vezetd haldlozasi ok a daganatos kdrképek
kialakuldsa. Kategoridk nélkiil vizsgalva a kutydk 23%-a hullott el rdkos megbetegedés
kovetkeztében, azonban 10 évesnél idésebb kutydk esetében ez a szdm 45%-ra emelkedik.
(Bronson 1982) (Dobson, Samuel et al. 2002) Szintén angol felmérésben kimutattdk, hogy
test bor s a lagyszoveti régioi a leggyakoribb helyszinei a tumor kialakulasnak. Ezekben a
régidkban az eléfordulasi aranya 1437 kutya 100 000 kutyara nézve évente. Az elsd abran
lathato még, hogy kutydknal a leggyakoribb daganat tipus a bor histiocytoma volt,
standardizalt eléfordulasi aranya 337 100 000 kutya / év.
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1. dbra: Kutyak bor és lagyszoveti daganatanak eldforduldsi aranya

(Dobson, Samuel et al. 2002)

A tumor, daganat vagy neoplazia olyan szovetszaporulat, amely a szervezet megvaltozott
sejtjeinek korlatlan burjanzasabol szarmazik. Hanahan és Weinberg 2011-ben dsszefoglalta a
tumor sejtek 10 fo tulajdonsdgat, amelybe beletartozik a korlatlan osztodason tul, hogy
ellendllnak az apoptosist (iranyitott sejtelhaldst) indukalo jelzéseknek, Osztonzik az
érképzddés folyamatat (angiogenezis), szétterjednek a szervezet egészében (metasztazis),
tovabba képesek a proliferativ aktivitasuk fenntartdsara is. A tumorok aggresszivitdsuk ¢&s
¢letet veszélyeztetd jellegiik alapjan két tipusra oszthatdak.. A jéindulatu (benignus) tumorok
nem annyira szaporoddképesek, nem invazivak, és nem képesek attét képzésére, inkabb helyi
szovetszaporulat alakul ki, ezzel ellentétben a rosszindulat (malignus) daganat legfobb
jellemzdje a nagy szaporodo képesség, az invazivités, ill. szoveti destrukcio, €s a metasztazis
folyamata, mely sordn a tumor sejtek eredeti helylikrél (primer daganat) kijutnak és mas
szovetekben megtelepedve ujabb tumorokat hoznak létre (4ttét vagy metasztazis). Jelenleg
nem rendelkeziink olyan kezelési protokollokkal, amelyek biztos megoldést jelentenének a
metasztatizaldé tumorral rendelkezd betegeknek. Ezt az a statisztikai megfigyelés is
alatdmasztja, hogy az emld daganatok esetében az 6téves tulélés esélye 98%, amennyiben
nincs tadvoli metasztazis, de ez az esély 24% ald csokken, amint az elsd tavoli attétet

felfedezik. Ugyanezek az értékek emberek esetében vastagbél daganat esetében 90% és 12%,



melanémanal 98%, 15%, prosztata daganatoknal 100% és 28%, holyagraknal 70% és 6%, mig
méhnyak tumoroknal 91% és 16% (Siegel, Naishadham et al. 2013)

1.2. Rezisztencia
A tumor képzddése nagyon Osszetett folyamat, ezért a kezelés is sok problémat vet fel. Az

egyik ilyen probléma, amely tobb esetben fordul eld, hogy a kemoterapias kezelés kezdetben
sikeres, a tumor térfogata csokken, vagy teljesen eltiinik, a beteg jobban érzi magat, de egy
1d6 utan ujra novekedésnek indul. Ezt hivjuk recidivanak (relapsusnak). Ekkor a terapia
ellenére, és gyakran még a dozis megemelésével sem tudunk wjabb eredményeket elérni.
Kialakul a gydgyszer, vagy terdpia rezisztencia. A folyamatot a 2. dbra szemlélteti, ahol egy
egér emldtumor modell kezelése lathatdo doxorubcinnal, amely egy gyakran alkalmazott
kemoterapids szer (Rottenberg, Nygren et al. 2007). Lathatd, hogy az elsé doxorubicin
beaddsa utan csokken a tumor térfogata, majd Ujra lassi novekedésbe kezd, de ez tovabbi
doxorubicin kezelésekkel visszaszorithatd egészen a 35. napig, azonban a 40. naptdl a tumor
nem reagal a gyogyszerre, korlatlanul osztddnak a sejtek ¢€s a daganattérfogata egyre nagyobb
lesz. Ez, az elobb emlitett gyogyszer rezisztencia kialakuldsdval magyardzhatd. A legfobb
probléma az, hogy egy kezelést kovetden nemcsak egy, hanem tobbféle gydgyszerre
egyszerre alakul ki rezisztencia, ezt a jelenséget nevezzilk multidrog rezisztencidnak. A
multidrog rezisztens daganatsejtek keresztrezisztenciat mutathatnak mind
hatdasmechanizmusukban és mind szerkezetiikben kiilonb6z6 citotoxikus szerekkel szemben
is, ami gyakorlati szempontbol azt jelenti, hogy a beteg tumorjat mar a kemoterapias szer

valtoztatasaval sem tudjuk megfelelden kezelni.
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2. 4dbra: Tumorban kialakult MDR gydgyszeres kezelésének kimenetele

1.3. Transzporterek

A Dbiologiai rendszerek fennmaraddsdhoz nélkiilozhetetlen az a tulajdonsdg, amely
segitségével képes megszabadulni a veszélyt jelentd anyagcseretermékektdl, valamint a
kilvilagbol bekeriildé karos anyagoktdl (xenobiotikumok). Az evolicid sordn mér az
eukariotakndl kialakult a lizoszoéma, amelynek alapvetd jelentdsége van a sejt védekezési
mar kiilon szervek alakultak ki a transzport funkcio ellatasara, pl. a mdj, a vese. Ezek a

szervek képesek a xenobiotikumok méregtelenitésére, lebontésara.

1.3.1 Az ABC transzporterek
Az ABC-transzporterek (ATP-binding casette transporters) olyan fehérjék, amelyek minden

¢lo szervezetben megtaldlhatok. Az emberei szervezetben eléforduld 49 ABC fehérjét 7
alcsaladba soroltdk, ABCA-t61 ABCG-ig (Dean, Hamon et al. 2001). Ezek a transzmembran
fehérjék felelosek a kiilonféle anyagok membranon vald atjutdsaért vagy a sejt belsd
membranjai kozotti mozgasért ATP-ben téarolt energia felhasznaldsaval. A transzportalt
anyagok lehetnek példaul lipidek, szteroidok, metabolitok, gydgyszerek. Tehat a fehérjecsalad

egyes tagjainak fiziologias funkcidja rendkiviil szertedgazd; magaba foglalja tobbek kozott a



lipid metabolizmusban valo részvételt, az antigénprezetnticiot, valamint kulcsszerepet
jatszhatnak a cisztikus fibrozis, tumor rezisztencia, multidrog rezisztencia, szdmos biologiai

folyamat és mas orokletes betegség soran. (Dean 2005)

1.3.2. P-glycoprotein (Pgp)
Egy olyan pumpafehérje felelds az emlitett multidrog rezisztencia folyamataért, amely alap

esetben nélkiilozhetetlen a szervezet szamara. A ,P,, vagyis ,,permeability” glycoprotein,
masnéven multidrug resistance protein 1 (MDR1) Juliano, Ling ¢s mtsai altal elsOként leirt
170 kDa molekulasulyt fehérje. (Juliano and Ling 1976) Az ABC fehérjecsaladba tartozik,
mivel ATP felhasznalasaval végez transzportot. A 3. dbran lathat6 ez a mechanizmus, illetve a
Pgp szerkezete. A pumpafehérje jelen van tobbek kozott a bél, a vese hamsejtjeiben, a ma;j
sejtekben, a mellékvesében, a placentdban, a csontveloben, a tiiddben, a periférias vér
sejtjeiben, szamos endokrin és exokrin szekréciot végzd szovetben. Rész vesz a vér-agy €s a
vér-here gat felépitésében ¢s miikodésében is. Azonban ha a tumor sejtek kezdik expresszalni,
akkor ezek kijuttatjdk a szovetekbdl a kezelésben hasznalt gyogyszert, ami igy nem tudja
kifejteni a hatasat. Ezaltal a tumort védi meg a behatold karos anyagoktdl, ami a beteg

szempontjabol a kezelés sikertelenségéhez vezet.
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3. ébra: Ppg szerkezete
A kemoterapias kezelésben ezaltal sok nehézséget okoz jelenlétiik. A 4.abran jol lathatd, a
Kaplan-Meier tulélési gorbén, a kiilonbség azokndl a betegeknél, ahol van Pgp és akiknél
nincsen. A grafikon a kezelést kovetden vizsgalja a betegek tulélési aranyat ido
figgvényében. A szaggatott vonallal jelolt Pgp pozitiv betegeknél egy éves iddintervallumot

vizsgalva a tulélok szdma csupan 20%-a a kezdeti betegszamnak a csoportban, azonban a Pgp



negativ betegeknél ugyanebben az intervallumban ugyan ez az ardny 60%, hiszen itt nincs,

ami kipumpalja a kezelésben résztvevd gyogyszert,.
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4. 4bra: Pgp szerepe a gyogykezelésben

1.3.3. A Pgp szerepe a kutyak daganatos korképeiben
Egyes daganatok gyakori intrinszik (eredeti, nem szerzett) kemoterdpiarezisztencidja az

erdteljes Pgp-expresszionak koszonhetd pl. a hepatocellularis carcinoma és a gyomor-bél
rendszer carcinoma esetén. Kutydk és macskdk esetében a lymphoma citosztatikumokkal
torténd kezelése soran gyakori a szerzett terapiarezisztencia.

A kutyadk kiilonb6z6 tipust daganatai két nagy csoportba sorolhatok aszerint, hogy Pgp
mindig jelen van vagy csak bizonyos esetekben mutathatd ki benniik. Az elsé csoportba
tartoznak példaul a majdaganatok (emberekben is), a masodikba a lymphomak, a hizosejtes
daganatok (mastocytomak) ¢s a hagyholyag-carcinomak. Szdmos daganat tipus esetén
mutattak ki Pgp-pozitivitdst immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével. Lymphoma esetén
27,2 %-ban tapasztalatak pozitivitast. A Pgp fontossdgat a lymphomas kutydk gyogyitdsaban
tobb tanulmany bizonyitja, mely szerint a Pgp-expresszio szintje a kemoterdpia megkezdése
elott forditottan ardnyos a remisszios €s a tulélési idovel, valamint a visszaeséskor mért Pgp-
szint forditottan ardnyos a tulélési idével. (Szécsényi és mtsai, 2007.). Az elobb emlitett és
egyben a projektben vizsgalt daganat tipusok ismertetése elengedhetetlen a kisérlet megértése

szempontjabol.



1.4. Lymphoma ismertetése és hazai elofordulasa
A lymphoma a nyirokrendszer sejtjeit, valamint a fehérvérsejteket, vagyis a lymphocytakat

érintd betegség. A Dbetegség a lymphocytdk -ellendrizetlen osztodasat, novekedését
eredményezi. A kdros lymphocytdk tobbnyire a nyirokcsomokban osszegytilnek, duzzanatot
képezve. A lyphomanak szdmos altipusa létezik, és ezek tobbségére igaz, hogy mind
sugarterapiaval mind kemoterapids szerekkel jol kezelheté. A lymphoma kutyakban az
emberek kozepes vagy nagy malignitasu un. non-Hodgkin-tipusu lymphomaéjaval mutat
hasonldsagot (Vail, Kisseberth et al. 1996) (Fournel-Fleury, Magnol et al. 1997)

A lymphoma a kutydk daganatos betegségeinek 7-24%-at alkotja, mig a haemopoieticus
daganatos betegségek kozott 83%-ban jelentkezik. (Thamm, MacEwen et al. 2002)
Gyakorisadga folyamatosan nott az évek soran a hazai kutyapopulacioban. (Kunos, V. és mtsai.
2004.). Ez a korkép, tobbnyire az iddsebb, 9 év feletti kutydknal fordul eld, de elvileg minden
¢letkorban és barmely ivaru, ill. fajtaja egyedben kialakulhat (Thamm, MacEwen et al. 2002)

1.5. Mastocytoma ismertetése
A hizdsejtes daganat (mastocytoma) az egyik leggyakoribb borrdk tipus a kutydknal, a

daganatos megbetegedések koriilbeliil 1/3-a bdrrdk, aminek 20 %-4ért a mastocytoma a
felelds. Barmilyen kord, nemi, fajtaju kutya testén eldfordulhat, de ugy tlinik, vannak
bizonyos fajtak, melyek hajlamosabbak ennek a daganat tipusnak a kialakulasara (fox terrier,
straffordshire terrier, Baegle, boston terrier, bullmastiff, tacskd, amerikai staffordshire terrier,
labrador, schnauzer, golden retriver.) A mastocytomara is igaz, mint ahogy lymphomara is,
hogy az életkor elérehaladtaval né a mastocytoma kialakulasanak esélye (4ltaldban 8-9 éves
kortol).

A mastocytoma, vagy hizdsejtes daganat legjellemzdbb tiinete, egy duzzanat a bor felszinén.
Ez sokféle lehet, a kisebb szemolcsszertitél a nagy fekélyes sebig. A mastocytoma sejtek nem
rendelkeznek intrinsic rezisztencidval, de gydgyszerekkel valo kezelésiik soran nagy az esély

a szerzett rezisztencia kialakuldséara. (Lee, Hughes et al. 1996)

1.6. Emlédaganat
A kutyak és macskdk emlddaganata az egyik leggyakrabban eléfordulé daganat tipus, melyek

kialakulasanak hatterében ivari, illetve hormonalis miikddéssel kapcsolatos tényezok allnak.
Ez magyarazza a tényt, hogy azokban a kutydkban ¢és macskakban, amelyeket 2 éves koruk

elott ivartalanitanak, jelentdsen kisebb eséllyel alakul ki rosszindulati emlédaganat. Nagyon
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fontos tudomasul venniink ezt, mivel a statisztikai adatok alapjan a kutydkban kifejlédo
emlddaganatok 50%-a, a macskakban kialakul6ak 90%-a rosszindulata.

A betegség gyodgykezelése sebészi eltavolitassal torténik, illetve késoi diagndzis, vagy
kifejezett rosszindulatisag (grade 3 carcinoma) esetén, a miitét utani kiegészitd kezelésekkel

(pl. kemoterapia) lehetséges.

1.7. Immunfenotipizalas
Az eljaras 0 célja, hogy meghatarozzuk a koros daganat, a mi esetiinkben a lymphoma sejtek

B- vagy T/NK-sejtes jellegét, valamint ¢rettségi stadiumat és jellegzetes sejtfelszini
struktarait, igy lehetdség nyilik a betegség alcsoportokba sorolaséara is. Az immunfenotipus-
meghatarozast gyakran alkalmazzdk a lymphohaemopoeticus rendszer rosszindulata
betegségeinek vizsgalatdban. A kutydk esetében a non-Hodgkin-lymphomék diagnézisdban
jatszik szerepet ez a modszer.
A ,cluster of dirrerentiation” (CD) molekuldk altaldban membranhoz kotott glilkoproteinek,
amelyek kiilonb6zé funkcioval rendelkeznek, mint receptor-, szignalfunkcid, enzimatikus
aktivitds, intercelluldris kommunikécio, valamint részben sejtspecifikusan expresszaldédnak. A
5. abran lathato a CD nomenklatira, mely eredetileg emberre késziilt, de mas fajok
fehérjéinek is azonos ,,clustereket” adtak. Ezek megkiilonboztetésére a CD rovidités elé a
fajnak a kis kezddbetiijét teszik (pl. hCD4: human).

Négy {0 csoportba sorolhatjuk a ma ismert tobb mint 330 CD markert. A CD-markerek
legnagyobb része az I-es tipusu transzmembran fehérjék csoportjaba, kevesebb a Il-es és I11-
as tipushoz tartozik, valamint van néhany, ami GPI horgonyzott. (Scaglione, Bansal et al.

2007)
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5. abra: Lymphocyta differencidlodasi CD-markerek

A T-sejtek a csontveldi pluripotens Ossejtekbdl szarmaznak. A csontvelobdl a thymus
kérgi részében telepednek meg. A prekurzor sejtek expresszdlnak CD7-et, vagyis pozitivak
CD7-re. Tovabb fejlodve a CDI1, majd a CD4 és CD8 molekuldk is expresszalédnak a
felszintikon. A thymus medulldjaban elveszitik a CD1 antigént, de helyette megszerzik a
CD3-at. A CD4 és a CDS8 koziil pedig elveszitik valamelyiket. A funkcionalisan érett T-
sejteken igy CD3 és CD4, vagy CD3 és CD8 sejtfelszini markerekkel rendelkeznek. Ezek a
thymocytak kertilnek ki a keringésbe ¢€s a periférids nyirokszervekbe.

Az immunfenotipizdlds modszerrel a sejt valamelyik alkotorészét az ellene termelt,
fluorokrémmal  jelzett —monoklondlis antitesttel jeloljik. Megkiilonboztetiink az
immunfenotipizalas technikdban direkt és indirekt mddszert a fluoreszcens festék és a
specifikus  kotédést  biztosité  monoklondlis  antitest kapcsolata  szerint.  Direkt
immunfenotipizalds esetében a jelolésre hasznalt festék a vizsgalni kivant Ag-re specifikus
monoklondlis antitesttel (primer antitest) kapcsolddik, mig indirekt eljaras esetében a primer
antitest jeloletlen, ezért a lathatéva tételéhez valamilyen madsodik, jelzett antitestre van
sziikség (szekunder jelzett antitest). Az indirekt mddszer terjedt el az immunhisztokémiai
vizsgalatok esetében, csakhogy itt tobbnyire nem fluoreszkald festéket, hanem mas jelold

molekulat, vagy enzimet csatolnak az ellenanyagokra.
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1.8. Vizsgalataink célja
A terapiarezisztencia kialakuldsa az emberek daganatos kérképeihez hasonldan a kutyaknal is

csokkenti a tualélési esélyt. Vizsgalataink sordn a rezisztencia kialakuldsanak nyomon
kovetését céloztuk. Ehhez kutyakban spontan eléfordulo, harom kiilonboz6, morfoldgiailag és
expresszids profil alapjan jol elkiilonithetd daganattipust valasztottunk. A daganattipusok
koziil a lymphomat, az emlé daganatot és a mastocytomat valasztottuk, mivel ezek lefedik a
kutya tumorok jelentds részét, illetve mert ezekben kozismert médon kialakul a multidrog
rezisztencia a kezelés hatasara. (Gramer, Kessler et al. 2013) (Koltai and Vajdovich 2014) A
kutyakbdl a mintavételt kovetden sejt- és molekularis biologiai mdodszerekkel vizsgaltuk a
daganatos szoveteket, sejteket valamint a rezisztencia meglétét. Lymphoma esetében
ugynevezett immunfenotipizalast is végeztiink annak érdekében, hogy jol elkiilonitsiik az
egyes lymphoma tipusokat. Ezaltal nemcsak a T-és B-sejtes valtozatat tudjuk elkiiloniteni,
hanem a WHO 4ltal karakterizalt szubtipusokat is, valamint lehetdség nyilik a rezisztencia
kialakuldsat kovetden az immunfenotipus valtozasinak kovetésére. gy egészében tudjuk
vizsgalni a kemoterdpia hatdsat a tumorsejtekre. A végsd cél ezekbdl az adatokbol egy
tablazat Iétrehozasa, mely tartalmazza az dsszes kutya adatat, akib6l mintét vettiink, valamint
a diagnozist, a vizsgalati mddszereket és azok eredményeit. Ez informdacidt szolgéltathat a
kezeldorvosnak a helyes terdpia megvalasztasahoz. Tovabbi terveink kozott szerepel, hogy
lymphoma sejtvonalakat hozzunk 1étre, amelyeken végezhetiink citotoxicitdsi vizsgélatokat,
ezaltal még tobb informécidhoz jutunk az adott daganattipusrol és a gydgyszeres kezelések
hatasairdl.

q\l“‘f
’ -

Tumor Mechanikus Enzimatikus
eltavolitasa bontas

—_—
~
- @ = <V ) —
- *Aramlésu citometria
\ Immunfenotipizalas
oo rmp— \ Sejtkultira létrehozéasa
Tumor dssejtek keresése

6. abra: Munkafazis egyes Iépéseinek sematikus abrazolasa, célok elérése
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2. Anyag és modszer

Kisérletiinkben hiisz kutya vett részt, amelyeket az Allatorvosi Hematologiai és Onkologiai
Kozpont (AHOK) szakrendelésén vizsgaltak és kezeltek. A kutyak fajtaja az alabbi volt: 7
keverék, 2 cocker spaniel, 2 yorkshire terrier, 9 egyéb fajta (labrador, foxi, terrier, maltai
selyemkutya, jack russel terrier, magyar vizsla, puli, németjuhdsz, bullmasztiff). A vizsgalt
kutyak életkora kora 3,5-12 éves volt. A lymphomas betegek ivari megoszlasa: 8 kan, illetve 2
szuka. A mastocytomaban szenvedd kutydk ivari megoszlasa: 2 kan és 1 szuka. Az
emldodaganat betegsége esetén a vizsgalt 7 kutya koziil mindegyik szuka. A fontosabb
adatokat tablazatban rogzitettiink (Mellékletben 1évé tablézat). A kutyakat az Allatorvosi
Hematologiai és Onkologiai Kozpont, A.H.0.K. Kft.ben vizsgaltak. A kérképek diagnozisat
is ott allitottdk fel. A daganatos elvaltozasok (mastocytoma, emlddaganat) esetén miitéti
eltavolitasra keriilt sor, valamint a lymphomak esetében un. tru-cut biopszias eljarassal tortént

mintavétel szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatra.

2.1. Sejt izolalas
A kimetszett daganatokbol, ill. biopszias mintakbél tumorsejteket izolalaltunk az AHOK Kft.-

majd disszocidcids médiumba tettiik, ami DMEM médiumbol, 200 U/ml Il-es tipust
kollagenazbdl és 0,6 U/ml diszpazbdl alt (Gibco, Life Technologies, USA), majd 15
percenként 1 percig vortexeltiik, a koztes idében 37 °C-os vizfiirdobe helyeztiik. A folyamat
célja az volt, hogy a szolid daganatokbol egysejtes szuszpenzidt allitsunk eld, amit aztan
jelolésre tudunk haszndlni.

Ezutan atszallitottuk a sejteket az MTA-SE Membréanbioldgiai Kutatécsoporthoz, ahol a
tovabbi feldolgozés tortént. Steril fiilke alatt, eldszor elektromos pipettorral tizszer fel-
leszuszpendaltuk a disszocidlt tumor darabokat, majd egy 40um-es sziirén atsziirtitk a sejtes
folyadékot. Ezt kovetden 250g-n centrifugaltuk a sejteket, majd a felilliszot dvatosan
leontottikk, és a csapadék mennyiségétdl fliggden 5-8ml szérummentes DMEM-be
visszavettiik a sejteket. A sejtszamlalas a kovetkezd 1épésben tortént, melyhez 10ul sejtes
folyadékra és 10ul tripankék festékre volt sziikség. A kapott eredményt atszamoltuk 750 000

darab sejtre, mely a jeloléshez volt sziikséges.

2.2. Calcein jelolés
A kiszamolt mennyiséget aramlasi citométer (FACS) kompatibilis csdbe mértiik, és ismét

centrifugdltuk a sejteket, melyre majd 300ul DMEM-et pipettaztunk. Ezt kovetden a sejteket
harom felé szétosztottuk 100ul-esével, igy minden csében 250.000 db sejt lett.
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A calcein jeloléshez sziikséges oldatokat eppendorf csovekbe mértiikk Ossze a kovetkezok
szerint: 1. DMSO szérummentes DMEM-ben kontrollnak, 2. verapamil szérummentes
DMEM-ben a Pgp gatlasdhoz 3. Calcein-AM szérummentes DMEM-ben a fluoreszcens
jeloléshez. Minden vizsgalt tumorbdl 3 minta csovet készitettiink (Isd. feljebb), amibdl kettot
jeloltiink meg, egyet pedig kezeletlen kontrollként a sejtek autofluoreszcenciajanak méréséhez
hasznaltunk fel. Ezeket mind 37°C-os vizfiirddben tartottuk razatva a jelolés alatt. A két
jelolni valdo cs6 koziil az egyikbe DMSO-t, mig a masikbe verapamilt tartalmazo
szérummentes médiumot pipettéztunk, majd 5 percig inkubaltuk, igy az egyik csében a Pgp-t
gatoltuk (verapamil), mig a masikban hagytuk tovabb miik6dni a membrantranszportert
(DMSO). Az 5 perc leteltével minden cs6be Calcein-AM festéket tettiink szérummentes
médiumba, ezzel elértiik, hogy a sejtek fluoreszcens festékkel jelolodjenek, amennyiben nincs
benniik miikodd Pgp fehérje. Ossszesen 10 perc inkubacié utdn a sejteket 250g-n
centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottik és 270 pl friss PBS-ben visszavettilk a sejteket.
Kozvetleniil mérés elott 0,8ul To-PRO3 festéket adutnk minden csdhodz, amivel az elpusztult

sejteket el tudtuk valasztani az €16ktol.

2.3. Immunfenotipizalas
A lymphoma sejtek izolalasat kovetden 300 000 darab sejtet kellett szamolnunk és kimérniink

falcon csObe. Majd centrifugaltuk 250 g-n és 400l szérummentes DMEM-et rapipettaztunk.
Nyolc darab aramlasi citométer (FACS) kompatibilis csdbe kellett szétosztanunk 50pl-esével
a sejteket. A nyolc cs6 kisérleti elrendezése az 7. abran lathatd, erre az aramlas citometria

mérés miatt volt sziikség.
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1. IK: lymphona felilisza, 300ezer sejt/csh, Caliburon mérve
FL1: mtIgG2a FITC (5ul)

FLZ: mouze [gG2a-FE (10ul)

FL3:

FL4: Toprol ul)

2. jelili: Iymphoma feliilisza, 300ezer sejt/csh, Caliburon mérve
FL1: CO5-FITC (10ul)

FL2: CD14-PE (10 ul)

FL3:

FL4: Topro(l ul)

3. IK: lymphoma felildszo, 300ezer sejt/csd, Caliburon mérve
FL1: mouse [gG1-FITC (10ul)

FLZ: mouse [gG1-PE (10 ul)

FL3:

FL4: Topro(l ul)

4. jelilt: lymphoma feliiliszd, 300ezer sejt/csi, Caliburon merve
FLI: CD3-FITC {1 0ul)

FLZ: CDZ1-PE(10ul)

FL3:

FLA: Togrofl ul}

5. IK: lymphoma fehiliszo, 300ezer sejt/csd, Caliburon merve
FLI: -

FLI: rat IgGia-FE (5 ul)
FL3:
FLA: Togrofl ul}

6. jelili: lymphoma feliilisza, 300ezer sejt/csh, Caliburon merve
FL1: CD11A18-FITC (1 0ul)

FLZ: CD4-PE (10 uly

FL3:

FL4: Toprol ul)

7. IK: lymphoma felillisza, 300ezer sejt/csd, Caliburon mérve
FLI1: -

FLZ: mouze [gG1-PE (10 ul)

FL3: 7AAD luly

FL4: -

8. jelili: Iymophoma feliildsza, 300ezer sejt/csd, Caliburon mérve
FLI1: -

FLZ: CD34-PE (10 ul
FL3: TAAD
FL4: CD45-APC (10ul)

7. abra: Immunfenotipizélashoz hasznalt anyagok ¢s azok kisérleti elrendezése

fgy minden tumor sejten vizsgaltuk a CD 3, 5, 11/18, 14, 21, 34, 45 sejtfelszini markereket,
melyek alapjan el tudtuk kiiloniteni a kiilonboz6 lymphoma szubtipusokat. Ezeket 37 °C-os
vizfiirdoben tartottuk rdzatva a mérésig. Majd 250g-n centrifugaljuk a sejteket, a feliiluszot

leontottiik €s 270ul friss PBS-ben visszavettiik. A mérés megkezdése elott 0,8ul To-PRO3
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(Invitrogen, USA) festéket vagy 7-Amino-aktinomicin D-t (7-AAD, Sigma-Aldrich, USA)
festéket adtunk minden csOhoz (a kisérleti elrendezésben megtekinthetd), amivel

elkiilonitettiik az elpusztult sejteket az €loktol.

2.4. Citotoxicitasi vizsgalat
Ebben a kisérletben MDCK (Madin Darby Canine Kidney, kutya vese epitél) sejteket és az

azokbol virdlis transzfekcidval 1étrehozott MDCK-BI1 parjukat kezeltiik doxorubicinnal. Ezek
az MDCK-BI1 sejtek folyamatosan expresszaltak nagy mennyisegli P-glycoprotein fehérjét,
mig a normal MDCK sejtek egyaltalin nem. A kisérletben 96 lyuka platen dolgoztunk,
melybe kiviilre PBS folyadékot pipettaztunk a parolgas elkeriilése miatt, igy a bels6é 60 lIyukat
hasznaltuk a sejtpar Osszehasonlitasdra. Minden lyukba 5000 darab sejtet tettiink, annak
érdekében, hogy az elére meghatarozott koncentracid sor jol 6sszehasonlithato legyen. Harom
napig termosztatban inkubalodtak a sejtek, majd viabilitasi esszét végeztiink. Megnéztiik egy
program segitségével, hogy az egyes koncentraciok milyen mértékben pusztitottak el a
sejteket. Ahogy a 8. dbran is latszik, a Pgp-pozitiv sejtek jelentdsen nagyobb koncentracidban
képesek elviselni a doxorubicint, koszonhetben a miikodd Pgp fehérjéiknek, melyek
kijuttatjak a gyogyszert a sejtekbdl. Ezzel parhuzamosan végeztiink egy masik mérést is, ahol
ugyanannyi sejtszamot alkalmaztunk lyukanként, de a doxorubicin mellett egy pumpa

gatldszert is hasznéltunk, ez volt a tariquidar.

Doxorubicin 50uM/5 Doxorubicin 50uM//5 + Tariquidar 2uM
_ I
1004 n ] _ | | . 1004
4 T § * B = —_ E
€ 2
z ] £,
E BO b :E 50.- .................................................
£ ] MDCK £ MDCK
= MDCK-B1 1 = MDCK-B1
0_- 04
——rrrr——rrr— e —— T
0.000001  0.0001 0.01 1 100 0.000001  0.0001 0.01 1 100
¢ (pv) c (pM)

8. abra: Citotoxicitds vizsgalatok MDCK sejtparon doxorubicin és tariquidar egytittes

alkalmazasakor
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2.5. Sejtvonal alapitas
Héarom kiilonb6zé lymphoma mintdbol probaltunk meg sejtvonalat alapitani. A kezdeti

sejtszam kiilonb6z6 volt, az elsdé flaskaba 7,26*105 db sejt volt, melyet 2013.02.26-an
inditottunk, a masodik sejtvonalat 03.05-én inditottuk 2,46*10° db sejttel, a harmadik flaskaba
pedig 1,3*10° db sejtet tettiink 03.13-4n. A sejteket specialis komplettalt médiumban tartottuk
kezdetben 3% antibiotikumot (penicillin és sztreptomicin), 1% glutamint és 20% FBS-t
tartalmaz6 DMEM (Gibco, USA) oldatban. Hétr6l hétre mértiikk a sejtszdmot, és hetente
egyszer 250g-n centrifugaltuk a sejteket és uj médiumba vettilk vissza dket. A médium
Osszetételét is valtoztattuk, 03.28-4n mar elhagytuk az antibiotikumot, mivel ez id6 alatt az
esetleges korokozok elpusztultak. Jelenleg az utdbbi kettd sejtvonalat sikeriilt életben

tartanunk.

2.6. Aramlasi citométer
A lymphoma, a mastocytoma ¢€s az emld daganat sejteken végeztiink Calcein assayt, tovabba

a lymphoma sejteken megvizsgaltunk koliinb6zé CD markerek sejtfelszini expresszidjat
aramlasi citométer segitségével. Ehhez az aramlasi citométer (FACS) kompatibilis csovekben
1évo sejteket 250g-n centrifugaltuk, majd 270 pl hideg PBS-t adtunk hozza. Kozvetleniil a
mérés elott pedig TO-PRO3-at (Invitrogen, USA) vagy 7-Amino-aktinomicin D-t (7-AAD,
Sigma-Aldrich, USA) adtuk a sejtszuszpenziokhoz, hogy elkiilonitsiik az €16 és holt sejteket
egymastol. Azok a sejtek tekinthetdk éloknek, amelyek expresszaltak valamilyen fluoreszcens
fehérjét. Az él6 és a holt sejtek szétvalogatdsa, tehat a fluoreszcens fehérje expressziojan
alapul, mivel a vilagité fehérjével csak az €16 sejtek rendelkeznek. A sejteket egy

FACSCalibur (BD Biosciences, USA) késziilékkel mértiik.
2.7. Statisztikai vizsgalat

Vizsgélati eredményeink kiértékelése céljabol statisztikai vizsgéalatot végeztiink. A gétlas
nélkiili és a gatldanyagokat tartalmazo sejtek eltérd fluoreszcencias aktivitasanak
kifejezéséhez hasznalt MAF értékeket hasonlitottuk Ossze a kiilonb6zdé daganatmintdkban,
valamint vizsgaltuk a kormegoszlast is.

Kétféle statisztikai mddszert valasztottunk. A MAF-értékek és a betegek életkora kozotti
Osszefliggés vizsgalatahoz Pearson-féle korreldcios modszert alkalmaztunk, a MAF-értékek
kiilonbségeinek vizsgalatahoz, valamint a kilonbozd daganatos elvaltozasokban szenvedd
betegek kormegoszlasanak megallapitasahoz pedig nem egyenld variancidju Student-féle t-

probat alkalmaztunk. Az analizisekhez a Microsoft[] Excel 2007. (Microsoft Corporation
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1985-2001.), valamint az SPSS for Windows Release 8.0.0. (Copyright [ SPSS Inc.)
programokat hasznaltunk.

3. Eredmények

Az els6 minta feldolgozasa 2013.10.02-an tortént az utols6 pedig 2014. 03.13-an. Ez id6 alatt
20 mintat dolgoztunk fel, ebb6l 10 lymphoma, 3 mastocytoma, 7 emld daganat, melyek a
szakdolgozat szempontjabol sziikségesek ¢s még egy macska lapham carcinoma mintat is
vizsgaltunk érdekességbol. Az eredményeket excel tablazatban foglaltuk 6ssze, amelyben
megtalalhaté minden kutya adata, melyekb6l mintat vettiink, az A.H.O.K. Kft altal felallitott
diagnozis, illetve a mintakon elvégzett vizsgalatok. (Ez a Melléklet 5. tablazataként tekinthetd
meg.). Tovabba a Calcein-AM mérések €és az immunfenotipizalas eredményeit power point

segitségével foglaltuk Gssze.

3.1.Sejt izolalas
Mind a hidrom minta (lymphoma, mastocytoma, emlé daganat) esetében sikeres volt a

feldolgozas. Az altalunk haszndlt emésztési eljards miikodott. Elegendd €16 sejtet tudtunk
izolalni egy teljes calcein sor elvégzéséhez, RNS eltarolasdhoz, valamint lymphoma esetén
immunfenotipizdlashoz. A huszbol egy alkalommal (2521-2728 allatkddi emld daganat

mintanal) nem tudtunk elegend6 €16 sejtet izolalni, ennek oka a hibas centrifuga volt.

3.2. Calcein jelolés
A mintdkbol szarmazo, kutya-tumor sejtek felvették és atalakitottak a Calecin-AM festéket, az

igy nyert fluoreszcencidjuk pedig mérhetd volt az dramldsi citométer segitségével. Minden
mintaban tapasztalhatd volt egy enyhe shift a verapamil adéasat kovetéen, amibdl az
allapithaté meg, hogy a tumor sejtek rendelkeznek egy baseline transzporter aktivitassal. A 9.
abran lathatd a 2388-2581 allatkodu labradorbdl vett lymphoma minta FACS képe. Az egyes
grafikonok x tengelyén mindig az FSC (forward scatter) érték lathatd, ami a sejtmérettel
aranyos, az y tengelyen pedig az SSC (side scatter) érték, ami a garnulaltsaggal van
Osszefliggésben. Mivel a mintdkban a mononuklearis sejteken kiviil néhany egyéb sejt is
elofordult (vorosvérsejt, garnulocytak, halott sejtek), melyek téves eredményeket okozhatnak,
ezért ezeket két kiillonbozo szinten ki kellett sziirniink (,,kapuzéas”). A kapuk R1, melynél a

granulaltsag alapjan kiilonitettiik el a nekiink sziikséges lymphocytdkat, R2 esetén az €10
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sejteket valogattuk ki. Azokat, amelyeknél alacsony volt a 660 nm-es emittalds, tehat nem
vették fel a viabilitas-vizsgdlathoz hasznalt vegyiiletet a To-PRO3-at vagy 7AAD-t, mivel ép
volt a sejtmembranjuk. Az elpusztult sejtekben kovetkezésképpen magas emissziot mértiink
ezen a hullimhosszon a membrankdrosodas miatt.

A kisérlet soran meg akartunk bizonyosodni rola, hogy a tumorok valdéban expresszaljak-e a
funkciondlis Pgp fehérjéket, ezaltal alakitva ki a rezisztenciat ¢és a kedvezdtlen tulélési
esélyeket, ezért az eltavolitott daganatokat az Anyagok és modszerekben leirtak szerint
szolubilizaltuk és az igy nyert sejtekben funkciondlis calcein-AM jelolést csinadltunk. Az dbra
elsé soraban, ,iires” felirattal a kontroll minta lathatd. Sarga szinnel figyelhetjiilk meg azt a
fluoreszcenciat, mellyel a sejtek alapbdl rendelkeznek és minden jelolés nélkiil emittalnak, ezt
nevezziik autofluoreszcencidnak. A masodik sorban, pirossal a calcein alapallapota jelolése
lathatd. Az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint jeloltiik a sejteket, és vizsgaltuk a
fluoreszcencia valtozasat Calcein-Am hozzaadasat kovetden. A harmadik sorban sotétkékkel
a calcein akkumulacié gatolt, vagyis a Pgp sejtek pumpa funkcidjat gatolva mértiik le a sejtek

fluoreszcencidjat.
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9. dbra: Lymphoma minta FACS képe
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A calcein mérés Osszehasonlitd eredményét a 10. dbra mutatja. Az x tengelyen a
fluoreszcenzia intenzitdsa lathatd, az y tengelyen pedig a sejtszam. A bal oldali abrén a két
gauss gorbe fedi egymast, vagyis a verapamil (gatldszer) adasat kovetden is ugyanakkora a
sejtek fuoreszcencia intenzitasa. A jobb oldali dbran viszont lathat6 az a bizonyos enyhe

eltolodas verapamil hozzaadasa utan.
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10. abra: Két kiilonb6z6 lymphoma Calcein assay eredménye

Sotétkékkel a calcein akkumulacidé gatolt, pirossal pedig az alapallapota Pgp rendelkezd
sejtek vannak jelolve. Eszrevehetd, hogy mig a bal oldali tumor sejtek alapallapotban kozel
ugyanannyi calcein festéket vesznek fel, mint amikor verapamil Pgp gétloszerrel kezeltiik a
sejteket (sotétkék hisztogram), addig a jobb oldali sejtek hisztogramjai jelentdsen eltérnek. Ez
azt jelenti, hogy az alapallapotu Pgp-vel rendelkezd sejtek (piros hisztogram) kipumpaljak
magukbol a calceint, ezzel csokkentve a fluoreszcencia intenzitdsukat, de ha gatoljuk a pumpa
aktivitasat (sotétkék hisztogram) a festék a sejten beliill marad, a fluoreszcencia maximuma
pedig Gjra megnd.

Ezt az eltolédasbeli kiilonbséget az tigynevezett multidrug rezisztencia aktivitasi faktorral,
MAF értékkel is szemléltethetjiik. Amennyiben a kontroll csoport (csak calcein-AM festéket
tartalmazd) értékeit a verapamillal gatoltak értékeihez viszonyitjuk, akkor megkapjuk az
MDR1 MAF ¢értékét. Vizsgalataink soran a kapott fluoreszcencia értékek alapjan egy
figgvény segitségével kiszamoltuk az MDR1 (MAF-mdrl) értéket. MAF = [Fluoreszcencia

(é16 daganatsejtek, gatolt) - Fluoreszcencia (€10 daganatsejtek. gatolatlan)] / Fluoreszcencia
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(€16 daganatsejtek, gatolt). A bal oldali dbran a 2661-2887 allatkoda kutya lymphoma minta
Calcein eredménye lathato, amelynek MAF értéke -0,089373844. A jobb oldalon pedig a
2388-2581 allatkodu lymphoma minta Calcein kiértékelése figyelhetd meg, amelynek MAF
értéke 0,263492336.

3.3. Immunfenotipizalas
Csak a lymphoma mintdk esetén végeztiik el ezt a vizsgalatot. Mivel a lymphomanak is tobb

mas daganathoz hasonloan nagyon sok tipusa van, igy a sejtfelszini markerek alapjan lehet jol
elkiiloniteni az egyes szubtipusokat.

A kezdeti méréseknél még kérdés volt, hogy melyik antitest miikod6képes. Els6 alkalommal
az ellenanyagok jelentds része miikodoképes volt (CD3, CD4, CD5, CD11/18), habar voltak
sulyosan degradalodott antitestek is, mint példaul az MHCII-FITC, de ezeket késdbb potoltuk,
valamint izotipus kontrollokat is be kellett szerezniink. Minden mérést kovetden kiértékeltiik
az eredményt, melyik CD markerre volt pozitiv a minta, melyikre kevésbé. Ezt a tablazatban
Osszefoglaltuk, a csillagok szama az expresszid erdsségével egyenesen aranyos. Két esetben

nem volt elegendd sejt a mintdkban, igy ott csak Calcein jelolést tudtunk végezni.

allat kéd CD5|CD14 | CD3 | CD21|CD11/18 | CD4 | CD34 | CD45
2388-2581 bl ok * — ek
2483-2688 * * *kk *% * *kk *kk
1867-2012 Fkk dkk *xx *kk *kk
2508-2713 0 0 0 0 0 0 0 0
2539-2748 0 0 0 0 0 0 0 0
2594-2808 *k *kk *k *k
2591-2805 *x Hok *k "
2655-2881 *k >k >k *ok Xk Kk
2661-2887 ** ok ok - ek ek
2784-2910 ** *k *kk *kk *k *kk *kk

1. tablazat: Immunfenotipizalas eredménye, CD markerek pozitivitasanak kiértékelése

3.4. Citotoxicitas vizsgalat
A 11. abran az MDCK és MDCK-BI sejtvonalakon végzett in vitro citotoxicitasi esszék

eredményei lathatdéak, a panelek felett az anyag neve talalhaté, melynek kiilonb5zo

koncentracidi mellett zajlott a sejtek inkubacidja 72 o6ran keresztiil.
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11. dbra: MDCK sejtvonalakon mért citotoxicitdsi esszék eredményei doxorubicinre és

tariquidarra

A 11. abra felsd képén a hagyomanyos, Pgp szubsztrat citosztatikumok alkalmazott
1,1 uM-os doxorubicin koncentraciondl pusztult el a sejtek fele (azaz ekkora az ICs érték), az
MDCK-B1 esetében pedig 13,76 uM ez az érték, vagyis a sejtvonal par rezisztenciahdnyadosa
(a rezisztens sejtvonal ICso-ének és a szenzitiv sejtvonal ICsg -ének hanyadosa) pedig 12,4. Ez
azt jelenti, hogy a Pgp-t expresszald sejtek 12,4-szer nagyobb ddzist élnek til a hagyomanyos
kemoterapids szerekbdl, mint Pgp-vel nem rendelkez0 tarsaik.

Az alsé abran pedig a doxorubicin, vagyis a Pgp szubsztrat citosztatikumok mellett a
tariquidart hasznaltuk, amely a Pgp gatldszere. Az MDCK esetében 0,17 uM az ICsg értéke
doxorubucin és tariquidar egylittes alkalmazasakor. Az MDCK-B1 vizsgalatakor az 1Cs
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értéke 0,18 uM volt a két citosztatikum hasznalatakor. Tehat a rezisztenciahdnyadosa 0,9, ez

azt jelenti, hogy Pgp gatlas esetén a sejtek ugyantigy elpusztulnak, mint Pgp mentes tarsaik.

3.5. Sejtvonal alapitas
A 2655-2881, a 2661-2887 €s a 2784-2910 allatkodu mintakbol alapitottunk sejtvonalat. A

kezdeti DMEM térfogatot 3 hét elteltével noveltiik, és folyamatosan ellendriztiik a sejtszdmot.
Az elsé flaskaban 1€vo sejtek, melyet 02.26-an inditottunk, elpusztultak. De a masik kettd

lymphoma sejtvonal jelenleg is életben van és folyamatosan osztédnak, a sejtszam emelkedik.
3.6. Statisztikai vizsgalat

A MAF-értékek kiilonbségeit vizsgalva kiilonb6zo daganatmintadkban, azt kaptuk, hogy az
emlddaganat esetén a legnagyobb a MAF-érték, a lymphomdban kevesebb volt és a
mastocytomaban a legalacsonyabb a harom daganattipust vizsgalva. Ezt a 12. abra
szemlélteti, szdmadatokban pedig a 2. tdbldzat mutatja. A szignifikancia elmaraddsa az

alacsony elemszdmmal magyarazhato.

Mastocytom
Lymphoma Emlddaganat a
n=10 n=7 n=3

Atlag 19,23 24,38 17,56
Szbras +14,7 +19,37 +24,06
P-érték Lymphoma-Eml6danat 0,59

Lymphoma-

Mastocytoma 0,92

Emlédaganat-

Mastocytoma 0,70

2. tablazat: MAF-értékek kiilonbozd daganatmintakban
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12. dbra: MAF-értékek kiilonbségei kiilonb6zé daganatmintakban

A kormegoszlas vizsgalatnal a 3. tablazatban, illetve a 13. dbran latszik, hogy a lymphoma
esetében az atlagéletkor 6t és fél év, az emlddaganat esetében ez az érték 10 év, mig
mastocytomanal majdnem 9 év az atlagéletkor a husz vizsgalt kutya esetén. Mivel a
szignifikancidk p<0.05-nél kezdddnek, igy ennél a vizsgalatnal szignifikans eredményt

kaptunk.

Mastocyto
Lymphoma Emlédaganat ma
n=10 n=7 n=3
Atlag 5,55 10,43 8,83
Szbras +2,55 +2,24 +1,89
P-érték Lymphoma-Emlédanat 0,00094
Lymphoma-
Mastocytoma 0,06621
Emlédaganat-
Mastocytoma 0,30546

3. tablazat: Kiilonb6z6 daganatos elvaltozasokban szenvedd betegek kormegoszlasa
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13. 4bra: Kiilonb6z6 daganatos elvaltozasokban szenvedd betegek kormegoszlasa

A Pearson-féle korrelacids analizisnél 6sszehasonlitottuk a MAF-értékeket a betegek
¢letkoraval, melyet a 14. dbra mutat. Ez alapjan elmondhatd, hogy minél id6sebb a kutya,
annal gyakoribb a daganat kialakulasa. Azért 21 a minta elemszam, mert egy carcinoma minta
feldolgozast is végeztiink a hdrom emlitett tipus mellett, de a kivant eredmény eléréséhez a

minta elemszamot emelni kell.
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14. abra: MAF-értékek és a betegek életkora kozoti osszefliggés. Pearson-korrelacid (n=21,
r=0,295, p=0.096)

Az ivararanyt tekintve lymphoma esetén 8 kan, 2 szuka szerepelt. Mastocytoma esetén pedig

2 kan és egy szuka. Osszességében a két daganattipust vizsgalva a a 13 kutyabol 10 kan és 3

szuka szerepelt.
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4. Megbeszélés/Diszkusszio

4.1. Osszegzés
Az elsédleges célunk az volt, hogy a daganatos betegségben szenvedd kutyakbol eltavolitott

tumor mintat vizsgaljuk, aszerint, hogy hogyan reagal a transzporter gatloszerre. Vagyis a Pgp
expressziot vizsgaltuk Calcein assayvel, ezaltal informaciot kaptunk a rezisztenciardl,
melynek kialakulasa neheziti a kemoterapias kezelést. Ezeket az eredményeket 6sszefoglaltuk
egy tablazatban. Igy segitséget nytjtunk a kezeldorvosnak a helyes terapia megvalasztaséban.
A calcein jeloléshez sziikséges elokésziiletek sikeres voltak, vagyis az altalunk hasznalt
emésztési eljaras mikodott. Husz kutyabol végeztiink minta feldolgozast, melynél egyetlen
kivétellel, minden esetben vizsgaltunk Calcein assayt, a lymphomdk esetében pedig
immunfenotipizalast. A Calcein assay-nél volt egy kontroll csoport, valmint egy csoport,
amely csak calcein-AM festéket kapott, a harmadik csoporthoz pedig verapamilt adtunk a
transzporter (vagyis a Pgp) gétlds céljabdl, majd calcein-AM festéket. Ezeket tudtuk
Osszehasonlitani, ugy hogy, kiszdmoltuk a hozzdjuk tartozd6 MAF-értékeket, a verapamil
adasat kovetden a median értékbdl kivontuk a csak a calcein-AM festéket kapott sejt median
értékét és az eredményt osztottuk a verapamil hozzdadasa utan kapott median értékkel.
Ezekbdl csindltunk statisztikai vizsgdlatot s habar nem volt szignifikdns eredmény a MAF-
értékek kiilonbségeit nézve kiilonbozd daganattipusokban, az jol latszik, hogy az
emlodaganatokban nagyobbak a MAF-értékek, mert ebben a daganattipusban az MDR-
expresszio, és a klinikai terapia rezisztencia is fokozottabb.

Az immunfenotipizalasnal sikeresen elkiilonitettiink tobbféle lymphoma tipust, hiszen az
egyes CD markerek amelyekre jel6ltiik a sejteket, kiilonb6zdek voltak.

Minden eredményt egybevéve Iétrehoztunk a fentebb emlitett tablazatot (Mellékletben
talalhato), olyan adatbazist, mely sziikséges a kezel6orvosnak, informéciot ad a rezisztencia
kialakuldsarol, ezaltal a megfeleld terdpia megvalasztasar6l. Folyamatosan szamon tartjuk a
kutyakat, akikb6l mintat vettiink, hogyan valtozott az allapotuk, a tumor kiujult vagy tiinet-és
panaszmentes az allat.

A citotoxicitasi vizsgalatban pedig kimutattuk, hogy a citosztatikum milyen hatdssal van a
Pgp-vel rendelkezd sejtekre, illetve azok szenzitiv parjara. A 11. abran mind a két
sejtvonalparon megfigyelhetd, hogy a hagyomanyos citosztatikumok ko6ziil a doxorubicin,
jelentésen kisebb koncentracidban képes elpusztitani a szenzitiv sejteket, mint azok rezisztens

tarsait. Ennek oka, hogy a doxorubicin P-gp szubsztrat, igy az MDCK-BI1 sejtek képesek
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transzportereik segitségével megvédeni magukat még a magasabb koncentraciok esetén is. Ezt
bizonyitja az is, hogy tariquidar, vagyis a Pgp gétldészer hozzaadasaval mind a két sejtvonal
kozel ugyanakkora koncentracidban pusztul el, mivel a pumpa gatldsat kovetden nem tudjak a
sejtek kijuttatni a gydgyszert.

Erdekes lehet, ha az altalunk alapitott lymphoma sejtvonalakon végezziik el a citotoxicitasi

vizsgalatot. Ehhez tovabbi tervekre lesz sziikség.

4.2. Tovabbi célkitiizések
A legfobb terv a lymphoma sejtvonal fenntartasa és passzalasa, annak érdekében, hogy

biztonsaggal végezhetd legyen kisérlet ezekkel a sejtekkel. Tovabbi citotoxicitasi vizsgalatot
szeretnénk elvégezni kozvetleniil a lymphoma sejteken, igy fény deriilhet az egyes
citosztatikumok altal kifejtett hatdsra, ami lehetové teszi, hogy kivalasszuk a legoptimalisabb
gyogyszert adott lymphoma tipusra. Valamint karakterizdlni is tudnank a lymphoma
tipusokat, a gydgyszer beadasat kovetden vizsgdlva a fenotipus vagy a morphologia

valtozasat. Illetve genetikai manipuldcidkat is tudnank tesztelni a sejteken.

28



5. Osszefoglalas

A multidrog rezisztencia jelenségének felfedezése Robert Koch nevéhez fiizddik a XIX.
szdzadbdl. Azonban az elsd bizonyitott kapcsolatra, a sejt membrantranszporter vagy
pumpafehérje és a drog rezisztencia kialakulasa kozott, csak a XX. szazadban tettek szert
horcsog petefészek sejtjeit vizsgalva. Az 1970-es évek kozepén mutattak ki a 170kDa
molekulasulyt glikoproteint, melyet Pgp-nek neveztek el. Szamos sejtvonalon bizonyitottak,
hogy ez a pumpafehérje feleldos a multidrog rezisztencia kialakuldsaért.

A kisérletiinkben a sejtek membrantranszporter aktivitdsat vizsgaltuk, hogy kimutassuk a
pumpafehérje funkciét. Munkdnk sordn hisz kutya tumor mintidt dolgoztunk fel. Ha a
sejtekhez fluoreszkalé molekulat, vagyis calcein-AM festéket adunk és inkubaljuk, az Anyag
¢s mddszerben leirtak alapjan, akkor ez az anyag a sejtekbe jut. Abban az esetben, ha a sejt
rendelkezik a multidrog rezisztencia funkcioval és pumpafehérjékkel (Pgp), akkor a calcein-
AM-t a sejtek kipumpdljak magukbdl. Ha a sejteket kapcsoljuk bizonyos fluoreszkald
anyaggal, melyhez immunoldgiai médszert alkalmazunk és igy jeloljiik, akkor az adott sejt
fluoreszkalo tulajdonsdga megvaltoztatja a lézerfény torését, igy valik lehetévé a sejt
elkiilonitett vizsgalata. Ez a modszer az in. FACS (fluorescence activated cell sorting) eljaras.
Ez alkalmas arra, hogy dsszehasonlitsuk a sejtek fluoreszcenciajat abban az esetben, ha csak
fluoreszcens festéket kapnak (calcein-AM) és ha gatloszert is, verapamilt. A pumpafehérjék
gatldsakor a sejtek nem tudjak kipumpdlni a calcein-AM festéket, igy nagyobb lesz a
fluoreszcencia intenzitds, abban az esetben, ha jelen volt a Pgp. A FACS vizsgalat soran
mértiik a sejteken beliili fluoreszcencias aktivitds mértékét. Ahhoz, hogy 6sszehasonlithatéva
valjon a gatlas nélkiili és a gatldanyagokat tartalmazo sejtek eltérd fluoreszcencids aktivitasa,
ki kellett szdmolnunk az tn. MAF- (multidrug rezisztencia aktivitasi faktor-) értékeket. Ezek
jellemzik a sejtek Pgp funkciojat.

A lymphoma esetében pedig immunfenotipizalast is végeztiink, ezaltal nemcsak a T-¢és B-
sejtes lymphomat tudtuk elkiiloniteni, hanem a lymphoma szubtipusokat is. Ehhez kiillonb6z6
sejtfelszini CD markereket hasznaltunk, igy megfeleld jelolés és inkubalas utdn a sejtek

expresszaltdk az adott markert.
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6. Summary

Multidrug resistance was first discovered by Robert Koch in the 19th century. The first
specific correlations between cell membrane transporters or pumps and a drug-resistant
phenotype were made in hamster ovary cell lines. In the mid-1970s the glycoprotein of 170
kD was shown,it called P-glycoprotein. Several cell lines were tested that this pump presence
correlated with the degree of drug resistance.

In our study we were interested in whether the membrane transporter activation to show out
the pump function. In our project we tested 20 tumour samples. If we add fluorescent
molecule (calcein-AM) to the cells, and incubate them as written in the Materials & Methods,
then this molecule will get into the cells. If the cells have multidrug resistance function and
pumps (P-glycoprotein /Pgp/) than the cells will efflux calcein-AM. If the cells are signed
with fluorescent molecules using immunological methods, the cell will change its light
scattering, then it can be examined separately. This method called FACS (fluorescence
activated cell sorting). This can be avaliable to compare the fluorescent intensity in the case of
adding just fluorescent dye (calcein-AM) or adding inhibitor (verapamil) too. When we block
the pump function, the cells can not pump the calcein-AM out so the fluorescent intensity will
increase if the cells has Pgp. We analysed the intracellular fluorescence of the cells by FACS
method. In order to examine the fluorescent activity in the cells which inhibited or non
inhibited we calculated the MAF- (multidrug resistance activity factor-) values. This
characterizes the Pgp function of the cells.

We made immunophenotyping with lymphoma cells. We can isolate not only the T-or B-cells
lymhoma but the subtypes can also be characterized with this method. We used diferrent CD

markers so if the test and the incubation is suitable then the cells will express CD markers.
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9. Mellékletek

9.1. Tablazat
kultura
datum allat kod allatfajta kor (év) diagnézis Ca assay RNS alapitas
2013.10.02 | 1487-1592 berni pasztor keverék 11 mastocytoma 1 1 0
2388-2581 labrador 1,5 lymphoma 1 1 0
2013.11.20 | 2452-2655 keverék 12 Neopl.mammae 1 1 0
2483-2688 foxi 6 lymphoma 1 1 0
2013.11.29 | 2463-2667 cocker spaniel 11,5 Neopl.mammae 1 1 0
1867-2012 uszkar-pumi keverék 5 lymphoma 1 1 0
2508-2713 | west-highland-white terrier 10 lymphoma 1 0 0
2013.12.04 | 2493-2698 keverék emlé daganat 7 Neopl.mammae 1 0
2013.12.04 | 2493-2698 keverek (ép emld minta) 7 Neopl.mammae 1 1 0
2511-2716 macska eui.rsz 10 carcinoma 1 1 0
2013.12.11 [ 2539-2748 kevérek 9 lymphoma 1 0
2509-2714 maltai selyemkutya 8 mastocytoma 1 1 0
2013.12.18 | 2521-2728 keverék 9 Neopl.mammae 0 0
2014.01.15 | 2594-2808 jack russel terrier 4 lymphoma 1 0 0
2591-2805 cocker spaniel 6,5 lymphoma 1 0 0
2014.01.22 | 2475-2680 keverék 12 Neopl.mammae 1 1 0
2014.02.19 | 2329-2517 magyar vizsla 7,5 mastocytoma 1 1 0
2644-2867 yorkshire terrier 8,5 Neopl.mammae 1 0 0
2014.02.26 | 2655-2881 yorkshire terrier 4 lymphoma 1 0 1
1301-1383 puli 13 Neopl.mammae 1 0 0
2014.03.05 | 2661-2887 németjuhasz 3,5 lymphoma 1 1 1
2014.03.12 | 2784-2910 bullmasztiff 6 lymphoma 1 1 1

2. tablazat

: Méréseinkhez sziikséges mintak ¢s a kutyak adatai 6sszesitve
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datum

2013.10.02

2013.11.20

2013.11.29

2013.12.04

2013.12.11

2013.12.18
2014.01.15

2014.01.22
2014.02.19

2014.02.26

2014.03.05
2014.03.12

allat kod

1487-1592
2388-2581
2452-2655
2483-2688
2463-2667
1867-2012
2508-2713
2493-2698
2493-2698
2511-2716
2539-2748
2509-2714
2521-2728
2594-2808
2591-2805
2475-2680
2329-2517
2644-2867
2655-2881
1301-1383
2661-2887
2784-2910

diagnozis
mastocytoma
lymphoma
Neopl.mammae
lymphoma
Neopl.mammae
lymphoma
lymphoma
Ep emls
Neopl.mammae
carcinoma
lymphoma
mastocytoma
Neopl.mammae
lymphoma
lymphoma
Neopl.mammae
mastocytoma
Neopl.mammae
lymphoma
Neopl.mammae
lymphoma
lymphoma

Ca-AM median Verapamil median MAF

165,48 299,61 0,447681987
171,54 232,91 0,263492336
69,16 126,35 0,452631579
111,4 161,08 0,308418177
179,43 264,16 0,320752574
186,01 226,71 0,179524503
273,84 276,32 0,008975101
156,79 159,63 0,017791142
203,51 210,97 0,035360478
111,4 201,69 0,447667212
176,24 210,97 0,164620562
106,5 105,54 -0,009096077
593,52 956,02 0,379176168
266,55 410,47 0,350622457
1700,08 1803,84 0,057521731
1680,77 1843,42 0,088232741
2167,39 2502,87 0,134038124
842,91 1064,99 0,20852778
588,21 1094,11 0,462384952
3050,53 2800,26 -0,089373844
991,05 1165,22 0,149473919

3. tdblazat: MAF érték szamitadsahoz sziikséges adatok és az eredmények

9.2. Az 6sszes minta aramlas citométerrel torténé mérési eredménye
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Mastocytoma emésztett 1487-1592 — Calcein assay)

oo D 01

Mk Gt e G M M

Mt o Gews N T Geo e Mesen
L B L

Lymphoma 25082713
b . telulas2d ures

™ Dum 00
G

“‘“\E“%%

s s - -

B

e
Bl
it

Lymphoma 25082713
fellloszo + CaAM

1

e D e
Gew 02

M SO0 N e e Ve Sedin

W O ET AR MY e

"

Lymphoma feulészo
25082713 4 CalM + vor

T Dum N
Gam 04

Ml L Gees S Tets G Ve Mt
TR IR RN Ny

-p“qn

m M e me e

f

36

Verapamil
CaAM

Mastocytoma +CadM + ver

Verapamil
CaAM




il
Lymphoma (1867-2012) — Calcein assay - \cl::;:aml
8
®
g, o e i s Lymphoms 18672021 !'
1 " s faloluszs ores e
¥ \] #] !
2:: !.’ !l- i ' e l s R
. . -~ -~
£ w * c.y:l 1 Vo % Gt e e e b o
“i 5“** " W T W ﬁ‘ S A =
[ Dun 300 % L]
# Lymghoma 18672021
& '.! 2 felkis2s + CaAM
3 *
< ST L, I e
L: w N .. M Gt s T e e
- 4 B L T

Eml6daganat (2463-2667) — Calcein assay

u-ﬁ-ﬂ

fﬂﬁ‘“

0’“--

¢ e s e

'
.

= A

o

Vs

Lymghoma felulaszé
18672021 « CaAM + ver

My % Gawt % Totel Gen A Mot
LR L LU L L

Verapamil
CaAM

Neoplasia mammae 2463 2667
+LaAM ¢ ver

e Son 00
e

Mt Gaeo % Tee G Ve Meown
W YN NN mE -

37



Kutya emlBdaganat (2493-2698) — Calcein assay
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Macska lapham tumor (2511-2716) — Calcein assay o] o™
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Mastocytoma (2509-2714) — Calcein assay
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Lymphoma (2594-2808) — Calcein assay
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Eml6daganat (2644-2867) — Calcein assay
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Lymphoma (2655-2881) — Calcein assay verapamil
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Lymphoma (2661-2887) — Calcein assay
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Immunfenotipizalast a tiz lymphoma esetén végeztiink. Szemléltetésképp a 2591-2805
allatkédu minta FACS 4abraja lathato:
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9.2. Témavezet6i nyilatkozat

Témavezetdi nyilatkozat

Alulirott Dr. Vajdovich Péter kijelentem, hogy Karai Edina , Terdpiarezisztenciat okozd
transzporterek vizsgédlata daganatos betegségben szenvedd kutydk daganatsejtjeiben” c.
szakdolgozatdnak tartalmat ismerem, az abban foglaltakkal egyetértek, és a dolgozatot

benyujtasra, illetve védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2014. aprilis 28.

Dr. Vajdovich Péter
Egyetemi docens
Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar,

Korélettani és Onkologiai Tanszék
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9.4. HuVetA - SZIA nyilatkozat

HuVetA - SZIA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI
NYILATKOZAT?*

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa
nem kizarolagos jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szamara, hogy archivélja (a
tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a megodrzés €s a hozzaférhetdség biztositasdnak
érdekében) és mdasolasvédett PDF formdara konvertdlja és szolgaltassa a fenti
dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA és a SZIA
adminisztratorai szdmara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott
dokumentumbdl kizarolag biztonsagi, visszaallitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy a atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani
a megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba,
hogy a mi eredeti ¢s legjobb tudomdsa szerint nem sérti vele senki mas szerzoi
jogat. Amennyiben a mii tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On
birtokolja a szerzoi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a
szerzOi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen megéllapodasban
szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a milivon belil.

A szerzoi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatdrozza meg
(egyetlen, a megfeleld négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul
hozzaférhetové valjanak a vilaghalon,

a Szent Istvdn Egyetem belsé hdlézatara (IP cimeire) korlatozza a
feltoltott dokumentum(ok) elérését,
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a SZIE Allatorvos-tudomanyi Konyvtarban talalhatd, dedikalt elérést

biztositd szdmitogépre korlatozza a felt6ltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak ¢&s tartalmi kivonatdnak
feltoltéséhez jarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),

* Jelen nyilatkozat az 5/2011. szamu, A Szent Istvan Egyetemen folytatott tudomanyos publikdcios tevékenységgel kapcsolatos
adatbdzis kialakitasardl és alkalmazasarél cimii rektori utasitashoz kapcsolodik, illetve annak alapjan késziilt.

Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol
1s:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben

olvasasat a konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy
szervezet tdmogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni
jelen megallapodassal a miire vonatkozdan.

A HuVetA/SZIA iizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és
szervezetek irdnydban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi
orvoslasara, ha valamely felhasznalé a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel
elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 201... év ................ ho ......... nap

alairas
szerzO/a szerzoi jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary
Archive a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtdr, Levéltdr és
Muzeum dltal miikédtetett szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a
magyar allatorvos-tudomany és -torténet dokumentumait, tudasvagyondt
elektronikus formdban Jsszegyiijtse, rendszerezze, megorizze, kereshetové és
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hozzdférhetové tegye, szolgdltassa, a hatalyos jogi szabdlyozasok figyelembe
vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhaszndlasdaval biztositia a
konnytl, (internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség
szerint a teljes szoveg azonnali elérését. Célja ezek révén

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének
novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacidira torténd hivatkozdasok szamanak,
és ezen keresztiil a hazai dllatorvosi folyodiratok impakt faktoranak
novelése;

- az Allatorvos-tudomdnyi Kar és az egyiittmiikéds —partnerek
tudasvagyondanak koncentralt megjelenitése révén az intézmeények és a
hazai allatorvos-tudomany tekintélyenek és versenyképességének
novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodes elosegitése,

- a nyilt hozzdférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvain Archivum a Szent Istvin Egyetemen keletkezett
tudomanyos dolgozatok tara.
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