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Roviditések jegyzéke

ABC — ATP-binding casette

BCRP — Breast Cancer Resistance Protein

BRCA-1, BRCA-2 — Breast Cancer gén 1 és 2
calcein-AM — calcein-acetoximetilészter

c-KIT — mast/stem cell growth factor receptor
c-MET — hepatocyte growth factor receptor

COX — ciklooxigenaz

DMSO - dimetil-szulfoxid

EGFR — epidermal growth factor receptor

ER — dsztrogén-receptor

FACS — Fluorescein Activated Cell Sorting

FNA — vékonytl aspiracio (Fine Needle Aspiration)
GH — novekedési hormon

HER-2 — human epidermal growth factor receptor-2
I.V. — intravénas

IGF-1 — insulin-like growth factor

In. — lymphonodus

MDR — multidrog rezisztencia

MRP1 — Multidrug Resitance Protein-1

MXR — Mitoxantron-rezisztencia gén

NSAID — nem-szteroid gyulladascsokkentd

OE - ovariectomia

OHE - ovarihysterectomia

OST — teljes tulélési 1d6 (Overall Survival Time)
p.0. — per o0s

PBS — foszfat-pufferolt sdoldat

PDGFR1 — platelet derived growth factor receptor-1
Pgp — P-glikoprotein (Permeability glycoprotein)
PR — progeszteron-receptor

RFP — relapszus mentes id6 (Relapse Free Period)

rt-PCR — reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio



supf. — superficialis

TP53 — tumorprotein-53

VEGF — Vascular endothelial growth factor

VEGFR-1, VEGFR-2 — Vascular endothelial growth factor receptor 1 és 2
WHO — World Health Organisation



Bevezetés/irodalmi attekintés

1. Kutyak emlodaganatai

1.1. Eléfordulas, tumorbioldgia

Az emlétumorok a kutyak igen gyakori daganatai, néstény kutyakban ez a leggyakrabban
eléforduld daganattipus (Sorenmo és mtsai., 2011). A betegség leginkabb a kézépkoru és id6s
allatokat érinti, kifejezetten ritkdn taldlkozhatunk 5 évesnél fiatalabb egyedekben a
rosszindulati folyamatokkal (Vail és mtsai., 2020). Az emlddaganatok kialakulasaban fontos
szerepet jatszik az allatok hormonalis hattere, Schneider és munkatérsai vizsgalata alapjan a
kutydk még az els6 ivarzas eldtt torténd ivartalanitasa esetén minddssze 0,5%-os eséllyel fordult
el6 emlddaganat a késobbi ¢€letiik soran. Ez az ardny a tanulmény szerint az els6 és a masodik
ivarzasi ciklus kozotti ovariectomia (OE) esetén 8%, a masodik és a harmadik 6sztrusz kozott
elvégzett ivartalanitaskor pedig 26% volt. Az ennél késébbi ovariectomianak nincs szignifikans
hatasa a tumorok kialakulasara (Schneider és mtsai., 1969). Mas kutatasok szintén kimutattak,
hogy a fiatal életkorban elvégzett ivartalanitds csokkenti az emldédaganatok kifejlodésnek
valdszinliségét, am ez a védo hatas az életkor ndvekedésével egyre kevésbé jelentds, és a 2 és
fél éves kor utan elvégzett OE mar nem befolyasolja a daganatos folyamatokat (Sonnenschein
¢és mtsai.,, 1991; Koltai and Vajdovich, 2014; Vail és mtsai.,, 2020). Az emlétumorok
eléfordulasa leggyakrabban a kistestli kutyafajtdkban figyelhetd meg, ezt koveti a kozepes
méretil fajtak aranya, majd utobbitol nem sokkal elmaradva a nagytestti kutyak (Salas és mtsai.,
2015). Az eléfordulast befolyasolod egyéb tényezoként meriilhet fel az allatok testkondicidja:
human eml6daganatos paciensek esetében az elhizas kimutathato rizikofaktor (Calle & Kaaks,
2004). Az erre iranyuld vizsgalatok azonban kutyaknal csak az ivarérés kori (9-12 honapos)
testkondici6 és a késObbi emlddaganatok kozott talaltak osszefiiggeést, a felndttkori testsulynak
nem volt befolyasa a betegség gyakorisagara (Sonnenschein és mtsai., 1991).

Az emlétumorok fajtdhoz kapcsolodo gyakorisagaval kapcsolatban is szamos tanulmany
sziiletett, ezek eredménye azonban foldrajzi teriiletenként eltérd. Tobbek kozott németjuhasz,
yorkshire terrier, tacsko, uszkar, dobermann és angol springer spaniel kutyakban volt
megfigyelheté az emlédaganatok gyakoribb eléfordulasa (Sorenmo, 2003; Vail és mtsai.,
2020).

A fajtanként eltérd incidencia felveti az orokletes komponens gyandjat, &m még nem
sikeriilt kimutatni olyan mutacidt, amely bizonyitottan felelds lenne kutydkban a betegség

kialakulasaért (Sorenmo, 2003; Rivera, 2010). Az egyik legismertebb tumorszuppresszor gén a



TP53 gén, amely a p53 fehérjét kodolja. Ez a fehérje a DNS-kéarosodast szenvedd sejtek
apoptozisaért felelds. Az allatorvosi onkoldgiaban szamos kutatas foglalkozott a p53 fehérje
immunhisztokémiai vizsgélatdval, amelynek felhalmozoddsa gyakran megfigyelhetd a
rosszindulati elvaltozasokban, am kutydk emlddaganatai esetében egyelére nem bizonyult
megbizhato prognosztikus markernek (Lopuszynski és mtsai. 2010; Terra és mtsai. 2012; Koltai
& Vajdovich, 2014; Munday és mtsai. 2019). A BRCA-1 és BRCA-2 gének, melyeknek
orokletes mutéacidja bizonyitottan szerepet jatszik a huméan mellrdk kialakuldsdban (Olah,
2005), Rivera és munkatarsai angol springer spanieleken végzett vizsgalatai alapjan kutyak
eml6daganatos megbetegedéseivel is kapcsolatba hozhatok (Rivera és mtsai., 2009). A
protooncogénként ismert c-erbB-2 gén, amely a HER-2 (human epidermal growth factor-2)
nevi tirozin-kindz receptor fehérjét kodolja, kutydk emlédaganatos mintdiban nem mutatott a
human mellrakos betegekéhez hasonld amplifikaciot, bar a HER-2 protein fokozott
expresszioja kutyak emldszovetében is hasonld szazalékos aranyban fordult eld, mint az emberi
tumorokban (de las Mulas és mtsai., 2003).

Az emlOémirigyben az ivari ciklus soran komplex morfologiai €s szovettani valtozasok
zajlanak, melyek iranyitasat legfoképpen a petefészekhormonok, az sztrogén és a progeszteron
kotészovetes allomany sejtjeinek szaporodasat okozzak, emellett az Osztrogénnek és
metabolitjainak direkt genotoxikus és karcinogén hatasa is ismert (Russo & Russo, 2006). A
progeszteron rakkeltd hatéasa feltételezhetden a novekedési hormon (GH) termelés serkentésén
keresztiil valosul meg. A ndvekedési hormon nem csak kozvetleniil gyakorol stimuldlo hatast
az emlészovetre, hanem az insulin-like growth factor-1 (IGF-1) produkcio fokozasaval is,
vesz a karcinogenezis szempontjabol fontos gének szabalyozasaban is (Queiroga és mtsai.,
2010; Vail és mtsai., 2020). Mas novekedési faktorok is szerepet jatszanak az emlétumorok
fejlédésében: Restucci és munkatarsai a rosszindulata daganatos sejtekben a VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) fokozott expresszigjat figyelték meg, amely a daganatos szdvet
angiogenesiséért felelds (Restucci és mtsai., 2002). Koltai és munkatarsai 2018-as tanulmanya
7 kiilonboz6 novekedési faktor tirozin-kinaz receptoranak (VEGFR1, VEGFR2, EGFR, HER-
2, PDGFR1, c-KIT és c-MET) mRNS expresszi6 szintjét vizsgalta kutydk emlddaganatos
mintaiban real-time PCR modszerrel, és kimutattak ezek megndvekedett jelenlétét a kontroll
egészséges emlészovethez képest (Koltai és mtsai., 2018).

A gyulladdsos folyamatokban kozismerten fontos, de a daganatképzdédéssel is

kapcsolatba hozhat6 ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim vizsgalatakor Dore és munkatarsai joval
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magasabb el6fordulast tapasztaltak mind joindulati, mind pedig rosszindulata emlétumorokban
az ép emldszovettel Gsszehasonlitva (Doré és mtsai., 2003). Queiroga és munkatarsai 2005-6s
kutatasa pedig negativ korrelaciot tart fel az enzim expresszidja és az emlédaganatos betegek
prognodzisa kozott (Queiroga és mtsai., 2005).

Kijelenthetd tehat, hogy a kutydk emlddaganatainak hatterében 1évé molekularis
folyamatok igen sokrétiiek, &m a tumorbioldgia mutat bizonyos hasonlosidgokat az emberi

mellrakos megbetegedésekkel.

1.2. Klinikai megjelenés, diagnozis, besorolasok, prognosztikus mutatok

A legtobb kutya az emlédaganatok diagnosztizalasakor klinikailag egészséges (Sorenmo,
2003; Vail és mtsai., 2020). Ez aldl kivételt képez a gyulladasos carcinoma, illetve ha az
allatnak el6rehaladott metasztazisa van (Sorenmo, 2003). Az elvaltozasokat altalaban vagy az
allatorvos észleli egy rutin vagy mas okbol végzett vizsgalat sordn, vagy pedig a tulajdonos lesz
ra figyelmes. Az emlddaganatok megjelenése igen variabilis. A tumor lehet soliter, de az
irodalom szerint a kutydk mintegy 60-70%-anak a diagnoézis idején mar egynél tobb
eml6daganata van (Sorenmo, 2003; Canadas és mtsai., 2019). Ezek valtozatos méretiick
lehetnek, fixaltak vagy a kornyezetikben konnyen elmozdithatok, felszinik ép vagy
kifekélyesedd. A daganat kiterjedhet csupan egyetlen vagy tobb emldtelepre, leggyakrabban a
caudalis abdominalis, illetve az inguinalis mirigy érintett (Cassali és mtsai., 2014). Fontos a
korelézmény felvétele és az alapos klinikai vizsgalat, amely magaba foglalja a teriilet
megtekintését és attapintdsat is. A tovabbi vizsgalatok koziil elengedhetetlen a mellkasrol
keésziilt két- vagy haromirdnyu rontgenfelvételek elkészitése, mivel az emlddaganatok
metasztazisanak leggyakoribb helye a tiidd; valamint a hasi ultrahangos (UH) vizsgalat, mert
az inguinalis teriileten fejlodé daganatok a hasi aorta mellett 1évé nyirokcsomokba (Inn.
lumbalis aortici, Inn. iliaci mediales, Inn. sacrales, In. iliofemoralis, In. femoralis) adhatnak
attétet (Cassali és mtsai., 2014). Megnagyobbodott és konnyen felkereshet6 (pl. tapintassal,
vagy hasi UH-vizsgalattal), regionalis nyirokcsomok esetén érdemes elvégezni azok vékonytii
aspiracios (FNA) mintavételét €s a minta citoldgiai elemzését, amelynek szenzitivitasa 100%,
specifitasa pedig 96% a daganatos elvaltozasok kimutatasara (Langenbach és mtsai., 2001). A
daganatos elvaltozasbol vett FNA minta citologiai vizsgalata megbizhatd informacidval szolgal
a tumor szovettani jellemzo6ir6l (Dutra és mtsai., 2008; Simon és mtsai., 2009), azonban nem
kotelezé elvégezni, mert az eredmény csak ritkdn van befolyéassal az elsddleges terapiara
(Németh, 2016). Az emlédaganatos paciens kivizsgalasanak részét képezi a vér- (teljes vérkeép,

biokémia) és vizeletvizsgalat, valamint a hasiireg teljes ultrahang-vizsgalata is.
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Az emlddaganatok fokozatba sorolasa (staging) a WHO altal megallapitott TNM-
rendszer szerint torténik, amely a tumor méretét, a regiondlis nyirokcsomo érintettségét €s a
tavoli metasztazisokat veszi figyelembe (Owen, 1980). Ennek a besorolasi rendszernek a
Sorenmo és munkatarsai altal modositott valtozata (Sorenmo és mtsai., 2011) az allatorvosi

onkoldgidban jelenleg a leginkabb hasznalatos (1. tablazat).

Tumor Nyirokcsomoé Metasztazis
Stage | T1 <3cm NO = nincs elvaltozas MO = nincs metasztazis
Stage 11 T2 3-5cm NO MO
Stage 111 T3 >5cm NO MO
Stage IV barmely T N1 = elvaltozas a ny.cs.-ban MO
Stage V barmely T barmely N M1 = van metasztazis

1. tablazat: TNM staging

Egy egészen friss tanulmany a TNM-rendszert vizsgalva jo prognosztikus értékiinek
talalta azt és javaslatokat tett a modszer lehetséges tovabbi fejlesztésére (Chocteau és mtsai.,
2019). Az vjitas, hogy a tumorméretet nem egyszer(i tolomércével allapitottdk meg, hanem a
korszovettani metszeten a haematoxylin/eosin festéssel meghatarozhatdé tumorméretet vették
figyelembe. Ugyanigy, a nyirokcsomd metasztazist a nyirokcsomd immunhisztokémiai
elemzésével az epithelialis marker (cytokeratin 5 and 6 /CK5/6, mouse monoclonal, clone
D5/16B4, Dako, dilution 1:50/) alkalmazasaval erdsitették meg, vagy zartak ki. Ebben az 1j
rendszerben a szovettani stadiumokat a kovetkezOképpen hataroztak meg: 0. stadium (emlé
karcinomak in situ, folyamatos p63 + myoepithelialis sejtréteggel koriilvett daganat), I. stadium
[invaziv, patologial tumorméret < 20 mm (pT1) negativ vagy ismeretlen nyirokcsomo allapot
(pPNO — pNX) és limfovaszkularis invazio nélkiil, LVI-], Il. stadium [invaziv, patologiai
tumorméret > 20 mm (pT2), pNO — pNX nyirokcsomoallapot és LVI-], I1IA. stadium [invaziv,
pT1, pozitiv nodalis allpottal (pN +) és / vagy limfovaszkularis invazié jelenlétével], és 11IB
stadium [invaziv, pT> 20 mm (pT2), LVI + és / vagy pN +] (Chocteau és mtsai., 2019).

Kutyak emlddaganatainak korszovettani tipizalasa a Misdorp altal publikalt besorolési
rendszer (Misdorp, 1999) Goldschmidt és munkatarsai altal tovabbfejlesztett valtozata
(Goldschmidt és mtsai., 2011) alapjan torténik:



|.  hamszévet eredetii rosszindulatu 1II. Rosszindulatu kotoszovetes tumorok

daganatok Osteosarcoma
In-situ carcinoma Chondrosarcoma
Egyszer(i carcinoma Fibrosarcoma
e tubularis Hemangiosarcoma
e tubulo-papillaris IV.  Rosszindulazi  kevert  tumor:
e cisztikus-papillaris carcinosarcoma
e cribriform V.Joindulatu daganatok
Mikropapillaris invaziv carcinoma Egyszerli adenoma
Szolid carcinoma Intraductalis papillaris adenoma (ductalis
Comedocarcinoma papilloma)
Anaplasztikus carcinoma Ductalis adenoma
Komplex adenomabdl/kevert tumorbol Fibroadenoma
szarmazd carcinoma Myoepithelioma
Komplex carcinoma és rosszindulata Komplex adenoma
myoepitheiloma Joéindulatu kevert tumor
Kevert carcinoma VI. Besorolatlan daganatok
Ductalis carcinoma VIl. Hyperplasiak és dysplasiak
Intraductalis papillaris carcinoma Ductectasia
1l. specialis rosszindulatu hameredetii Lobularis hyperplasia
daganatok Epitheliosis
Laphamrak Papillomatosis
Adenosquamosus carcinoma Fibroadenomatosis
Mucindzus carcinoma Gynecomastia
Lipid-rich (szekretoros) carcinoma VIII. A csecsbimbok daganatai
Orsosejtes carcinomak Adenoma
o malignus myoepithelioma Carcinoma

o  orsosejtes laphamrak Carcinoma epidermalis infiltracioval

e orsdsejtes carcinoma

Gyulladasos carcinoma

A daganat korszovettani fokozatba sorolasara (histopathological grades) az Elston és Ellis
altal modositott Nottingham-rendszer hasznalhaté (Elston & Ellis, 1991). Ez a modszer a

tumorbol késziilt a kérszdvettani metszeten a sejteken beliili tubulus képzddés, a sejtmagok



pleomorfizmusa, illetve a sejtek mitotikus aktivitasa alapjan pontoz, és az 6sszpontszam adja
meg az elvaltozas korszovettani besorolasat (2. tablazat).

A koérszovettani tipizalas és a fokozatba sorolds nagyon fontos a tumor természetének és
a terapias lehetdségeknek a felmérésére. Tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy a tumor tipusa
¢és a prognézis kozott jelentds Osszefliggés van (Sorenmo, 2003; Rasotto és mtsai., 2017;
Canadas és mtsai., 2019). A mitotikus index (Dutra és mtsai., 2008), a regionalis nyirokcsomo
érintettsége (de Aratjo és mtsai., 2015; Tran és mtsai., 2016), a tavoli metasztazis (Sorenmo,
2003), illetve a tumor mérete Gnmagaban is prognosztikus értékii lehet (Ferreira és mtsai., 2009;
Vail és mtsai., 2020). Altalanosan megfigyelhetd, hogy a jéindulatu tumorok kisebbek, mint a
malignus elvaltozasok (Al-Mansour és mtsai., 2018). Egyre inkabb elfogadott az a feltételezés,
hogy a rosszindulati daganatok hajlamosak egy joindulati formabdl kifejlédni €s ritkan

alakulnak ki de novo (Sorenmo és mtsai., 2011).

szempont érték pontszam
tubulusképzodés a tumor >75%-aban 1
a tumor 10-75%-4ban 2
a tumor <10%-aban 3
nuklearis pleomorfizmus a sejtmag mérete egy normal 1
sejtéhez hasonlo
kismértékli méretbeli eltérés 2
¢s variabilitds
nagymértéki variabilitas 3
mitotikus aktivitas 0-8 mitozis/10 latotér 1
9-16 mitdzis/10 latotér 2
>16 mitozis/10 1atotér 3
Pontszamok dsszegzése: 3-5 pont = Grade |

6-7 pont = Grade Il
8-9 pont = Grade I

2. tablazat: Az emlddaganatok korszovettani fokozatba sorolasa




A hormonreceptorok — 6sztogén- (ER) és progeszteron-receptorok (PR) — jelenléte az
egyik legfontosabb molekuldris marker kutydk emlétumorai esetén. A receptorok expresszioja
pozitivan korrelal a progndzissal: a joindulatu, jobban differencialt daganatokban gyakrabban
detektalhaté PR és ER mint a malignus elvaltozasokban (Sorenmo, 2003; Millanta és mtsai.,
2005; Chang és mtsai., 2009). Egyéb gyakran hasznalt molekularis markerek a fentebb targyalt
HER-2 és EGFR novekedési faktor receptorok, a COX-2 enzim, illetve a Ki-67 sejtproliferacios
marker (Zuccari és mtsai., 2008; Lavalle és mtsai., 2012; Cassali és mtsai., 2014).

1.3 Terapia

Kutydk emlédaganatainak terapidja elsdédlegesen mindig sebészi; kivéve gyulladasos
carcinomak esetén, illetve olyan eldrehaladott metasztazisos betegeknél, ahol a miitét mar nem
befolyasolja a nagyon kedvezétlen prognozist (Karayannopoulou & Lafioniatis, 2016; Vail és
mtsai., 2020). A tumor sebészi eltavolitasa a radikalitas novekvo sorrendjében: nodulectomia
(csak 5 milliméternél kisebb, szoliter daganatok esetén hasznalhat6), mammectomia (egyetlen
emld eltavolitasa), részleges- illetve teljes mastectomia. Fontos, hogy a tumoros elvaltozas
teljes egészében eltavolitasra keriiljon, és ligyelni kell az ép sebszélekre, valamint a minimum
2 cm-es biztonsagi tavolsag betartasara (Tran és mtsai., 2016; Vail és mtsai., 2020). A In
inguinalis supf. mindig kivételre keriil az inguinalis és abdominal emldkkel egyiitt, a In.
axillarist azonban csak megnagyobbodas vagy igazolt metasztdzis esetén kell eltavolitani
(Cassali és mtsai., 2014). Amennyiben mindkét oldali eml6léc érintett, az egyik és a masik
oldali mastectomia kdzott 4-6 hétnek kell eltelnie (Németh, 2016).

A tumoreltavolitassal egyidében elvégzett ivartalanitissal kapcsolatban megoszlik a
szakemberek véleménye. Tobb szerzd is publikalta, hogy a daganat eltavolitasakor, illetve azt
(Sorenmo és mtsai., 2000), illetve csokkent az esély az 0jabb elvaltozas megjelenésére
(Kristiansen ¢és mtsai., 2013). Ellenben mas tanulmanyok szerint az ivartalanitasnak csak
részben volt befolyasa a recidivakra és a talélési idére (Kristiansen és mtsai., 2016). Jelent6s
kiilonbség csak a korai, 2. tiizelés el6tt végzett ivartalanitaskor tapasztalhatd, amely kifejezetten
csokkenti az emlddaganatok kialakuldsanak esélyét. A késdbbiekben ez a véddhatas sajnos
megszlnik (Schneider és mtsai., 1969). A késébb végzett ivartalanitds pusztan a benignus
daganatok kialakuldsdnak valdsziniiségét csokkenti (Sorenmo €s mtsai., 2019). Ugyanakkor,
amikor a kutydkat a mutét idején az Osztrogén-2 (E2) szérum értékek (magas és alacsony)
alapjan csoportositottak, az ovariohysterectomia (OHE) protektivnek bitonyult a magas E2-es

csoportba tartoz6 kutydkban. Az alacsony E2-vel rendelkezOknél nem volt hatdssal a recidivara
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¢s a tulélésre. Ugyanebben a tanulmanyban az OHE hatésat a tumortipusok alapjan is vizsgaltak
¢s a Grade II daganatokban szenvedd kutyak szignifikdnsan hosszabb recidivamentes talélést
mutattak. Az OHE nem volt hatéssal a Grade I és a Grade III malignitasi fokozati csoportok
tagjaira (Kristiansen és mtsai. 2016).

Sok paciens esetében a miitéti kezelés onmagaban nem elég. A human mellrdkos
betegekben rutinszertien hasznalt hormonalis terapia (pl. az Osztrogén-receptor antagonista
tamoxifen nevii hatéanyag) kutyakban a mellékhatasok miatt nem alkalmazhato; illetve azért
sem, mert kutydknal tobbnyire a malignus emlédaganatok nem rendelkeznek Osztogén- és
progeszteronk6td receptorokkal, ezeknek a hormonoknak a hatdsa sem kifejezetten érvényesiil,
igy a hormonatgonistak sem hasznalnak. A nemi hormonok hatasanak megsziintetéséhez
igénybe vehetdé modszer szukakban az ivartalanitas.

Szamos kiilonb6z6 kemoterapias hatdanyagot alkalmaznak az eml8daganatos kutydk
gyogykezelésére. Egyeldre még nem létezik egységes protokoll, ennek oka valdsziniileg a
kevés rendelkezésre all6 irodalom (Cassali és mtsai., 2014). Klinikai vizsgalatok alapjan az 5-
fluorouracil (Karayannopoulou és mtsai., 2001), a ciklofoszfamid (Karayannopoulou és mtsai.,
2001; Ferrari és mtsai., 2019), a carboplatin (Lavalle és mtsai., 2009), a dezmopresszin (Hermo
¢és mtsai., 2008; Hermo és mtsai., 2011) és tobb nem-szteroid gyulladascsokkentd (Lavalle és
mtsai., 2009; de M. Souza és mtsai., 2009; Arenas és mtsai., 2016; Ferrari és mtsai., 2019)
bizonyult hatékonynak. Az allatorvosi onkoldgidban igen gyakran alkalmazott doxorubicinnel
kapcsolatban ellentmondasos eredmények vannak: Simon és munkatarsai doxorubicin illetve
docetaxel alkalmazasa esetén nem taldltak kiilonbséget a talélési idoben a kizardlag miitétileg
¢s a kemoterapiasan kezelt betegek kozott (Simon és mtsai., 2006); egy mexikoi tanulmany
ellenben pozitiv eredményt ért el doxorubicin €s molekularis jod neoadjuvans adasakor
(Zambrano-Estrada és mtsai., 2018). Hasonloképpen a rokon vegyiilet mitoxantron, amely egy
2010-es vizsgalat szerint jelentdsen csokkentette az emlédaganatok méretét (Ankur és mtsai.,
2010), Tran és munkatarsai eredményei alapjan azonban nem mutatkozott kedvezébb talélés,
mint a csak sebészileg kezelt pacienseknél (Tran és mtsai., 2016). A gemcitabin nem bizonyult
hatékonynak kutyak emlétumorainak kezelésében (Marconato és mtsai., 2008). Tobb in vitro
(Du és mtsai., 2017), sejtvonalakon végzett (Duijsings és mtsai., 2004; Knottenbelt és mtsai.,
2006; Saito és mtsai., 2013; Alkan és mtsai., 2014; Lee és mtsai., 2019) és in vivo (Yamashita
¢s mtsai.,, 2001) kisérlet is tortént a kiillonboz6 gyogyszerek hatékonysaganak
tanulmanyozasara. Ezek eredményei azonban csak laboratériumi koriilmények kozott

értékelhetdek, €16 allatokon gyakran akadalyba titkdzik a felhasznalasuk — példaul a hatékony
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dozis €16 szervezetben mar toxikus lenne (Knottenbelt és mtsai., 2006; Karayannopoulou &
Lafioniatis, 2016).

Egy 0Osszefoglald irds szerint a kovetkezd kemoterdpids protokollok alkalmazasa

megfontolhato (Cassali és mtsai., 2014):

doxorubicin és ciklofoszfamid: az elsé napon doxorubicin (30 mg/m? i.v. vagy
10 Kkg-nal kisebb tomegii kutyaknak 1 mg/kg i.v.); a 3-4-5-6. napon
ciklofoszfamid (50 mg/m? p.o.); a 22. napon az el6zd 21 napos ciklus ismétlése,
Osszesen 3-6 ciklus

gemcitabin és carboplatin: az elsé napon 200 mg/m? i.v. gemcitabin 20 percen
keresztlil adva, majd ezutan 4 o6raval carboplatin (10 mg/kg i.v szintén 20 perc
alatt); a 8. napon megint gemcitabin (200 mg/m? i.v. 20 percen at); majd a 22.
napon az egész ciklus ismétlése, 6sszesen 3-6 ciklus

carboplatin: 250-300 mg/kg carboplatin i.v., 21 naponta ismételve, 6sszesen 3-6
kezelés

doxorubicin és carboplatin (kiilondsen carcinosarcomak esetén javasolt): az
elsd napon doxorubicin (30 mg/m? i.v. vagy 10 kg-nal kisebb témegii kutyaknak
1 mg/kg i.v.); a 15. napon carboplatin (250-300 mg/kg carboplatin i.v.); 2 hetente
valtakozva a két hatéanyag adasa dsszesen 3-3 kezelésig

metasztazis esetén: paclitaxel (170 mg/m? iv. vagy 5 mg/kg i.v.), 3 hetente
ismétlés, 6sszesen 3-6 kezelés

gyulladasos carcinoma esetén: a kemoterdpias kezelés elott €s utan 3 nappal
premedikacio dexametametazon és difenhidramin segitségével, hogy csokkentsiik
a mellékhatasokat; docetaxel (30 mg/m? i.v.) 3 hetente ismételve, dsszesen 3-6
kezelésig, mellette piroxicam (0,3 mg/kg p.0. naponta vagy 0,5 mg/kg/48h) vagy
firocoxib (5 mg/kg p.o. naponta)

2. Terapiarezisztencia

A human és az allatorvosi onkoldgidban is megfigyelhetd jelenség, hogy a kezelést

akadalyozza a kemoterapias szerrel szembeni rezisztencia. A gyodgyszerrezisztencia

eléfordulhat egyetlen hatdanyaggal szemben, de akar parhuzamosan tobb szerre is, ez az

ugynevezett multidrog rezisztencia (MDR) (Vail és mtsai., 2020). A rezisztencia jelen lehet

kezdettdl fogva (intrinsic rezisztencia), de létezik szerzett rezisztencia is, amikor a terapia soran

alakul ki a gydgyszerrel szembeni csokkent érzékenység. A tumorsejtek kezdetben genetikailag
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heterogének, am a kezelés sordn kiszelektdlodhatnak azok a sejtek, amelyek ellenalloak a
citosztatikummal szemben, és a relapszus soran ebbdl a populaciobol épiil fel a daganat
(Gottesman és mtsai., 2002).

A terapiarezisztencia oka lehet farmakokinetikai vagy farmakodinamias (Szakécs €s
mtsai., 2006; Bona, 2010). Farmakokinetikai rezisztencia esetén a gyogyszer nem tud eljutni a
célsejthez, illetve nem tud kell6 koncentraciot elérni ott; hatterében allhat példaul a készitmény
helytelen adagolasa, a felszivodas zavara vagy a szer rossz penetracidja a szovetbe. A
farmakodinamids rezisztenciat, vagyis hogy a citosztatikum nem fejti ki a vart hatast a célsejtre,
az okozhatja példaul, hogy az antiapoptotikus folyamatok feler6sodnek, megnovekedik a DNS
javitomikodése (pl. DNA repair) vagy szabadgyok képz6 hatéanyagok esetében a sejt
antioxidans mechanizmusai fokozodhatnak (Gottesman és mtsai., 2002; Filipits, 2004).

Gyakori jelenség tehat, hogy a hatdéanyag nem tud megfeleld koncentraciot elérni az
intracellularis térben, ami lehet csokkent felvétel, sejten beliili inaktivacid vagy csokkent
aktivalodas eredménye, de leggyakrabban valamilyen efflux pumpa okozza (Szakacs és mtsai.,
2006). Az ATP-binding casette (ABC) transzporterek a sejtek kiilonb6z6 membranjaiban
talalhatoak, és ATP-hidrolizis energidjat felhasznalva szamos anyag (ionok, peptidek, lipidek,
aminosavak, metabolitok, xenobiotikumok) transzportjat végzik. Ez a fehérjecsalad
filogenetikailag 7 alcsoportra oszthato fel, amelyeket az dbécé nagybetiiivel (A-G) jeldlnek,
koziiliik hat megtalalhaté az emlés6kben (Dean és mtsai., 2001). A legfontosabb és legtobbet
tanulmanyozott ABC transzporter a P-glikoprotein (Pgp), mas néven ABCB1 vagy MDR1
fehérje, melyet az MDR1 gén kodol (Ambudkar és mtsai., 2003). A Pgp két intracellularisan
elhelyezkedd nukleotid-kotd részbdl és két transzmembran doménbdl épiil fel (Dean és mtsai.,
2001). Miikodése soran egy ATP molekula hidrolizisébdl szarmazo energiat hasznal fel a
kipumpaland6 anyagnak a sejthartyan valo atjuttatdsdhoz, majd egy ujabb ATP bontas
intracellularis membranokban is megtalalhat6 (Lage, 2008). A P-glikoprotein felépitése és
miikodésének vazlatos bemutatdsa az 1. abran lathato.

A Pgp élettani koriilmények kozott fontos szerepet jatszik a  kiilonbozé
anyagcseretermékek és toxikus anyagok eltavolitasaban, ezaltal a sejtek védelmében (Barrand,
2001). Megtalalhato tobbek kozott a mellékvese kéregallomanyaban, a bélhamsejtekben, a
placentaban, a majban, a vesében és részt vesz a vér-agy gat felépitésében (Gottesman és mtsai.,
2002). Hibas miikodését tobb orokletes human betegség okaként kimutattak (Gottesman &
Ambudkar, 2001), de a skot juhdsz, border collie és mas fajtaji kutyak ivermektin

érzékenységének hatterében is a vér-agy gat P-glikoproteinjének elégtelensége all. Daganatok
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esetében azonban a pumpa miikodése akadalyozza a kemoterdpias kezelést, mert eltavolitja a
bejutott gyogyszermolekulakat a sejtekbdl, igy azok nem tudjak kifejteni a hatasukat (Lage,
2008). A Pgp-mechanizmus mind az intrinsic, mind pedig a szerzett rezisztenciaban szerepet
jatszik (Klopfleisch és mtsai., 2016). Szubsztratjai kozé tartozo daganatellenes szerek tobbek
kozott az antraciklinek (pl. doxorubicin), a vinca-alkaloidok (vincristin, vinblastin, vindesin), a
taxanok (pl pacitaxel), a ciszplatin és mas alkilaloszerek (Lage, 2008). A P-glikoproteinen kiviil
az ABC transzportercsalad két masik tagja, az MRP1, azaz Multidrug Resitance Protein-1 (mas
néven ABCCI), illetve az gy nevezett Breast Cancer Resistance Protein, roviden BCRP

rrrrr

(Martinez és mtsai., 2008).

Substrate

| = e

Hydrolysis

1. abra: Baloldalt a P-glikoprotein szerkezete (Structure of P-glycoprotein Reveals a Molecular Basis
for Poly-Specific Drug Binding. Aller et al., 2009). Jobboldalon a Pgp miikkodésének modellezése
(Mammalian drug efflux transporters of the ATP binding cassette (ABC) family in multidrug resistance:
A review of the past decade. Chen et al., 2016)

TMD = Transmembrane Domain NBD = Nucleotide Binding Domain

Human mellrdkos paciensek esetén mar bizonyitott az 6sszefliggés a Pgp expresszio €s a
kemoterapias kezelés sikertelensége, illetve a rosszabb prognozis kozott (Linn és mtsai., 1995).
Kutydk emlétumoraiban is megfigyelhetd a P-glikoprotein (Petterino és mtsai., 2006;
Badowska-Kozakiewicz & Malicka, 2010; Kim és mtsai., 2012), a BCRP (Nowak és mtsai.,
2009; Kumar ¢és mtsai., 2018) és az MRP fehérjék (Honscha és mtsai., 2009; Pawtowski és
mtsai., 2013) nagyaranyu jelenléte. A transzporterek expresszidja eltérd a kiilonb6z6 szovettani
tipusu daganatok esetében: legnagyobb mértékben a rosszindulatii, hameredetli tumorok
termelnek Pgp-t (Koltai és Vajdovich, 2014; Levi és mtsai., 2016), de a kdotdszovetes
elvaltozasokban is megtalalhat6 (Koltai & Vajdovich, 2014; Kumar és mtsai., 2018). A human
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betegekhez hasonloan, a Pgp expresszid6 mértéke kutydk emlddaganatai esetén is negativ
Honscha ¢és munkatarsai kimutattdk a BCRP-t kutya emlddaganatos mintak doxorubicin
rezisztenciajanak a hatterében (Honscha és mtsai., 2009), Krol és munkatarsai pedig kutyak
emlotumoraibdl szdrmazo6, vinblastinra csokkent érzékenységet mutatd sejtvonalak
megndvekedett Pgp és MRP1 termelését detektaltak (Krol és mtsai., 2010). Pawlowski és
munkatarsai tanulménya alapjan kutya emlédaganatos sejtekben a vinblastin efflux a Pgp és
MRPI1 transzportereknek volt koszonhetd, a ciklofoszfamid rezisztenciat BRCP-aktivitas
okozta, a ciszplatinra adott csokkent vélasz pedig mindharom pumpaval kapcsolatba hozhato
(Pawlowski és mtsai., 2013).

Amikor felismerték az ABC transzporterek szerepét a multidrog rezisztenciaban, szamos
kutatds vette kezdetét a hatasuk kikiiszobolésére. A pumpék specifikus gatldsa igéretes
megkozelitésnek tlint. Az elsd generdciés Pgp inhibitorok koz¢é olyan, mas indikaciora
hasznalatos szerek tartoznak, mint a kinin, a kalcium-csatorna blokkold verapamil vagy az
immunszupresszans ciklosporin-A (Klopfleisch és mtsai., 2016). A masodik generacios
készitmények, melyek 4altaldban az elsd generacidsok szerkezeti analdgjai (pl. cinkonin,
dexverapamil, valspodar) és a harmadik generdcios inhibitorok, melyek mar nem kompetitiv
gatlason alapulnak, joval szelektivebbek. Sajnos a kifejezett mellékhatasok miatt klinikai
alkalmazasuk nem valt be (Nobili és mtsai., 2012; Fiiredi, 2017). Mas innovativ megoldasok,
mint példaul Pgp elleni monoklonalis ellenanyagok, transzkripcidés modulatorok, vagy olyan
gyogyszerek kifejlesztése, amelyhez az efflux pumpa ,,nem fér hozza” (pl. liposzémaés forma)
aktiv kutatasok targyat képezik (Fiiredi és mtsai., 2017).

Az ABC transzporterek kimutatisara tobb kiilonb6z6 modszer 1€tezik. Ki lehet mutatni
magat a fehérjét immunhisztokémidval, direkt vagy indirekten jelolt monoklonalis
ellenanyagok felhasznalasaval. Megallapithato a Pgp mRNS-ének a szintje Northern blot vagy
reverz-transzkriptdz polimeraz lancreakcio (rt-PCR) segitségével. A funkcionalis tesztek a
transzporter mitkodését detektaljak azaltal, hogy a Pgp szubsztratjaként szolgaldé anyagok
(legtobbszor valamilyen festék) kipumpalasat, illetve felhalmozdodasat mérik a sejtekben. Az
ugynevezett calcein-proba (calcein assay) is a funkcionalis tesztek kozé tartozik. A modszer a
P-glikoprotein és az MRP1 transzporter aktivitdsanak mérésére alkalmas. Lényege, hogy a
calcein festék nem fluoreszkaldé formaja, a calcein-AM (calcein-acetoximetilészter) bejut a
sejtbe a plazmamembranon at, onnan pedig a Pgp és az MRP1 pumpaljdk ki. Ha azonban a
calcein-AM hosszabb ideig az intracellularis térben marad, mert a sejt nem rendelkezik

megfelelé szdmu transzporterrel, és nem jut ki a sejtbdl, az intracellularis észterazok
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hidrolizaljak, és a keletkezett hidrolizalt calcein a sejten beliil fluoreszkal. A calcein
fluoreszcens aktivitasa mérhetd, és ezzel kvantitativan megallapithato a sejtek MDR aktivitasa

(Holl6 és mtsai., 1994; Szakacs és mtsai., 1998; Karaszi és mtsai., 2001).

3. Az aramlasi citometria

Az ugy nevezett aramlési citometria (flow cytometry) mar a 20. szazad végére 1ényeges
eszkozévé valt az orvosi diagnosztikénak, legfobb felhasznalasi teriiletei az immunologia és a
hematologia (Tarrant, 2005). A vizsgalatok a sejtek fényszorasi tulajdonsagainak, illetve
fluoreszcencidjanak mérésén alapulnak. A moddszer nagy elonye, hogy a minta sejtjeit
egyesével, egymastol elkiiloniilten tudja vizsgélni, és képes azoknak parhuzamosan tobb
tulajdonsagat is mérni (Culmsee & Nolte, 2002).

Az aramlési citométer foly€ékony halmazallapotu sejtszuszpenzié mintékat igényel, ezért
vér-, csontvelo- vagy testfolyadékok mintait, illetve szilard biopszidkbol készitett
sejtszuszpenziot tud feldolgozni (Reggeti & Bienzle, 2011). A miiszer egy kis mennyiséget
felsziv a folyadékbol, és a benne 1év6 sejteket egyetlen oszlopba rendezi (Tarrant, 2005). A
sejtek egyesével elhaladnak egy gerjesztd fényforras (altalaban 1ézer) eldtt, igy azok fénytorési
tulajdonsaga, illetve esetleges fluoreszcencidja mérhetévé valik. Az igy keletkezett optikai
jeleket lencsék gyujtik Ossze, majd fotodiodak és ugy nevezett foton-sokszorozd csdvek
(Photomultiplier Tubes) fogjak fel. A sejtek fénytorési tulajdonsagadnak mérése két érzekeld
segitségével torténik: az eredeti sugariranytol valod kismértéki eltérést az ugynevezett Forward
Scatter (FSC) detektor érzékeli és a sejtek méretének meghatarozasat segiti. A lézerfény
nagyobb szdgben valo szorddasat a Side Scatter (SSC) érzékeld fogja fel és ezaltal a sejtek
belsé szerkezetér6l nyeriink informaciot (Adan és mtsai., 2017). Tovabbi érzékelok mérik a
kiilonboz6 fluoreszcens festékkel jelolt sejtek adott hullamhossza fényintenzitasat (Reggeti &
Bienzle, 2011). A keletkez6 analog fesziiltséget ezutan a gép digitalis jelekké alakitja at, igy
megtorténhet az informacio szamitogépes feldolgozasa (Adan és mtsai., 2017). Az analizis
multifaktorialis, szamos tényez6 befolyasolja az eredményeket, emiatt a paramétereket minden
egyes mérés soran egyedileg, manualisan kell igazitani (Reggeti & Bienzle, 2011). A mért
adatokat az eszkoz végiil hisztogrammokon ¢és ,,dot plot” abrakon jeleniti meg (Tarrant, 2005).
Elébbi esetében az x tengelyen a jelerdsséget abrazoljak, az y tengelyen a sejtszamot, mig a
»dot plot” képen minden egyes latott pont egy sejtnek felel meg, ahol a sejtpopulaciok jol
elkiilonitve lathatok és kivalaszthatok a kapuzasi technikaval. Az dramlasi citométer miitkodéseét

a 2. abra mutatja be vazlatosan.
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2. abra:

Az aramlasi citométer mitkodésének vazlata (Flow Cytometry Bioinformatics. O Neill et al., 201 3).

Léteznek specialis aramldsi citométerek, amelyek arra is képesek, hogy a mért
paraméterek alapjan szétvalogassak a sejteket, ez az ugy nevezett Fluorescein Activated Cell

Sorting, roviden FACS (Wilkerson, 2012).

Célkitlizés

Kutatasunk soran céljaink kozott szerepelt feltérképezni kutyak emlddaganataiban a P-
glikoprotein okozta rezisztencia eléfordulasat. Vizsgaltuk, hogy a Pgp miikddés hogyan
szamszerlsithetd a multidrog rezisztencia aktivitasi faktor (MAF) meghatarozasaval.

Célunk volt megallapitani, hogy az aramlasi citometria hasznalhat6-e rutindiagnosztikai
eszkozkeént, illetve hogy az dramlasi citométer hogyan tudja kiegésziteni az egyéb diagnosztikai
1épéseket (pl. klinikai, képalkoto, citoldgiai €s szdvettani vizsgalatok).

Kerestiik a valaszt arra a kérdésre is, hogy a kapott eredmények milyen prognosztikai

értékkel birnak, és mennyiben hasznalhatoak fel az emlddaganatos paciensek kezelése soran.
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Anyag és modszer

1. A vizsgalatban részt vevo allatok

Kutatasunk soran 35 emlddaganatos szuka kutya klinikai vizsgalatat (alapvizsgalat,
mellkasi rontgen-, hasi ultrahangos és vérvizsgalat) kovetden az emlédaganatokbol és az
egészséges emlbszovetekbol nyert mintait vizsgaltuk meg. A daganat eltavolitisara és a miitét
soran a mintavételre az Allatorvosi Hematologiai és Onkoldgiai Kozpontban, vagy az
Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatklinikajanak sziilészeti részlegén keriilt sor. A miitéteket
premedikaciot kovetéen (midazolam, propofol) inhaldcidos narkozisban (isofluran),
fajdalomesillapitas (fentanyl cseppinfiizid) mellett végeztiik.

11 ivartalanitott szuka és 24, az emldtumor diagnosztizaldsakor intakt, ivaros szuka vett
részt a kutatasunkban, utdbbiak koziil 8 kutyanal keriilt sor a daganat eltavolitdsaval egy idoben
az ivartalanitasra is. Az allatok kormegoszlasa 5-14 év kozé esett, az atlagéletkor 10,11 év
(£2,17 év) volt. Tizenharom kiilonboz6 fajta szerepelt a vizsgalt egyedek kozott, leggyakoribb
a yorkshire terrierek eldforduldsa volt, de vizsgaltunk tobb keveréket, spanielt és francia
bulldogot is. A kutatasban részt vevo kutyak fajta- életkor- és testtomeg szerinti megoszlasat a

3. tablazat szemlélteti.

mintavétel idopontja fajta életkor (év) | testtomeg (kg)

2015.06.16 keverék 9 14,2
2018.03.07 francia bulldog 8 8,4
2013.12.04 keverék 7 3,6
2013.11.20 keverék 12 8

2013.11.27 cocker spaniel 11 11,8
2014.01.22 keverék 12 NA
2014.02.19 yorkshire terrier 8 NA
2014.02.26 puli 13 23

2018.11.07 amerikai staffordshire terrier 9 30,8
2018.11.08 bolognese 11 11,5
2018.11.12 yorkshire terrier 9 4

2018.11.26 francia bulldog 7 NA
2019.01.21 yorkshire terrier 9 2,5

18



2019.01.21 keverék 9 20
2019.02.27 yorkshire terrier 9 2,4
2019.04.03 angol cocker spaniel 14 16,5
2019.04.12 golden retriver 13 31,8
2019.04.30 keverék 12 13
2019.06.17 yorkshire terrier 11 NA
2019.08.26 yorkshire terrier 10 3,8
2019.09.16 amerikai cocker spaniel 13 14
2019.10.30 bichon havanese 5 6,4
2019.11.04 cocker spaniel 12 145
2020.01.10 keverék 10 20,5
2020.05.25 ko6zép schnauzer 12 22
2020.05.26 yorkshire terrier 7 1,6
2020.06.02 tacsko 12 10,8
2020.06.09 yorkshire terrier 11 3,2
2020.06.11 bullterrier 6 19,6
2020.06.29 francia bulldog 8 15,5
2020.06.06 yorkshire terrier 12 8,6
2020.07.22 yorkshire terrier 10 3,6
2020.07.15 német juhdsz 11 31,8
2020.07.21 keverék 12 12,6
2020.07.29 spaniel 10 15,5

2. A mintavétel

A miitéti tton eltavolitott emlédaganatokbdl, illetve ép emldszovetbdl szike segitségével

feldolgozasra, akkor legfeljebb 48 oraig 4 °C-on taroltuk Oket.

3. A sejtek elokészitése és a calcein assay

A feldolgozas soran a mintdkat elészor manudlisan apré darabokra vagtuk, majd
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3. tablazat: A vizsgalt allatok fajtaja, kora és testtomege, valamint a mintavétel ideje

steril modon kb. 1x1x1 cm nagysagu biopszids mintdkat metszettiink ki. A mintakat 10 ml

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) médiumba helyeztiik, €s ha nem kertiltek azonnal

disszociaciés médiumba helyeztiik, amely 0,6 U/l diszpazzal és 200 U/l Il-es tipusa




kollagenazzal (Gibco, Life Technologies, USA) kiegészitett RPMI volt. A mintakat 30 percen
keresztiil 37 °C-os vizfiirdoben inkubaltuk, majd 40 um-es szlir6 (Falcon® 40 um Cell Strainer)
segitségével elvalasztottuk a szovettdrmeléket a kisebb méretii sejtektdl és 5 percig 300 relativ
centrifugalis erével centrifugaltuk azokat. Ezt kovetéen a képz6dott pelletet 1 ml foszfat-
pufferelt fiziologias so6oldattal (PBS, pH 7,3) reszuszpendaltuk és Sysmex 1ézeres sejtszamlalo
automata segitségével megallapitottuk a mintaban talalhat6 sejtszamot.

A calcein-jeldléshez sziikséges minimum 1x10° db sejtet 3 részre osztottuk: 100-100 pl-
t mértiink 3 db aramlasi citométer kompatibilis cs6be. A harom cs6 koziil egyben mértiik a
sejtek Pgp aktivitasat gatloszer nélkiil, egyben Pgp-gatldoszer (verapamil) hozzaadasaval, a
harmadik cs6, mely gatloszer és fluoreszcens festékanyag nélkiil tartalmazta a sejteket,
kontrollként szolgalt. A jeloléshez el0szor a gatloszeres csObe 1 ul verapamilt, a gatloszer
nélkiili csébe pedig 1 pl dimetil-szulfoxidot (DMSO) pipettaztunk. 5 perc 37 °C-os inkubéciot
kovetden mindkét csd tartalmahoz hozzdadtunk 0,5 pl calcein-AM festékanyagot (Invitrogen,
Life Technologies, USA). Tovabbi 10 perces, 37 °C-os vizfiirddben torténd inkubacid utan
mindharom csébe 1 ml jéghideg PBS oldatot mértiink, leallitva ezzel a reakciot. Kozvetleniil
az aramlasi citometrias mérés el6tt 0,8 ul 7-amino-aktinomicin D festékanyagot adtunk a
mintakhoz, amely az €16 és a holt sejtek elkiilonitésére szolgalt.

A fenti folyamatot a daganatos €s az ép emldszovetbdl szarmazo mintakon is elvégeztiik,
igy minden allat esetében 6 db aramlasi citometrids csd (3 tumor €s 3 ép) keriilt tovabbi

vizsgalatra.

4. Az aramlasi citometria

A calcein proba soran a sejtek felvették a mintdhoz adott calcein-acetoximetilészter
molekulakat, amelyeket aztan a sejthartyaban talalhato P-glikoprotein felismert és kipumpalt a
sejtbdl. Azokban a csdvekben azonban, ahol gatloszert is adtunk a mintdhoz, a verapamil
megakadalyozta a Pgp miikodését és igy fel tudott halmozddni a sejtekben a calcein-AM, amely
intracellularis észterazok hatidsara zolden fluoreszkald calceinné valtozott. A mintdk
fluoreszcens aktivitdsanak mérését aramlasi citométerrel végeztiik.

A miiszer altal 1étrehozott dot plot &bran minden esetben manualisan keriilt kivalasztasra
az az €16 sejtpopulacid, amelynek az értékeit a mérés sordn rogziteni akartuk, a fluoreszcencia
intenzitast pedig a hisztogrammokrol olvastuk le.

A vizsgélatokhoz Becton Dickinson markéju, FACScan dramlési citométert hasznaltunk.
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5. MAF érték
A verapamillal gétolt, illetve a nem gatolt sejtek aranyabol kiszamithat6 az gy nevezett
multidrog rezisztencia aktivitasi faktor (MAF), mellyel szamszeriisitheté a Pgp miikodés. A

MAF meghatarozasara az alabbi formulat hasznaltuk (Holl6 és mtsai 1994):

Fluoreszcenciaverapami— Fluoreszcenciacaicein
MAF=

Fluoreszcenciaverapamil

6. Szovettani feldolgozas

A kioperalt emlédaganatok rutin szovettani feldolgozasra keriiltek. A metszetek
hematoxilin-eozin festését kovetéen minden esetben elvégeztik az egyes altipusok
meghatarozasat az Allatorvostudoméanyi Egyetem Patologiai Tanszéke és a Matrix Kft

segitségével. A malignitasi csoportokba sorolas alapja a 2. tablazatban leirtak voltak.

7. Statisztikai elemzés

A vizsgalt betegeknél szdmos paramétert elemeztiink, pl. életkor, testtomeg, fajta, a
daganat helyezddése, mérete, fokozatba soroldsa és szdvettani vizsgalatanak eredménye, az
aramlasi citometriaval végzett mérések eredményei (calcein fluoreszcencia intenzitasa, €16 és
halott sejtek aranya, MAF-értékek), valamint figyelembe vettiik azt is, hogy a vizsgalt tumor
elsddleges vagy pedig recidiva volt-e. A vizsgalatok eredményeinek kiértékeléséhez tobbféle
statisztikai modszert vettiink igénybe.

Student-féle egymintas t-proba és ANOVA segitségével elemeztiik a daganatos és a
kontroll populacidban a kiilonb6z6 paraméterek atlagait és a szorasokat.

Mann-Whitney féle U-prébaval hasonlitottuk Ossze a daganatos és az ép szdvetbdl
szarmazd mintdkat a MAF ¢érték, a calcein-pozitivitds és az ¢él6/holt sejtek aranyanak
tekintetében.

Pearson-féle korrelacidés analizist végeztiink, hogy megallapitsuk az egyes
paramétereknek egymassal valo 0sszefliggését.

Az adatok Osszegzésére a Microsoft Excel programot hasznaltuk (Microsoft Office 2016,
verzioszam: 10364.20059). A statisztikai vizsgalatokhoz felhasznalt szoftverek: StatsDirect3
(StatsDirect Ltd, 9 Mountwood Road, Birkenhead, Merseyside CH42 8NQ, UK) és Real

Statistics Using Excel (https://www.real-statistics.com/).
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Eredmények

Az emlddaganatok szovettani vizsgélatat elvégezve 11 benignus és 19 rosszindulata
tumor fordult eld, a fennmaradé 5 esetben pedig nem volt elég nagyméretii a rendelkezésre allo
szovet ahhoz, hogy meg lehessen allapitani az elvaltozas szovettani besoroldsat. A jéindulata
formak kozott 3 benignus kevert tumor, 4 complex adenoma, egy multiplex megjelenésii
ductalis adenoma, egy intraductalis benignus vegyes tumor, valamint egy ductalis hyperplasia
fordult eld, és 1 esetben gyulladasos folyamat okozta az emlé megnagyobbodasat. A maligus
daganatok a kovetkezoek voltak: carcinoma simplex, anaplasticus carcinoma, 2 tubularis
carcinoma, intraductalis adenocarcinoma, complex carcinoma, 2 tubulopapillaris carcinoma,
gyulladasos carcinoma, 2 adenocarcinoma, lipid rich carcinoma, soliter emlémirigy carcinoma,
2 ductalis carcinoma, simplex tubularis-tubulopapillaris carcinoma, benignus vegyes
daganatbol kiindulé carcinoma és 2 malignus myoepithelioma.

Az eltavolitott daganatok mérete igen valtozatos volt, a legkisebb 0,2 cm-es, a legnagyobb
pedig 20 cm-es atmérdji volt. Szignifikansan nagyobb volt a tumor atmérdje a rosszindulati
daganatos betegek kozott (atlag 4,33+4,30 cm) mint a jéindulati csoportban (atlag 2,10+0,75
cm) (t-proba, p=0,042), valamint a regionalis nyirokcsom¢é érintettsége is szignifikansan
gyakoribb volt (p=0,011). Tavoli metasztazis 2 paciensnél fordult eld, mindkét esetben
malignus emlédaganat mellett.

7 kutyanal fordult eld, hogy a vizsgélatban vald részvételkor nem primer, hanem mar
recidivalt daganat eltavolitasara kertilt sor. ANOVA vizsgalat alapjan szignifikdnsan nagyobb
eséllyel volt a tumor rosszindulat ezeknél a betegeknél, mint az elsédleges daganatok esetében
(p<0,001).

TNM fokozatba sorolds alapjan Stage 1-t6l 5-ig fordultak eld betegek a vizsgalt
populécidban, a kiilonb6zo stadiumok gyakorisagat a 3. abra mutatja be. Student-féle t-proba
alapjan a daganat eldrehaladottsaganak mértéke szignifikdnsan magasabb volt a malignus
csoportban, mint a joindulatu elvaltozassal miitétre keriild betegeknél (malignus atlag
stage=2,64+1,37 vs. benignus atlag stage=1,25+0,43; p<0,001).

A 35 kutya koziil nyolcnal volt egynél tobb tumor az emldben, atlagosan 1,2+0,56 darab

daganat/allat volt jellemzd.
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A kiilobozo fokozatba tartozo betegek
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3. abra: A TNM besorolas szerinti fokozatok eléfordulasa a vizsgalt populacidoban

A kutatas ideje alatt 5 betegnél fordult el6, hogy az emlddaganat recidivalt, a legrovidebb
relapszus mentes tulélési id6 (Relapse Free Period, RFP) 2 honap volt, a leghosszabb RFP
esetén 2 évvel az elsé tumor eltdvolitasa utdn jelent meg az Gjabb elvaltozés.

Egy kutya pusztult el az emlddaganat kdvetkeztében, ebben az esetben a teljes talélési
1d6 (Overall Survival Time, OST) 5 honap volt a miitét utan.

A tumorszovetben és az azonos allatokbdl szarmazo kontroll, ép emlémintakban szamos
paraméterben jelentds kiilonsbéget tapasztaltunk. Az aramlasi citometriaval végzett vizsgalatok

soran kapott eredményeinket a 4. tablazat foglalja 6ssze és a 4. abra szemlélteti.

Aramlési citométer
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4. abra: Az aramlasi citometriaval vizsgalt paraméterek a tumor és az azonos allatbol szarmazd ép

emldszovetek kozott. Az adott vizsgalt paramétereket egymas mellé rendeztiik.
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_ _ El§ Holt
MAF | Calcein+ | Calcein - . .
sejtek sejtek

Atlag 0,12 79,31 20,69 | 6572,93 | 154,86

Tumor + Sz0Or4s 0,17 16,50 16,50 | 5463,50 | 245,25
Median 0,04 81,45 18,55 46,98 96

Atlag 0,02 87,57 12,43 4317,25 | 44,60

Kontroll + Szbras 0,04 14,64 14,64 | 3313,05 | 54,47
Median 0 94,545 5,455 28,35 24,5

Student-féle t-proba
0,161 0,078 0,078 0,186 0,003

(egymintas)
ANOVA (one-way) | 0,011 0,084 0,084 0,113 0,059

Mann-Whitney teszt |0,0022| 0,0381 0,0381 0,0487 | 0,0034

p-érték

4. tablazat: A fluoreszcencia alapti mérések és azok statisztikai vizsgdlatdnak eredményei a tumor és

az azonos allatbol szarmazoé €p emldszovetek kdzott.

A calcein probaval kapott értékeket ANOV A vizsgalattal (one-way ANOVA) kielemezve
azt talaltuk, hogy az emlétumorokbol szarmazo mintak MAF értékeinek atlaga szignifikdnsan
magasabb volt, mint ugyanazon allatok ép eml6szovetéé, vagyis a kontroll mintaké (emlétumor
MAF atlag = 0,12+0,17; kontroll MAF atlag = 0,02+0,04; p=0,011). Az emlddaganatos MAF
értékek szignifikdnsan nagyobbnak bizonyultak Mann-Whitney-féle U-probaval is (p=0,0022).

Az 5. abran jol megfigyelhetd, hogy a kék szinnel jelolt daganatos MAF értékek joval

magasabbak a narancssarga egészséges emld MAF értékekhez képest.
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MAF értékek daganatos ¢é
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5. abra: A daganatos és az ép emldszovetbdl szarmazo mintak MAF értékei

Az emlétumorbdl szarmazd sejtek kozott nagyobb volt a calcein negativ (Pgp-vel

rendelkezd) sejtek aranya (tumor calcein negativ atlag 20,69+16,50%; median: 18,5%) mint a

kontroll mintdkban (kontroll calcein negativ atlag 12,43+14,65%; median: 28,35%). A

daganatos mintdkban kisebb aranyban fordultak eld a calceint tartalmazo sejtek (tumor calcein

pozitiv atlag 79,31+16,50%; median: 81,5%) az ép

szovet sejtjeivel 0sszehasonlitva (kontroll

calcein pozitiv atlag 87,57+14,64%; median: 95,5%). A daganatos és az egészséges szovet

calcein-pozitivitasanak kiilonbsége Mann-Whitney-féle U-teszttel vizsgalva szignifikansnak

bizonyult (p=0,0381). A calcein pozitiv és calcein

szovetbdl szarmazd mintdkban a 6. dbra mutatja be.

negativ sejtek aranyat a tumorbol az ép

A calcein+ és calcein- sejtek aranya a daganatos mintakban

m caleein podtiv

calesin negativ

A calcem+ és calcein- sejtek aranya a kontroll mintakban

12.43%

m calcein pozitiv

calcein negativ

mintakban
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6. abra: A calcein pozitiv és calcein negativ sejtek aranya az emlédaganatos, illetve az ép szovetbdl szarmazo




Pearson-féle korrelacios analizissel megallapitottuk, hogy szingifikans dsszefliggés van a
calcein negativ tumorsejtek és a MAF-értékek kozott (p= 0,0033, R= 0,53). Tovabba az ¢16
tumorsejtek aranya és a MAF-érték kozott is szignifikans korrelaciot mértiink (p= 0,005, R=
0,52). Egyazon allatbol szarmazo mintakban a kontroll emlészovet és a tumor €16 sejtjei is
aranyban voltak egymassal (p= 0,037, R= 0,46), ezzel szemben a halott sejtek szamaban nem
mutatkozott szignifikans 6sszefliggés (R=0,172). A fenti eredményeket az 5. tablazat foglalja

0ssze.

osszefiiggések p-érték R-érték
Tumor calcein- : Tumor MAF 0,0033 0,53
Tumor ¢16 sejtek : Tumor MAF 0,005 0,52
Kontroll é16 sejetek: Tumor €16 sejtek 0,037 0,46

5. tablazat: Szignifikans korrelaciok az aramlési citométeres vizsgalatok kiilonboz6 paraméterei kozott

Az ¢életkor a malignus tumorral rendelkezéknél, mind a benignus tumorral miitott kutyak
esetében csaknem szignifikdnsan nagyobb a Student-féle, kétmitds, nem egyenld varianciaju
elemeket feltételezo t-probaval (6. tablazat).

A daganat mérete szignifikdnsan nagyobb t-prébaval a malignus tumorral
rendelkez6knél, mint a joindulata elvaltozasok esetén (6. tablazat).

A nyirokcsomo érintettség szignifikansan nagyobb t-probaval a rosszindulati daganatos
betegeknél, mint a benignus tumorral miitott kutyak daganatai esetében (6. tablazat).

A daganat elérehaladottsaganak mértéke szignifikansan nagyobb t-probaval a daganatos
pacienseknél, mint a benignus tumorral miitott kutydk mintai esetében. Itt a 4., és az 5. stadium
nem a tumor méretétdl fiigg, hanem a nyirokcsomo érintettségtdl €s a tavoli metasztazistol.
Mindkét probaval szignifikans kiilonbség adodott (6. tablazat).

Azok a betegek, amelyek mar eleve recidivaltak, szignifikansan nagyobb eséllyel lettek
malignus daganattal miitve, amely az ANOVA vizsgalattal mutatott szignifikans kiilonbséget
(6. tablazat).

A vizsgalat soran az é16 sejtek aranya csaknem szignifikdnsan nagyobb volt az ANOVA-
val a malignus tumorral rendelkez6knél, mint a benignus tumorral miit6tt kutyak daganatai

esetében (6. tablazat).
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Nyirok-
Daganat | csomo ElS
Eletkor mérete | érintett- MAF, Recidivalt | sejtek,
(év) (cm) ség |Stadium| tumor eredetileg | tumor
) Atlag 10,77 4,33 0,27 2,64 0,16 0,14 7362
Malignus
+ Szoras 1,76 4,30 0,45 1,37 0,19 0,34 6157
) Atlag 8,75 2,10 0,00 1,25 0,04 0,13 5656
Benignus
+ Szo6ras 2,44 0,75 0,00 0,43 0,05 0,33 4348
Student-
féle t-
p-érték
proba 0,071 0,042 0,011 | <0,001 0,013 0,939 0,474
ANOVA 0,293 0,564 0,080 0,031 0,008 < 0,001 0,057
6. tablazat: A rosszindulatit ¢és a joindulati emlddaganatok kozotti klinikai és

aramlascitometriai vizsgalatokkal nyert eredményei.

A malignus és a benignus emlédaganatos betegek stadiumai és a MAF-értékek kozott

szignifikans Osszefiiggés jelentkezik (r=0,399; P=0,0144). Ugyanakkor, ha csak a malignus

tumorral rendelkezéket vizsgaljuk, akkor a szignifikancia elvész (r= 0,332; p=0,0654).

Kétpontos ANOVA-val a kiilonbdz6 csoportok kozott szignifikans eltérés nem mutatkozott. A

stadiumok €s a MAF értékek 0sszefiiggései a 7. dbran és a 7. tablazatban lathatoak.

Stage | Stage 11 Stage Il1 Stage IV Stage V
n=7 n=3 n=5 n=5 n=2
Atlag 0,097 0,177 0,162 0,200 0,300
Szoras +0,165 +0,264 +0,155 +0,267 +0,226

7. tablazat: A rosszindulata és a jéindulatu emlddaganatok MAF-értékei kiilonb6zo stadiumokban
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Kiilonb6z6 stadiumban 1évé malignus emlédaganatos kutyabetegek MAF-értékei
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7.abra: A rosszindulatl és a jéindulati emlédaganatok MAF-értékei kiilonb6zo stadiumokban

A rosszindulati emlédaganatok szOvettani malignitasi csoportokba (grade) sorolasa
alapjan megvizsgaltuk a MAF-értékek valtozasat (8. tablazat, 8. abra). Szignifikans eltérés a

grade I és a grade I1I-as csoportokban jelentkezett (p = 0,0126).

Grade | Garde 11 Grade 11l
n=7 n=8 n=6
Atlag 0,06 0,12 0,32
Szoras +0,06 +0,17 +0,19

8. tablazat: A rosszindulatt és a joindulati emlédaganatok MAF-értékei kiilonb6z6 szovettani grade-ekben
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Eml6daganatos kutyak szovettani grade-ekbe sorolt mintainak MAF-értékei
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8. abra: Malignus emlddaganatos kutyak MAF-értékei kiilonboz6 szovettani grade-ekben
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Kovetkeztetések

Szakirodalmi ismereteink szerint jelen vizsgalatunk soran elsdként hasznaltuk az dramlasi
citometriat kutya emlédaganatok esetében multidrog rezisztencia vizsgalatokra.

Mas tanulmanyok eredményeihez hasonldan az eltavolitott emlétumor sejtjeiben fokozott
Pgp expressziot figyeltiink meg az egészséges szovethez képest (Petterino és mtsai., 2006;
Badowska-Kozakiewicz & Malicka, 2010; Kim ¢és mtsai., 2012). Az emlitett tanulmanyokban
a Pgp vizsgalata immunhisztokémiai modszerrel tortént.

A P-glikoprotein aramlasi citométerrel meghatarozott aktivitasbol szdrmaztatott MAF
értek szignifikansan magasabb volt a daganatokbdl szdrmazod sejteknél, mint a kontroll ép
szovet esetében. A tumorsejtek Pgp aktivitasat jol mutatta az is, hogy a calcein fluoreszcencia
intenzitasa alacsonyabb volt, mert a sejthartyaban talalhatdo pumpa felismerte és eliminalta a
festékanyagot.

Eredményeink alapjdn az 4ramléasi citometriai mérés alkalmas a Pgp funkcio
meghatarozasara és a vizsgalat részét képezheti a rutindiagnosztikai eljarasnak. Az eszkoz
elénye, hogy gyors analizist tesz lehetévé €s az immunhisztokémiaval szemben ¢l6 sejtek
vizsgalatara is alkalmas.

Az altalunk vizsgalt betegek kozott a szakirodalmi adatokhoz hasonldan
feliilreprezentaltan szerepeltek a kistestli fajtak, pl. yorkshire terrierek, spanielek, kistestii
keverék kutyak (Salas és mtsai., 2015).

A daganatok tipusat elemezve a malignus elvaltozasok esetében szignifikansan magasabb
volt a betegek atlagéletkora (11 év), mint a joindulata formaknal (atlagéletkor 9 év). A
szakirodalommal Osszecseng, hogy a vizsgalt egyedek kozott nem fordult el 5 évesnél
fiatalabb kutya (Vail és mtsai., 2020). A rosszindulata tumorok aggresszivabbnak bizonyultak
a méret, a nyirokcsomo érintettség és a metasztazis képzés terén is. A recidivalt daganatok
nagyobb eséllyel voltak malignusak; és a legmagasabb MAF értékeket is rosszindulata
elvaltozasok (carcinomak) esetén mértiik. Erdekes megfigyelésiink, hogy a malignus tumorok
esetében altalaban magasabb volt a mintaban az €16 sejtek aranya, és a tobb é16 sejt nagyobb
MAF ¢értékkel jart egylitt. Ez arra utalhat, hogy a talélési képessége a daganatos sejteknek
nagyobb lehet még az in vitro elokészitések soran is.

Tovéabba az a megfigyelésiink, hogy a recidiva rosszindulat tumorokat képezhet. Ezt

alatamasztja, hogy a malignus tumorok k6zott tobb volt olyan, amelyek mar eleve recidivaltak.
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Az ¢16/holt sejtek aranyat tekintve korrelacio volt megfigyelhet6 a daganatos €s a kontroll

mintak kdzott, ami valoszintlileg a mintavétel €s a feldolgozas kozott eltelt idovel magyarazhato.
Ebbdl kovetkezden fontos, hogy a minta minél révidebb varakozasi idét kovetden keriiljon
feldolgozasra.
a MAF érték emlddaganatok esetében jatszott prognosztikai szerepének megallapitasahoz
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Mas daganattipusok koziil kutydk lymphomai esetén 0,2-es
MAF érték felett szignifikansan révidebb volt a talélési id6 (Karai, 2016); mastocytomaknal
pedig az volt megfigyelhetd, hogy a MAF értékek 0,3 cut off esetén szignifikans dsszefliggést
mutattak a daganatok grade és substage besorolasaval (Korik, 2019). A moddszer human
klinikumban torténd alkalmazasa soran, kezelésre mar nem reagald akut myeloid leukémias
betegeknél ez az érték kortilbeliil 0,25-0,32 volt (Karaszi és mtsai., 2001).

A kiilonb6z6 stadiumokba sorolt betegek nem mutattak szignifikins Gsszefiiggéseket a
MAF-értékekben, kivéve, ha ebbe a jéindulati tumorokkal rendekezé betegeket is bevettiik. A
8. dbran azonban latszik, hogy az V. stadium esetén a MAF-értékek nagyobbak (bar csak két
ilyen esetiink volt). Ez a tumorok heterogenitasara utal a kiilonb6z6 stadiumokban is.

Ugyanakkor érdekes 0Osszefliggés, hogy a szdvetti malignitdsi besorolds alapjan
kiilonbség latszik az I-es és a Ill-as grade besorolas kozott, amely arra utal, hogy a fokozott
malignitds fokozott rezisztencia kialakulasdval jar. Ez Osszhangban van mas kutatok

vizsgalataival, akik ezt a Pgp-immunhisztokémiai vizsgalataval is igazoltak (Levi és mtsai.,
2016).
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Osszefoglald

Az emlétumorok a kutyak leggyakoribb daganatai kozé tartoznak. Legtobb esetben az
elsddlegesen valasztando terdpia a miitéti eltavolitds, de gyakran van sziikség kiegészitd
kemoterapids kezelésre is. A gyogyszeres kezelés hatékonysdgat azonban sok esetben
befolyasolja a hatoanyagokkal szembeni multidrog rezisztencia (MDR). A rezisztencia
mechanizmus hatterében sokszor az ugy nevezett ATP-binding casette (ABC) transzporterek
allnak, koziiliik is leggyakoribb a P-glikoprotein (Pgp) jelenléte. A transzporter detektalasara
szolgald funkciondlis tesztek segitségével meghatarozhatd a pumpa aktivitdsa kiilonb6zo
daganatos sejtek membranjaban.

Kutatadsunk soran célunk volt, hogy megallapitsuk, hogy a Pgp funkcié aramlési
citometridval  tortén® vizsgdlata mennyire alkalmas az emlddaganatos mintak
terapiarezisztenciajanak meghatarozasara, illetve, hogy a kapott eredmények felhasznalhatok-
e a betegség prognosztikajaban.

35 kutya egészséges emldszovetébdl €s emlddaganatos mintdjabol szarmazo sejtek Pgp
aktivitasat mértilk, melyhez az gy nevezett calcein-probat hasznaltuk. A modszer egy
festékanyag (Calcein-AM) segitségével teszi mérhetévé az aramldsi citométer szamdra a
fluoreszcencia intenzitdst. A calcein pozitiv és calcein negativ sejtek ardnyabol kiszamoltuk az
ugy nevezett multidrogrezisztencia aktivitasi faktort (MAF). A MAF értékeket és egyéb
paramétereket (életkor, testtomeg stb.) 0sszehasonlitottuk a két csoportnal.

A MAF értek szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a daganatos sejtekben, mint a
kontroll esetében (p=0,0022). Jellemzden nagyobb volt a calcein pozitiv (efflux pumpéaval nem
rendelkezd) sejtek ardnya (median 94,5%) az egészséges szdvetben, mint a tumor sejtekben
(medidn 81,5%), illetve a kontroll mintdkban joval alacsonyabb volt a calcein negativ (efflux
pumpaval rendelkezd) sejtek szama a daganatos mintdkkal 6sszehasonlitva (median 5,5% vs.
18,6%) (p=0,0381). A benignus ¢s malignus daganatcsoportok vizsgalatabol kideriilt, hogy az
elébbi esetében szignifikansan alacsonyabb volt a betegek atlagéletkora (9 év, p=0,0397),
kisebb volt a daganat mérete (1,75 cm, p=0,0261) és alacsonyabb volt a stadium besorolas (atlag
1, p=0,0008), szemben a malignus betegeknél mért adatokkal (atlagéletkor 11 év, daganat
mérete 2,9 cm, stadium 3).

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a fluoreszcencia alapu vizsgélattal szignifikans

kiilonbségeket talaltunk az egészséges emldszovet sejtjei és a daganatos sejtek értékei kozott.
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A MAF ¢értek az ép emldszovetben volt alacsonyabb, szemben a tumorsejtekkel. Azonban a

MAF prognosztikai faktorként valo alkalmazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Summary

Mammary gland tumors are one of the most common malignancies in dogs. First line
treatment is usually surgical excision; however, chemotherapy might be also needed. The
efficacy of chemotherapeutic agents is often influenced by the emergence of multidrug
resistance (MDR) commonly caused by P-glycoprotein (Pgp), a member of the ATP-binding
cassette transporter family. The detection of the pump activities in the cellular membranes can
be measured by functional tests.

The aim of our study was to determine whether flow cytometry can be used for screening
chemotherapy resistance in canine mammary gland tumors, and the results can have prognostic
value or not.

Pgp activity was investigated in samples of 35 dogs with mammary tumors by calcein
assay. This method uses a fluorescent dye (Calcein-AM) to measure Pgp activity by flow
cytometer. Multidrug resistance activity factor (MAF) was derived from the difference of
calcein-positive and calcein-negative cells. Control samples originating from the intact
mammary tissue of the same animal were compared with the tumor lesions. Other
characteristics (e.g. age, body weight, etc) were also considered in the two groups.

MAF value was found to be significantly higher in mammary tumor cells in comparison
with control samples (p=0,0022). The proportion of calcein-positive cells (without efflux
pump) was typically higher (median 94,5%) in healthy tissue than in tumor cells (median
81,5%), and the percentage of calcein-negative cells (with efflux pumps) was much lower in
control samples compared to tumor samples (median 5,5% vs. 18,6%, p = 0,0381). Studying
benign and malignant groups according to the tumor, significantly lower average age (9 years,
p = 0,0397), smaller tumor size (1,75 cm, p=0,0261) and lower stage (mean 1, p = 0,0008) was
found in the first group in contrast to data of patients with malignancies (mean age 11 years,
tumor size 2,9 cm, stage 3).

Based on our results significant differences were found between the healthy control
samples and the tumour samples using the fluorescence-based technique. Regarding MAF as a

prognostic factor, however, further investigation is needed.
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HuVetA

ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZO! JOGI NYILATKOZAT*

Név: Mészaros Anna
Elérhet6ség (e-mail cim): m.panni1l995@gmail.com

A feltéltend6 mi cime: Kutyak eml6daganatainak kemoterdapia rezisztencia vizsgalata
aramldsi citométerrel

A mii megjelenési adatai: 2020

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerz6, illetve a szerz8i jogok tulajdonosa nem kizardlagos
jogot biztosit a HuVetA szamdra, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa nélkil, a
megbrzés és a hozzaférhetGség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamdra
hozzaférhet8) mésolatot taroljon az On &ltal dtadott dokumentumbdl kizarélag biztonsagi,

11111

Kijelenti, hogy az datadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerz6i jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzGi jog tulajdonosatdél arra, hogy engedélyezhesse a
jelen megallapoddsban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész
mellett egyértelm(en fel van tlintetve az eredeti szerzé neve a mlvon beliil.

A szerzGi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt mdvek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
a vilaghalon,
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az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltdltott
dokumentum(ok) elérését,

a Kényvtarban taldlhato, dedikalt elérést biztositd szamitdgépre korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),

Kérjik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatral is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasasat a
konyvtdrban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan m( képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tdmogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megdllapodassal a
mlre vonatkozdan.

A HuVetA lizemeltetGi a szerzg, illetve a jogokat gyakorlé személyek és szervezetek irdnydban
nem vallalnak semmilyen felelG6sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhaszndld a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2020 . év 11. hé 20. nap

alairas

szerzG/a szerzGi jog tulajdonosa
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A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum - Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjira Ferenc Kényvtdr, Levéltdr és Muzeum dltal miikédtetett
egyetemi és szakterlileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban 6sszegydijtse, rendszerezze,
megdrizze, kereshetévé és hozzdférhetbvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerli informatikai lehetéségek felhaszndldsdval biztositja a kénnyd, (internetes
kereségépekkel is miik6dd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes széveg azonnali
elérését. Célja ezek révén

a magyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkézi ismertségének névelése;
a magyar dllatorvosok publikdcidira térténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak névelése;

az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikéd6 partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomadny tekintélyének és versenyképességének névelése;

a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikidés elésegitése,

a nyilt hozzdférés tadmogatdsa.
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Diplomamunka biralati lap

ALLATORVOSTUDOMANYI EGYETEM
DIPLOMAMUNKA BIRALATI LAP

Neév:

A diplomamunka cime:

A beadas idépontja:

Témavezetd tanszék (intézet, osztaly):
Témavezetd(k):

Az irasbeli biral6 neve, beosztasa:

Irasbeli biralat

1.) Formai, terjedelmi, stilaris szempontok

2.) Szakmai biralat

3.) Egyéb észrevételek

Javasolt kérdések a jelolt szdmara

Az irasbeli biralat érdemjegye:
A szakmai biral6 bizottsag altal adott érdemjegy:

Végso érdemjegy:
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Megjegyzés:

Budapest,

az irasbeli biralo alairasa

a Biralo6 Bizottsag elndke
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