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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitlizései

1.1. A lymphoma és mastocytoma klinikuma, valamint a
terapiarezisztencia jelentésége

Kutyak klinikailag legjelentésebb tumorai kdzé tartoznak

a lymphomas és mastocytomas megbetegedések.

A lymphoma hemopoetikus eredetl daganat, mely
alkotéi malignizalddott lymphoid sejtek. A betegség
kllénbdz6 anatémiai régidkban manifesztalodhat;, ezek
kézott leggyakrabban nyirokcsomoékban, gyomor-bél
rendszerben, mellkas nyirokszerveiben, bérben
detektalhatd. Ezek kozott is kiemelkedd jelentbsegl az
elsésorban periférias nyirokcsomok megduzzadasaval
kezd6dé multicentrikus forma, mely a pacinesek mintegy
80%-ra jellemzb. A progresszid kovetkeztében a
magasabb stadiumokban (IV. és V. stadium) érintetté
valnak egyeéb szervek, ugymint a lép, maj, késdbbiekben
a csontveld és periférias vér is. A prognézis
ismeretéhez, a terapias tervezéshez elengedhetetlen az
immunfenotipus ismerete. A B-sejtes és T-sejtes
fenotipus  elkllonitése  elsGsorban nyirokcsomé
szdvetbdl zajlik. A betegség kezelése multimodalis
kemoterapias protokollokkal torténik. Leggyakrabban az
un. CHOP protokollt alkalmazzuk, mely ciklofoszfamid

(C), doxorubicin (H; hidroxidaunorubicin), vinkrisztin (O;
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Oncovin) és prednizolon (P) gyogyszerek
kombinacidjabaol all. A protokoll 19 hetében a betegség
stadiumat (nyirokcsomok, lép és maj allapota) és a
pacinens immunrendszerének allapotat (vérkép, maj- és
vesefunkcid) minden héten, a citosztatikum beadasat
megel6zb6en ellendrizzik. A kemoterapias szerek okozta
mellékhatasokat detektalijuk az Allatorvosi Onkoldgiai
Egylttm(kddési  Csoport  (Veterinary  Cooperative
Oncology Group; VCOG) ajanlasai alapjan. A CHOP
protokollon tul, féként recidivalt esetekre mas terapiak is
rendelkezésre allnak, példaul az L-aszparaginazzal
kiegészitett CHOP protokoll (L-CHOP), LOPP protokoll
(L, lomusztin; O, Oncovin/vinkrisztin; P, prokarbazin; P,
prednizolon), vagy lomusztin és L-asparaginaz
kombinacidja. A kemoterapias kezelések mellett a
varhatd tulélés jellemzéen 10-12 hénap. A kezelés
sikertelenségét szinte minden esetben a
terapiarezisztencia  okozza, igy a lymphoma
progresszibja a beteg elhullasashoz vezet.

A mastocytoma malignizalédott hizosejtek altal
alkotott szévetszaporulat, mely lymphomaval ellentétben
leggyakrabban a bérben szolid tumorokat képez. A
béron  kivil nyalkahartya, visceralis és csontveldi

manifesztacioja ismert. A progresszidé folyaman a cutan
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forma magasabb stadiumaiban regionalis (nyirokcsomd)
metasztazis (lll, IV, V. stadium) vagy tavoli metasztazis
(V. stadium) detektalhato. A diagnoézist és stadiumba
sorolast kovetéen amennyiben lehetséges, elsGsorban
matéti eltavolitas javasolt. Indokolt esetben, a szbvettani
malignitastdl (grade) és késb6bbi metasztazisoktodl
fuggéen alkalmazunk kemoterapias készitményeket. A
mastocytoma szisztémas gydgyszeres kezelése a tirozin
kinaz inhibitor masitinib és toceranib, valamint vinblastin,
illetbleg  lomusztin  készitményekkel  torténik. A
lymphomakhoz hasonléan mastocytomak esetében is a
kemoterapias kezelés sikertelenségét a
terapiarezisztencianak tulajdonithatjuk.

A kemoterapias kezelések alatt tapasztalt multidrog
rezisztencia soran a gyogyszervaltassal sem tudunk
megfeleld terapias valaszt elérni. A rezisztencia oka
szamtalan farmakodinamikai és  farmakokinetikai
tényez6 egyuttes hatasa, melyek kozdal igen nagy
jelentéséggel birnak az ABC szupercsaladba tartozo
transzporter funkciokeért felels fehérjék. Ezek kozott is
kiemelked§ jelentésége van a P-glikoproteinnek (P-gp).
A P-gp transzmembran fehérje szamtalan xenobiotikum
exportjaért felel6s, koztik szerepel tébb, a targyalt

tumorok kezelésésben is alkalmazott gydgyszer;
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vinkrisztin, vinblasztin, doxorubicin, prednizolon. A P-gp
sejtfelszini kifejez6dése és aktivacioja részben intrinsic,
részben azonban kornyezeti hatasokra (pl. hipoxia,
gyulladas, karciogének, cytotoxikus vegyulletek)
fokozodik, nagyban hozzdjarulva a tumorbetegek
gyégyszeres terapidjanak kudarcahoz, és a tulélési idék

roviduléséhez.



1.2. Célkitizések

1)

2)

3)

4)

Definitiv tumorterapia elétt all6 betegek mintaiban
a P-gp expresszidjanak és  aktivitasanak
meghatarozasa. Konkrétan azt szerettik volna
vizsgalni, hogy a két modszerrel igazolhaté e a
fokozott P-gp kifejez8dés, valamint a protein
aktivabb mikddése.

Két vizsgalati modszer (immunhisztokéma és
aramlasos citometria) 6sszehasonlitasa

Tulélési idbk vizsgalata

-Teljes tulélési id6 (overall survival time=0ST)
-Recidiva mentes tulélési id6 (relapse free
period=RFP)

P-gp expresszi6 és aktivitas eredményei alapjan
megjosolhatd e elére a beteg tulélési ideje. Azt
szerettik volna megtudni, hogy a fokozott P-gp
expresszié és aktivitas roviditi e a recidivaig, vagy

az elhullasig eltelt varhato id6t.



2. Vizsgalati anyagok és moédszerek
2.1. Vizsgalati anyagok

A vizsgalatban szereplé 95 lymphomas kutyabdl 79
B-sejtes, 16 T-sejtes volt immunfenotipus szerint. A
legtdbb kutya (76) CHOP protokollban részesilt. Ezen
kivll -jellemzéen recidivat kovetéen- 13 beteg L-CHOP
protokollt, és 6 beteg lomusztin kezelést kapott. A B-
sejtes csoportban 26 beteg recidivat kévetéen is kapott
kemoterapiat. A mellékhatasok megjelenése tébb
esetben dozisredukciot, vagy a kezelés kényszer(
elhalasztasat vonta maga utan. A halal oka nem minden
esetben volt a lymphoma, az OST adatokat ezért
befolyasoltak egyéb megbetegedések, és a tulajdonosok
id6 el6tti dontése az eutanaziat illetéen. A T-sejtes
lymphomas betegekbdl 5 beteg kapott recidiva utan is
kezelést. A halal oka ebben a csoportban minden
esetben a lymphoma volt.
A 31 mastocytomas beteg daganata minden esetben
matétileg eltavolitasra kerult. Mitétet kdvetéen 16 beteg
részesult kemoterapias utokezelésben, melyek kdzott 10
beteg masitinibet, 11 beteg vinblasztint, 2 beteg
lomusztint  kapott.  Sulyos  mellékhatas  esetén

dozisredukciot  alkalmaztunk, vagy elhagytuk a



gyogyszeres kezelést. A halal oka nem minden esetben
volt a mastocytomahoz kthetd.
2.2. Alkalmazott médszerek

A P-gp expressziot immunhisztokémai vizsgalattal
jeloltuk, C494  klbn  monoklonalis  ellenanyag
felhasznalasaval a daganatos nyirokcsomo, valamint
mastocytoma mintakon. A primer antitest kotédését
barna kromogénnel kapcsolt szekunder ellenanyaggal
tettik lathatéva. A festdédés értékelése manualisan,
fénymikroszkop segitségével tortént. A kifejez6dés
mértékén (%) tul feljegyezttk a fest6dés helyét
(membran vagy citoplazma dominans) és intenzitasat is.

A P-gp aktivitast calcein teszt segitségével
hataroztuk meg. A calcein-acetoxilmetilészter az él6
sejtbe diffuzan belépve észterazok altal aktiv calcein
molekulava alakul, amely fluoreszcenciaja aramlasi
citométerrel mérhetd. A sejtfelszini aktiv P-gp molekulak
ezt a calceint exportaljak, igy a fluoreszcencia csdkken.
Azonban P-gp gatlé verapamil hozzaadasaval ezen
transzporterek gatlédnak, a calcein erds jele ismét
detektalhatova valik. A két fluoreszcencia intenzitas
medianértékének kilénbségébdl kaphaté érték a
multidrogrezisztencia aktivitasi faktor (MAF):

(IFverapamiI - II:calcein)/ II:verapamil
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3. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

A nemzetkdzi szakirodalom alapjan a P-gp
expressziét, valamint aktivitdst egyidejileg sosem
vizsgaltak ekkora betegpopulacion kutyak kereksejtes
tumoraiban.
A P-gp festbdés intenzitasa szignifikansan fokozottabb
volt a proteint magasabb szazalékban expresszald
lymphoma és mastocytoma mintdk esetén is. A
fokozottabb kifejez6dés nagyobb szamu receptort
jelenthet, amelyek altal okozott jelintenzitas is aranyosan
novekedik. A lymphomas populacioban a T-sejtes
betegek szbvetein volt magasabb az expresszid
mértéke, valamint ebben a csoportban sokkal
gyakrabban volt észlelheté dominansan citoplazma P-gp
festédés. Az intracellularis P-gp kifejez6dés arra utal,
hogy a magasabb malignitasu sejtek képesek lehetnek a
citoplazma organellumaiban elklloniteni a citotoxikus
vegyuleteket azok membranjaban kifejez6d6 proteinek
segitségével.

A P-gp expresszio és MAF mindkét vizsgalt
tumortipus esetén szignifikdnsan, pozitivan korrelalt
egymassal. Tehat a calcein teszttel detektalt aktivitas

emelkedése megbizhatéan mutatia a kifejez6dott
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receptorok mikodését. Az alkalmazott két vizsgalati
modszer j6l dsszehasonlithaté egymassal.

A mastocytomas paciensek esetén megallapitott
rosszindulatusagi fok (grade) szintén szoros kapcsolatot,
pozitiv korrelaciot mutatott mind a P-gp expresszio, mind
a MAF értékekkel. Tehat minél inkabb malingus a
mastocytoma, annal fokozottabb terapiarezisztenciat
varhatunk a kés6bbi kemoterapias kezelésekre
vonatkozédan.

A hipotézisiink alapjan a magasabb P-gp expresszio
és fokozottabb mikodés kifejezettebb
terapiarezisztencia képességgel is jar, mivel a nagyobb
szamu transzmembran fehérje t0bb citosztatikum
transzportjara képes az extracellularis térbe. Ezt a
felvetést kivantuk igazolni, és a tulélési iddkkel
végeztunk Osszehasonlitasokat. A vizsgalatokat az un.
cut off értékek meghatarozasaval kezdtik. Azt vartuk,
hogy a magasabb expressziéval és magasabb MAF
értékkel rendelkezé tumoros betegek rovidebb OST és
RFP median idéket mutatnak. A hipotézisnek a T-sejtes
lymphomas betegek feleltek meg leginkabb.

A hypotézis igazolasdhoz kéthetd statisztikai vizsgalatok

fébb eredményei a kovetkezbéek: A cut off 8 % P-gp
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expresszio felett az OST 158 nap volt, mig ezalatt 177
napig éltek a betegek. A P-gp aktivitas esetében a cut off
0,19 MAF feletti paciensek 158 napig éltek, mig az alatta
lévé csoport OST 181 nap volt. Az elébbiekhez
hasonléan az RFP a 8% feletti csoportban révidebb volt
(56 nap), a cut off alatti betegekhez képest (93 nap). A
0,19 feletti MAF populacié RFP 47 nap volt, mig 0,19
alatti betegek 140 napig nem recidivaltak. Azonban a
teljes lymphomas beteganyagot és B-sejtes populaciot
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a P-gp expresszié
és MAF eltér6 eredményeket adtak az OST és RFP
adatok Osszehasonlitasakor. Az 0Osszes lymphomas
adatait figyelembe véve negativ korrelacié tapasztalhato,
vagyis 6,4%-os cut off felett a OST 351 nap volt, mig
alatta 398 napot éltek a betegek. Ezzel ellentétben az
RFP 6sszehasonlitasban pozitiv az 6sszefliggés, tehat a
cut off feletti betegek 301 napig nem recidivaltak, 6,4 %
alatt pedig 263 nap volt a recidiva mentes tulélés. A
funkcionalis vizsgalat soran mindkét tulélési idé pozitiv
korrelaciét mutatott. A 0,19 feletti MAF 417 napos OST
értéket produkalt a 0,19 MAF alatt 349 nappal
Osszevetve. Az RFP tekintetében 0,19 felett 323 nap,
alatta 198 napig nem recidivaltak a kutyak. Ezzel

hasonlé dsszefliggéseket kaptunk a B-sejtes lymphomas
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csoport analizisekor. A 6% alatti csoport OST 398 nap
volt, mig a cut off alatti betegek 445 napig éltek. Tehat itt
negativ korrelacié igazolodott. Ezzel szemben az RFP
és P-gp expresszio pozitivan korrelaltak egymassal, a
cut off felett 315 napig nem recidivaltak a betegek, cut
off alatt 283 nap volt az RFP. A funkcionalitas
vizsgalatnal alkalmazott 0,19 MAF és tulélési idok
pozitivan korrelaltak egymassal. A cut off feletti MAF
csoport OST 485 nap volt, mig a cut off alatti betegek
381 napig éltek. Az RFP 6sszehasonlitaskor a cut off
feletti csoport 326 napig nem recidivalt, mig 0,19 alatti
MAF populacio recidiva mentes tulélése 263 nap volt.

A mastocytomas betegek esetében mind a P-gp
kifejez6dés, mind a MAF pozitiivan korrelaltak az OST
adatokkal. A 37,5% cut off P-gp feletti betegek 1274
napot éltek, szemben a cut off alatti csoport 330 napos
tulélési idejével. A MAF 0,17 cut off érték feletti csoport
teljes tulélése 398 nap volt, a cut off alatti betegek 245
napig éltek. Erdekes tapasztalas volt, hogy az RFP
negativ korrelaciét mutat a MAF értékekkel. A 0,17 feletti
betegek recidivamentes tulélése 131 nap, mig 0,17 alatti
csoport RFP 212 nap volt. Ennek a mastocytomas
betegeknél nagy jelent6séget tulajdonitottunk, mivel a

kemoterapiaval is kezelt betegeknél a recidiva
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megjelenése elsédlegesen a gyogyszerrezisztenciahoz
kéthets.  igy  tehat  elméletiinket  megerdsitd
eredményként kezelhetd, hogy a magasabb aktivitassal
csokken az RFP.

Az Osszehasonlitasok alapjan azonban nem
jelenthetd ki, hogy a P-gp expresszié vagy az aktivitas
ismerete prognosztikus lenne a lymphomas vagy
mastocytomas betegek esetében. Eredményeink
konkluzidjaban kiemelked® hangsulyt fektettink a
befolyasolé tényez6k megtargyalasara, amelyek
hatassal vannak a kezelések soran a paciensek
tulélésére. Ezek kodzott targyaltuk az elhullas okat, mely
a T-sejtes lymphomas populaciéban, -ahol a vart
Osszefluiggések igazoldédtak-, nem volt befolyasold
korilmény. A B-sejtes lymphomas betegeknél
megallapitottuk, hogy az alacsonyabb MAF értékkel bird
betegek jéval érzékenyebbek voltak a citosztatikumokra,
és sokkal gyakoribbak voltak naluk a mellékhatasok,
ezeknek az egyedek a kemoterapias kezelését sokkal
gyakrabban kellett elhalasztani vagy a dozist redukalni.
Ezzel 0Osszefiggésben a csoport egyedei sokkal
hamarabb recidivaltak, 48,3% mar az els6 CHOP

protokoll alatt, és az OST is itt volt a legalacsonyabb. Azt
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feltételezhetjik tehat, hogy a mellékhatasok miatti
dozisredukciokkal és kezeléshalasztasokkal
parhuzamosan noévekedett a terapiarezisztencia,
valamint a tumorszdvetben mért alacsonyabb P-gp
aktivitds az ép, nem tumoros szdvetekben gyengébb
ellenalloképességet jelent a kemoterapias készitmények
karositd hatasaval szemben.

Tovabbi befolyasolé tényezék Ilehetnek mind a
lymphoma, mind a mastocytoma esetében a mintavétel,
a szovet feldolgozasanak, és az értékelésnek a modja.
Habar technikai szempontbdl a calcein teszt ol
standardizalhatd vizsgalat, a nyirokcsomobol valo
transzkutan mintavétel soran nyirokcsomdé szdoveten
kivil hamsejtek, kotbszoveti- és zsirsejtek is kertlhetnek
a mintaba. Ezeken felll, az alacsony kezdeti P-gp
kifejez8déssel, aktivitassal jellemezheté tumorsejtek a
kemoterapias kezelések kovetkeztében (szubsztrat
vinkrisztin,  doxorubicin, vinblasztin) kés&bbiekben
fokozhatjak efflux aktivitdsukat. A jévében érdekfeszitd
lehet korabbi, in vitro vizsgalatainkhoz hasonléan a P-gp
funkcié valtozasanak jellemzése a kemoterapias
protokoll alatt, valamint mas, terapiarezisztenciat szintén
fokozd proteinek és faktorok vizsgalata az allatorvosi

klinikai onkologiaban.
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