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Roviditések

AFP Alpha-foetoprotein

AGF Angiofibroma

cAGF Kutyak angiofibromaja

ALM Angioleiomyoma

cALM Kutyak angioleiomyomaja

ALMS Angioleiomyosarcoma

cALMS Kutyak angioleiomyosarcomaja

BPNST Benign peripheral nerve sheath tumor; Jéindulatu periférias ideghlvely daganat

cBPNST Canine benign peripheral nerve sheath tumor; Kutyak jéindulatu periférias

ideghlvely daganata

CAD Cholangiocellularis adenoma

CEA Carcinoembrionalis antigén

CCH Cholangiocellularis hyperplasia

CK7 Cytokeratin 7

CPE Clostridium perfringens enterotoxin
dCCC Differencialt cholangiocellularis carcinoma
dHCC Differencialt hepatocellularis carcinoma
ECM Extracellularis matrix

EMA Epithelialis membran antigén

EMT Epithelialis mesenchymalis transitio

FA Fibroadenoma

FS Fibrosarcoma

HA Haemangioma

HAD Hepatocellularis adenoma

hCCC Human cholangiocellularis carcinoma
HE Haematoxylin és eosin

Hep Par1 Hepatocyte paraffin 1

hHCC Human hepatocellularis carcinoma
HIF-1 Hypoxia inducible factor-1

HNH Hepatocellularis nodularis hyperplasia
HP Haemangiopericytoma (Pericytoma)
cHP Kutyak haemangiopericytomaja

HSA Haemangiosarcoma

Ig Immunglobulin

IH Immunhisztokémia



LH Lymphoid hyperplasia

cLGCC Canine low grade colorectal adenocarcinoma

MPC Myopericytoma

cMPC Kutyak myopericytomaja

MPNST Malignat peripheral nerve sheath tumor; Rosszindulatu periférias ideghtively daganat

cMPNST Canine malignant peripheral nerve sheath tumor; Kutyak rosszindulatu periférias

ideghtively daganata

MVD Microvessel density; Mikroérsirlség

nCCC Differencialatlan cholangiocellularis carcinoma

nHCC Differencialatlan hepatocellularis carcinoma

NSE Neuron specifikus enolaz

PBS Foszfattal pufferolt s6oldat

PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule; CD31
cPNST Canine peripheral nerve sheath tumor

PWT Perivascular wall tumor; Perivascularis érfal tumor
a-SMA a-Smooth muscle actin

SCC Squamous cell carcinoma; Laphamrak

cSCC Canine squamous cell carcinoma; Kutyak laphamrakja
TDLU Terminal ductulo-lobular unit

TIA Tumor-induced angiogenesis; Daganat-indukalta érdjdonképzddés
TJ Tight junction

TMA Tissue Micro-Array; Széveti mikrosorozat

T/INK T-lymphocyta/natural killer sejt

VEGF Vascular endothelial growth factor

vWF von-Willebrand faktor



1. Osszefoglalas

A claudinok 17-27 kDa molekulatémeg(, tight junction (TJ) membranproteinek,
amelyeknek szereplik van a hamsejtek, az endothelsejtek és a perineurialis epitheloid sejtek
fiziologias, ill. patolégias paracellularis transzport folyamatainak szabalyozasaban, a
luminalis barrier és a sejten bellli jelatviteli folyamatok fenntartasaban. A claudinok és az
egyéb TJ strukturalis elemek szabalyozzak a makromolekulak, fehérjék, lipidek, ionok, viz,
ndvekedési faktorok un. paracellularis transzportjat, ill. permeabilitasat. A humanizalt anti-
claudin-1, -3, -4, -5 és -7 ellenanyagokra alapozott, daganatpatolégiai, indirekt
immunhisztokémiai vizsgalataink harom iranyba bontakoztak ki, 1. Tumordiagnosztikai-; 2.
Tumorprogressiés-; és 3. Neovascularisatiés vizsgalatok. Munkank soran, a SZIE AOTK
Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék konvencionalis (hagyomanyos)
paraffinos blokkokba agyazott, archivalt, kutydkbdl szarmazé daganatos szdvetmintait
hasznaltuk fel. Az immunhisztokémiai modszer kivitelezése a Semmelweis Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Il. szdm( Pathologiai Intézetének Immunhisztokémiai
Laboratériumaban tértént.

A tumordiagnosztikai vizsgalataink soran, a daganatpatolégiaban jél hasznosithato,
immunhisztokémiai paneleket dolgoztunk ki, a kutyak haemangiosarcomajanak, az
orsosejtes- é€s a cholangiocellularis daganatainak eredményes, megbizhatd differencial
diagnosztikajahoz. Tumorprogressids tanulmanyaink soran megvizsgaltuk a claudin-1, -3, -4,
-5 és -7 integrans membranfehérjék szerepét a kutyak emlédmirigy daganatainak, low grade
colorectalis carcinomajanak, a hepatoid-sejtes neoplasiainak és a pancreas exocrin acinaris
sejtes carcinomainak kialakulasaban. A neovascularisatiés vizsgalatainkat egy Uj endothel
markerre, a claudin-5 kimutatasara alapoztuk. Segitségével tanulmanyoztuk a kutyak
kulénb6z6 emlémirigy daganatainak mikroérsiiriségét, a kutyak bdrében kialakult idult
gyulladasok indukalta érujdonképzddést és a v. portae keringési rendellenességeihez tarsult
majbeli, portalis arteriola hyperplasidkat. Eredményeinket lektoralt, impakt faktorral

rendelkez8, hazai és kulféldi tudomanyos folyoéiratokban publikaltuk.



2. Bevezetés

Az allatorvosi daganatpatologia, illetve diagnosztika makroszképos és mikroszképos
metodikai skalajat, az utdbbi évtizedekben, egy Uj molekularis patolégiai modszer, az
immunhisztokémia egészitette ki. Az eljaras az immunoldgiabdl jol ismert antigén-antitest
reakcion alapszik. Az immunhisztokémia soran a kilénbdz6 megbetegedések korisméjének
pontos meghatarozasa céljabdl strukturalis, vagy funkcionalis fehérjéket, glikoproteineket,
vagy Osszetett szénhidratokat, lipideket mutatunk ki a sejtekben, vagy az extracellularis
térben. E molekularis patologiai eljaras mindemellett alkalmas a korfolyamat kiterjedtségének
a meghatarozasara, tovabba a koros sejtek olyan bioldgiai paramétereinek megitélésére,
amelyek a varhato korlefolyassal, a megbetegedés kimenetelével allnak szoros kapcsolatban
és vizsgalatukkal kdvetkeztetések vonhatok le a prognézis, a sejtek és szbvetek jellemzése
céljabol.

A tdbbsejtl él6 szervezetek 6sszehangolt, differencialt miikédésl sejttarsadalomnak
tekinthetbk, amelyben a sejteknek, a kilénb6zd felépitési és funkcidju szbvetek, szervek
felépitéséhez 6ssze kell kapcsolddniuk kézvetlenll (sejt-sejt kapcsolat) vagy kdzvetve [sejt-
extracellularis matrix (ECM) kapcsolat]. Az elektonmikroszképos vizsgalatok soran az ép -
elsésorban a ham - szbvetekben észlelt, sejt-sejt, illetve sejt-ECM kapcsolatok kialakitasara
specializalodott struktirakat, funkcionalisan harom csoportra osztjuk fel: 1. elzaré
kapcsolatok (tight junction, zonula occludens), 2. lehorgonyzé kapcsolatok (zonula
adherens, focalis adhesio, desmosoma, hemidesmosoma), 3. kommunikaciés kapcsolatok
(gap junction, kémiai synapsis).

A hamszbvetekre jellemz6, hogy a hamsejtek altal alkotott 6sszefiiggd sejtpopulacio,
mint biologiai barrier megakadalyozza az epithelsejtek két oldalan (apicalis, basolateralis
oldalakon) helyez6d6 molekuldk szabad diffuziéjat. A gerincesekben erre a sejtfunkciéra az
intercellularis szoros illeszkedések, az un. tight junction (TJ) strukturak specializalodtak,
amelyek a lumen felé tekintd, apicalis felszin kézelében teljesen kérlldlelik a sejtet. A TJ
proteineket két nagy csoportra osztjuk fel, amelyek kézil az egyik csoportot az integrans
membranfehérjék képezik. Ide soroljuk a claudinokat, az occludinokat és a junctionalis
adhesios molekulakat. A masik csoportot a periférias membranfehérjék képezik, amelyek
az integrans membranfehérjéket kapcsoljak a sejtvazalkotdé elemekhez. Ebbe a csoportba
tartoznak a zonula occludens fehérjék és az AF-6 (afadin).

A claudinok 17-27 kDa molekulatémegl TJ membranfehérjék, amelyeknek fontos
szerepik van a hamsejtek és endothelsejtek, a perineurialis epitheloid sejtek, élettani, illetve
kéros paracellularis transzport folyamataiban, tovabba a luminalis barrier és a sejten bellli
jelatviteli folyamatok fenntartasaban. A claudinok és az egyéb TJ strukturalis elemek
szabalyozzak a makromolekulak, fehérjék, lipidek, ionok, viz, ndvekedési faktorok un.

paracellularis transzportjat, illetve permeabilitasat. Alapvetd feladatuk, hogy megérizzék az



apicalis és a basolateralis membran molekularis 0Osszetételének kildnbségeit, a
membranban a transzportfehériék aszimmetrikus eloszlasat, amely alapvet6 a hamsejtek
funkciéjahoz. Tehat ezek a molekulak biztositjak az epithelialis sejtek fizioldgias polaritasat.
Jelenleg a human vizsgalatok 24 claudin tipust kuldnitenek el. A claudin molekulaknak
szignifikans szereplk van a TJ strukturak kialakitasaban, illetve TJ funkciok biztositasaban.
A claudinok konzervativ fehérjék, amelyek négy transzmembran (a sejtmembranon athatold)
doménbdl épllnek fel, cytoplasmaticus amino- (N-terminalis) és karboxil- (C-terminalis)
végekkel, illetve két hidroféb extracellularis hurokkal. A claudinok alkothatnak homopolimert,

vagy heteropolimert, és ezeken belul lehetséges homofil és heterofil kapcsolddas.

3. Irodalmi attekintés

A claudin elnevezést el6sz6r japan kutatok, Mikio Furuse és Shoichiro Tsukita (1998,
Kyoto University) hasznaltak. A claudin sz6 a latin ,claudere” szébdél szarmazik, amelynek
jelentése ,zarni”, ezzel is utalva az intercellularis barrier funkciéra (Furuse et al., 1998) (1.
abra). Saitou és mtsai vizsgalataik soran 1998-ban figyelték meg, hogy az occludin-deficiens
egér embrionalis dssejtek képesek egészséges egérembriét formalni, az embionalis sejtek
kozotti, jol fejlett TJ-strukturakkal. Ekkor merllt fel a gondolat, hogy az occludinon kivl
Iéteznek egyéb TJ integrans membran fehérjék is, amelyek képesek az occludin nélkdl TJ
kialakitasara (Saitou et al., 1998).

i |
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1. abra. A claudin molekula szerkezete (http://fmp-
berlin.info/schmieder/research/tight_junctions.htm).

A molekularis felfedezést kévetd human kutatdsok a claudin fehériék szamos

szerepét bizonyitottak a kiloénb6z8 élettani és patolégiai folyamatokban. Az 1998-as évtél



napjainkig, az impakt faktorral rendelkezé szaklapokban publikalt, claudinokkal kapcsolatos
uj eredményeket bemutatd cikkek szama valamivel tébb, mint kétezer. A szakcikkek kb. 90
%-a human vizsgalati eredményeket kdzd6l, csak kisebb része érinti az allatorvosi
kutatasokat. Ez utobbi komoly, motivalé tényezd, kihivas, hiszen szamos uj eredmény
lehet6sége rejlik a kildnbdzé allatfajokban tapasztalhatd, az azonos bioldgiai folyamatok
claudinok Aaltal szabalyozott lezajlasanak &sszahasonlitasaban, illetve a human
medfigyelésekkel valé 6sszevetésikben. A comparativ jellegl, claudin alapu vizsgalatokra,
az emberrel azonos kdrnyezetben é16 allatok, a kutya, a macska szervezetében lezajlé koros
folyamatok, pl. carcinogenesis, gyulladas, kifejezetten alkalmasnak bizonyulhatnak a hasonlé
carcinogen hatasokkal terhelt k6z6s kdrnyezet miatt (Karen et al., 2005; Mullin, 1997).

A claudinmolekulak kulcsfontossagu komponensei az epithelialis, a mesothelialis, az
endothelialis és a perineuralis sejtek TJ sejtkapcsolé strukturainak. A viz, a benne oldott
anyagok, az ionok, a sejtnévekedést és sejtosztddast befolyasold ndvekedési faktorok
paracellularis aramlasanak szabalyozasaban jatszanak szerepet (Tsukita €s Furuse, 2002).
A TJ sejtkapcsol6 szerkezetekben ezek a claudin fehérjék homofil és heterofil kapcsolatokat
képesek kialakitani egymassal (homo- és heterodimerizacié) (Furuse et al. 1999; 2002).
Ezekenek a szoros sejtkapcsolédast biztositd fehérjéknek tovabbi fontos szereplk van a
kilénbdz6 biolégiai folymatokban, igy az embryogenesisben, a szdveti remodelling
folyamatokban és a daganatképzédésben (tumorgenesisben). A sejtpolaritas és a
paracellularis transzport folyamatok megovasa, illetve megbrzése miatt feltételezik, hogy
ezek a claudinmolekulak tumorsuppressiv feladatot latnak el a daganatok kialakulasanak
megelézésében (Karen et al., 2005). Egyes feltételezések szerint a carcinogenesis soran a
sejtpolaritas elvesztését a kildnbdz6 ndvekedési faktorok koéros paracellularis transzportja,
illetve kéros bearamlasa kdveti, amely auto- és paracrin serkentés révén idéz eld
daganatképzddést (Mullin, 1997). A claudinok és mas tight junction fehérjék elvesztése a
sejtadhesiok (sejtkapcsolatok) fellazulasahoz, megsziinéséhez vezet, amely fontos Iépés a
daganatinvazidéban és attétképzésben (Karen et al., 2005; Mullin, 1997).

Az eddig felfedezett 24 claudinmolekula kézil (Tsukita és Furuse, 1999; Tsukita et
al., 2001) a 23 kDa molekulatdmegi claudin-1 szamos human immunhisztokémiai (IH)
tanulmanyban kerult feldolgozasra. A tumordiagnosztikai vizsgalatokban a claudin-1 mint
ujonann felfedezett perineurialis marker kimutatdsa segiti a human periférias ideghtvely
daganat (PNST) kilénbdz6 altipusainak pontos kérisméjét. Az idegrostok S-100 protein
negativ és epithelialis membran antigén (EMA) pozitiv perineurialis epitheloid sejtjeinek
claudin-1 pozitivitasat Folpe és mtsai (2002) irtak le el6szér. Vizsgalataikba szamos, a
perineuriomahoz hasonlo korszdvettani megjelenésili, mesenchymalis daganatot: 7
dermatofibrosarcoma protuberanst, 8 low-grade fibromyxoid sarcomat, 3 desmoplasticus
fibroblastomat, 7 fibromatosist, 9 neurofibromat és 5 schwannomat vontak be. A megvizsgalt

perineuriomak, az esetek 92 %-aban claudin-1 pozitivitast is adtak, az egyéb daganatok
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claudin-1 negativnak bizonyultak (Folpe et al., 2002). Ezek utan a claudin-1 perineurialis
markert, az S-100 protein, az EMA és egyéb markerekkel egyltt a human orsésejtes
daganatok differencial diagnosztikai IH-i paneljébe beépitették. A claudin-1 perineurialis
marker felhasznalasa szamos ujkeletl diagnosztikai leirdsban szerepel. Ezek a kévetkezbk:
claudin-1 pozitiv human orbitalis (Chen et al., 2011), parotidealis (Agaimy et al., 2011), oralis
(buccalis, intramandibularis) (Koutlas et al., 2010), endobronchialis (Duncan et al., 2010),
lingualis (Adachi et al., 2010), ilealis (Wludarski et al., 2011), colorectalis intramucosalis
perineurioma (Agaimy et al., 2010), tovabba hybrid schwannoma/perineurioma (Homick et
al., 2009), reticularis és plexiform (Mentzel és Kutzner, 2005), epitheloid (Haider et al., 2008)
dermalis/subcutan granularis (Al-Daraji, 2008), illetve malignus perineurioma. Valamennyi
esetben az Uj marker segitette a diagnosztikai patolégiai munkat (Sato et al., 2008).

Az anti-claudin-1 ellenanyag segit elklldéniteni a human anaplasticus meningeomat a
meningealis haemangiopericytomatol (Rajaram et al., 2004), tovabba a human schwannomat
a fibroblasticus meningeomatdl (Singh et al.,, 2011). Hahn és mtsai (2006) 10 human
anaplasticus meningeomabdl 6-ban (60%), 20 human fibrosus meningeomabdl 8-ban (40%)
és 10 human meningothelialis meningeomabdél 7-ben (70%) tapasztaltak claudin-1
immunreaktivitast (Hahn et al., 2006). Ezen kivul diagnosztikai markerként hasznahat6 a
human vesecarcinomak koéziul a claudin-1 pozitiv papillaris renocellularis carcinoma
detektalasara (Fritzsche et al., 2008).

A human IH-i tumorprogressios vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy a claudin-1
molekula expressziéjanak elvesztése kedvezbdtlen prognosztikai jel, a fokozottabb kidjulasi
hajlam, a korai metastasis és a révidebb tulélési id6 miatt a Il. és lll. stddiumu colorectalis
carcinoma (Yoshida et al., 2011), valamint a human oesophagealis carcinoma esetén
(Miyamoto et al., 2008). Human melanocytas elvaltozasokban végzett IH-i vizsgalatok soran
leirtak, hogy a claudin-1 molekula cs6kkent expresszidja, illetve elvesztése tumorprogressiot
fokoz6, a metastaticus fenotipust segité tényezé a melanomagenesis soran (Cohn et al.,
2008). Hasonlé eredményekre vezetettek a human prosztata (Sheehan et al., 2007) és
emlémirigy carcinomakban végzett claudin-1 alapu IH-i vizsgalatok is (T6kés et al., 2005;
Morohashi et al., 2007). A human tlidbéadenocarcinomakban tapasztalt claudin-1
overexpresszid, tumorsuppressor hatasunak bizonyult. A claudin-1 fehérjét fokozottan
expresszalo tudbéadenocarcinomas betegekben hosszabb tulélési id6t figyeltek meg az
alacsony claudin-1 mintazatu daganatos betegekkel szemben (Chao et al., 2009).

Az anti-claudin-1 ellenanyagra alapozott, IH-i allatorvosi kutatasok és esetleirasok
szadma, a human medfigyelésekhez képes joval kisebb. Az allatorvosi claudin alapu
vizsgalatok bar nagyobb részt nem onkolégiai jelleglek, de fellelheték onkoldégai munkak.
Ramos-Vara és mtsai (2010) 28 kutyabdl és 8 macskabdl szarmazo, kilénbdzd szbvettani
tipusu, lagyagyburki daganat, meningeoma immunfenotipusat vizsgaltak anti-claudin-1, anti-

CD34, anti-E-cadherin, anti-glucose Transporter 1, anti-laminin és anti-protein gene product
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9.5 ellenanyagok segitségével. Vizsgalataik soran cytolpasmaticus, illetve cytoplasmaticus-
membran claudin-1 pozitivitast észleltek a meningeomak egy részében (21/36; 58,3%). A
kutyakbol szarmazo6, 13 transitionalis meningeomabdl 8-ban (61,5%), 4 fibroblastos
meningeomabdl 2-ben (50%) és valamennyi anaplasticus meningeomaban claudin-1
pozitivitast észleltek. A microcystas és a myxoid meningeomak claudin-1 negativnak
bizonyultak (Ramos-Vara et al., 2010).

Az Aallatorvosi szakirodalomban Cornelis és mtsai (2009) irtak le egy 4 éves
Leonbergi szuka kutyaban claudin-1 pozitiv perineuriomat (Cornelis et al., 2009).

Bizikova és mtsai (2011) kutyak bérének, pofai nyalkahartyajanak intact
hamsejtjeiben, tovabba pemphigus foliaceus elvaltozasokban vizsgaltak a claudin-1 és
egyéb sejtkapcsol6 molekulak (desmoglein-1, desmoglein-3, desmocollin-1, desmocollin-3,
desmoplakin-1/2, plakoglobin, plakophilin-1, E-cadherin, zonula occludens-1, occludin)

Ohta és mtsai (2011) 4 egészséges beagle kutya vékonybelébdl és vastagbelébdl
vett endoscopos bioptatumokon végzett claudin-expresszids vizsgalataik soran claudin-1
negativitast tapasztaltak (Ohta et al., 2011).

Furuse és mtsai (2001) MDCK (Madine Darby Canine Kidney) sejteken vizsgaltak a
claudin-1, -2 és -4 molekulak expressziéjat. Megallapitottak, hogy a claudin-1 és -4 molkulak
mindkét sejtvonalon (MDCK | és Il) coexpresszalodnak, viszont a claudin-2 protein csak az
MDCK II sejtvonalon jelenik meg (Furuse et al., 2001).

Malaeb és mtsai (2007), tovabba Duncan és mtsai (2009) Western-blot technika
segitségével tanulmanyoztdk juh magzat, Ujszilétt és felnétt  allat  agyveld
szlUrkeallomanyaban 1évd haemo-encephalicus barrier claudin-1, claudin-5, zonula
occludens-1 és -2 expresszidjat. Munkajuk soran magasabb claudin-1 expressziés szintet
tapasztaltak a juh magzatban az ujszllétthdz, illetve a felnétt allatokhoz viszonyitva.
Vizsgalataik soran a szteroid kezelés, sejtkapcsold strukturakra kifejtett hatasat is vizsgaltak
(Malaeb et al., 2007; Duncan et al., 2009). Satterfield és mtsai (2007) claudin-1, -2, -3, -4,
occludin expressziés vizsgalatokat végeztek ciklusban és korai vemhes allapotban 1évé
Jjerkék méhének endometrialis rétegében. Megallapitottdk, hogy a progesteron hormon
csOkkenti a sejtkapcsold proteinek expressziéjat az endometrialis hamsejtekben (Satterfield
et al., 2007). Tovabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a szarvasmarha bendd intact
hamrétegében, a claudin-1 expresszid, csokkend mértékben észlelheté a stratum
granulosum — stratum spinosum — stratum basale iranyban, a stratum corneum claudin-1
negativ (Graham és Simmons, 2005).

Saitoh és mtsai (2009) sertés elvaltozasmentes gingivalis hamrétegében végzett IH-i
vizsgalataik soran claudin-1, -5 és occludin negativitast, illetve claudin-4 és -7 pozitivitast
figyeltek meg (Saitoh et al.,, 2009). Sertés (LLC-PK1) vesehamsejtvonalon végzett

vizsgalatok soran claudin-1 immunpozitivitast észleltek (Van lItallie et al., 2003).
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Karim és mtsai (2011) macska, nyul, egér €és human eredetli ophtalmologiai mintak
vizsgalatai soran tanulmanyoztak a claudin-1, occludin, zonula occludens fehérjék
expressziojat a nem pigmentalt ciliaris epithelben. Azt tapasztaltak, hogy a claudin-1
molekula a nem pigmentalt és a pigmentalt epithelium hataran expresszalédott (Karim et al.,
2011).

Az anti-claudin-3 és -4 ellenanyagokkal végzett allatorvosi kutatasokbdl szarmazo,
tudomanyos publikaciok kis szamban szilettek. Ezek jelentés része szintén nem onkologiai
jellegl témakat dolgoz fel és a legtébbjik MDCK sejtvonalakon végzett kutatas. Weng és
mtsai (2005) kutyak jejunumaban irtak le intenziv basolateralis claudin-3 és -4 expressziot,
bizonyitva, hogy ezek a claudinok konstitutiv komponensei a vékonybél epithelialis sejtjei
kozott kialakult TJ struktaraknak (Weng et al., 2005). Ohta és mtsai (2011) egészséges
kutyak vékonybelébdl és vastagbelébdl vett endoscopos bioptatumokon végzett claudin-
expresszios vizsgalataik soran a duodenumban claudin-3 pozitivitast és claudin-4
negativitast, tovabba a colonban claudin-3 expressziot tapasztaltak (Ohta et al., 2011).

Furuse és mtsai (2001) MDCK sejteken végzett tanulmanyaik soran irtak le a claudin-
4 molekula expresszidjat (Furuse et al., 2001). Ohta és mtsai (2006) szarvasmarhabdl
szarmaz6 vesében vizsgaltdak a claudin-1, -2, -3, -4 és -10 expressziot. A Henle-kacs
ascendaldé szaraban tapasztaltak claudin-3 és -4 coexpressziét, tovabba a distalis
tubulusokban claudin-4 expressziét (Ohta et al., 2006). Diesing és mtsai (2011) sertés
eredetl vékonybélsejtvonal izolatumon in vitro végzett kisérleteik soran megallapitottak,
hogy a deoxynivalenol kezelés hatasara csdkken a claudin-3 expresszi6 mértéke a
bélhamsejtek membranjaban (Diesing et al., 2011). Bailey és mtsai (2010) Western-blot
eljarast alkalmazva medgfigyelték, hogy a progesteronnal kezelt, ivartalanitott emsékben, a
progesteron hatasara csékkent a luminalis endometrialis és glandularis epithelialis sejtek
basolateralis claudin-4 expresszidja, viszont a claudin-3 expresszié valtozatlan maradt
(Bailey et al., 2010). Saitoh és mtsai (2009) sertés elvaltozasmentes, gingivalis
hamrétegében vizsgaltdk a claudin-1, -4, -5, -7 és occludin expressziét. Azt tapasztaltak,
hogy a claudin4 molekula az elszarusodd, tébbrétegli ham, valamennyi rétegének
epithelsejtieiben, a TJ-strukturakban expresszalodott (Saitoh et al., 2009). Sertés (LLC-PK1)
vesehamsejtvonalon végzett vizsgalatok soran claudin-3 és -4 immunpozitivitast észleltek
(Van ltallie et al., 2003).

A Clostridium perfringens enterotoxinjarél (CPE), amely 35 kDa molekulatémegi
polipeptid, mar tébb mint 15 éve ismert, hogy az eml8s sejteken, gyors, direkt cytolysist okoz
(McClane et al., 1988). A kdzelmultban valt ismertté, hogy a claudin-3 és -4 molekulak a
CPE receptorai (Katahira et al., 1997). A CPE protein C-terminalisa kétédhet a claudin-3 és
-4 proteinekhez, mig az N-terminalis pérusokat formal a plazmamembranban. Amikor a CPE

kétédik a claudin-3 és/vagy a claudin-4 molekulakhoz, akkor az ezeket a TJ proteineket

12



expresszalo emlbs sejtekben gyors, cytolysist okoz (McClane et al., 1988). Ez az ismert
folyamat veti fel a toxin terapias alkalmazhatésagat olyan daganatokban, amelyek magas
claudin-3 és/vagy claudin-4 expressziot mutatnak, pl. human pancreas- (Michl et al., 2001),
ovarium- (Hough et al., 2000) és prostatacarcinomaban (Long et al., 2001). Kominsky és
mtsai vizsgalataik soran claudin-3 és -4 fehérjéket overexpresszalo human in vitro
emléraksejtvonalakban CPE-indukalt, dbézis dependens, rapid cytolysist (tumorlysist)

figyeltek meg (Kominsky et al., 2004).

A claudin-5 az els6ként identifikalt endothel-specifikus claudin fehérje. Hianya,
deléciéja okozza a human un. velo-cardio-facialis syndromat, amely velesziiletett
szivfejlddési rendellenességgel, szajpad-anomalidkkal és arcdysmorphiaval jaro tinetcsoport
(Morita et al., 1999). Morita és mtsai (2003) kutatasaik soran leirtdk human és egér bér irha
rétegének ér-endothelsejtjeiben (Morita et al., 2003). Soini (2005) 116 epithelialis és 92 nem
epithelialis eredetli human daganatban végzett claudin expresszidos vizsgalatot. Az
endothelialis daganatokban, az angiosarcomakban és a benignus vascularis elvaltozasokban
észlelt claudin-5 immunreaktivitast (Soini, 2005). Vizsgalatok szerint a 12-40 hetes human
magzati tidé vérereinek endothelsejtjei intenziven expresszaljak a claudin-5 TJ molekulat
(Kaarteenaho et al. 2010). Turunen és mtsai (2009) medfigyelték, hogy a high grade,
eléreheladott allapotu, biologiailag agresszivebb viselkedésli, human serosus petefészek
carcinomak fokozottan expresszaljak (overexpresszaljak) a claudin-5 molekulat. Munkajuk
soran 85 serosus ovarium carcinoman végeztek IH-i vizsgalatot. Eredményeik azt
bizonyitottdk, hogy a human petefészek carcinomakban tapasztalt fokozott claudin-5
expresszio, rossz prognosztikai indikator (Turunen et al., 2009). Soini (2004) 13 emlIémirigy
eredetld és 7 nem emlémirigy eredetli Paget kéros mintan végzett vizsgalatai soran az
esetek 50 %-aban figyelt meg claudin-5 membran pozitivitdst a hamban (Soini, 2004). Soini
és mtsai (2006) human gyomorcarcinomakban végzett vizsgalataik sordn megallapitottak,
hogy a claudin-5 fokozattabban expresszalddott az intestinalis tipusi malignomakban és a
claudin-4, illetve a claudin-5 expresszidja asszocialodott az E-cadherin megjelenésével. Az
intenziv claudin-5 pozitivitast mutaté gyomorcarcinomakban nagyobb proliferatiés és
apoptoticus aktivitast észleltek (Soini et al., 2006). Nem onkolégiai jellegl vizsgalatok soran
megallapitottak, hogy a human tidészdvetben, interstitialis pneumonia esetén a claudin-5
molekulak fokozottabban expresszalddnak, intenzivebb immunreaktivitast adnak a vascularis
endotheliumban (Kaarteenaho-Wiik és Soini, 2009). Miettinen és mtsai (2011) 280 benignus
és malignus human vascularis daganatban, tovabba 448 epithelialis, mesenchymalis és
neuroectodermalis tumorban vizsgaltdak a claudin-5 expressziot. Tumordiagnosztikai
munkajuk soran azt tapasztaltdk, hogy a capillaris, illetve cavernosus hamengiomak, a
lymphangiomak intenziv claudin-5 immunreaktivitast mutattak, viszont a juvenilis capillaris

haemangiomakban a kevésbé differencialt neoplasticus érképzédményekben claudin-5
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negativ daganat terlleteket is medgfigyeltek,. A retriform, a kaposiform, az epitheloid és az
epitheloid-sarcoma-like haemangioendotheliomak diffuz  cytoplasmaticus reaktivitast
mutattak. A legtébb angiosarcoma (115/119; 96,63 %) és Kaposi-sarcoma (28/29; 96,55 %)
claudin-5 pozitivnak bizonyult. A carcinomak [a ductalis emlécarcinoma (3/5), a colorectalis
adenocarcinoma (12/21), az endometrialis adenocarcinoma (13/13), a nem kis-sejtes
differencialatlan tid6é carcinoma (5/18), a pulmonalis adenocarcinoma (7/8), a kissejtes
tidécarcinoma (7/9), a serosus petefészek carcinoma (7/8), a pancreas ductalis carcinoma
(3/4), a prostatacarcinoma (3/6), a laphamrak (3/9), a nyelécsérak (4/7), a gyomor
adenocarcinoma (8/9), az embryonalis here carcinoma (1/1)] gyakorta mutattak a
sarcomatoid carcinomaval ellentétben, az angiosarcomahoz képest gyengébb, heterogen,
nem diffuz claudin-5 pozitivitast. A seminomak, a renocellularis, a hepatocellularis és a
pecsétgylirisejtes carcinomak claudin-5 negativak. A nem vascularis eredetli daganatok
k6zll a bifazisos synovialis sarcomaban (5/6) észleltek immunreaktivitast. Az extrasceletalis
myxoid chondrosarcomak kis részében (3/10) gyenge cytoplasmaticus claudin-5 reakciot
figyeltek meg. A claudin-5 negativ haemangioperictoma, glomus tumor és melanoma
intratumoralis mikroerei claudin-5 pozitivitast, mig a carcinomak mikroerei claudin-5
negativitast mutattak. A vizsgalatok alapjan az anti-claudin-5-6t, az anti-pancytokeratinnal
asszocialt immunpanel hasznalatban a human angiosarcoma és a haemangioendothelioma
diagnosztikai markerének nyilvanitottak (Miettinen et al., 2011).

Az allatorvosi szakirodalomban kisszamu claudin-5 alapu vizsgalatrél kézolt adat
talalhatd. Ohta és mtsai (2011) egészséges beagle kutyak vékonybelébdl és vastagbelébdl
vett endoscopos bioptatumokon végzett claudin-expressziés vizsgalataik soran a
vékonybélben intenziv, mig a vastagbélben gyenge claudin-5 expressziot, intenzivitast
tapasztaltak (Ohta et al., 2011). Lyons és mtsai (2011) mucopolysaccharidosisban szenvedd
kutyak hasi aortajanak végagaiban végzett IH-i vizsgalat sordn a claudin-5 expresszio
elvesztését tapasztaltak az intima rétegben (Lyons et al.,, 2011). Csébi és mtsai (2011)
kutyakban, autolog transplantatio soran kilsé rectus hivelyt felhasznalva, vénas graftokon,
anti-claudin-5 ellenanyag segitségével vizsgaltak a mesothel sejtek endothelialis
transdifferentiatiéjat (Csébi et al., 2011). Duncan és mtsai (2009) nem onkolégiai jellegd,
Western-blott vizsgalataik soran, juh agyvelejének kéregallomanyaban azt tapasztaltak, hogy
az exogen glukokortikoid bevitel nem fokozta az agy-vér gat endotheliumanak claudin-5

expressziojat (Duncan et aé., 2009).

A claudin-7 egy 24 kDa molekulatémegl TJ protein. Az anti-claudin-7-el végzett
human kutatasok szamos Uj eredményt mutattak fel az utébbi 10 évben. Bernardi és mtsai
(2011) tumorprognosztikai vizsgalataik soran, human invasiv ductalis emlédmirigycarcinomak
k6ézll a luminalis A alcsoportban [HER2 (Human epidermalis névekedési receptor-2) negativ

! ER (oestrogen receptor) pozitiv - PR (progesteron receptor) pozitiv] 45,8 %-ban (11/24), a
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luminalis B alcsoportban (HER2 pozitiv / ER pozitiv — PR pozitiv) 60,9 %-ban (14/23), a
HER2 pozitiv / ER negativ — PR negativ alcsoportban 55,6 %-ban (5/9), és a tripla-negativ
alcsoportban 30 %-ban (6/20) tapasztaltak claudin-7 pozitivitast. Munkajuk soran azt
tapasztaltak, hogy a claudin-7 pozitiv esetek kdzo6tt gyakrabban észlelhetd relapsus a
claudin-7 negativ esetekhez képest. Eredményeik ellentmondanak a korabbi kutatasi
medfigyeléseknek (Bernardi et al., 2011). Szasz és mtsai (2011) a human invasiv ductalis
eml8carcinomakban tapasztalt csdkkent claudin-7 expresszio esetén fokozottabb malignitast,
magasabb gradust, illetve fokozottabb metastaticus készséget figyeltek meg (Szasz et al.,
2011). A claudin-7 protein expresszitjanak elvesztését figyelték meg human fej- és nyaki
laphamrakban (Al Moustafa et al., 2002), tovabba invasiv emlérakban (Kominsky et al.,
2003). Lioni és mtsai (2007) megfigyelték, hogy a human intact nyel6csé hamsejtek malignus
transformatiéja soran a claudin-7 membran expresszidja mislocalisalédik a cytoplasmaba,
vagy elvesztik a tumorsejtek a claudin-7 expresszidjukat. Vizsgalataik szerint, a claudin-7
elvesztése csOkkentette az E-cadherin expresszidé mértékét, gyengitve a homotypias sejt-sejt
kapcsolatokat és fokozva a sejtinvasio mértékét. A claudin-7 reexpresszid indukcidja a
claudin-7 deficiens oesophagealis nyel6csdécarcinoma sejtvonalon viszont fokozta az E-
cadherin  kifejez6dését és csokkentette az invasivitdst. Véleményik szerint a
nyelécsérakokban tapasztalt, E-cadherin valamint claudin-1, -4 és -7 expresszi6 elvesztése
molekularis hattere lehet az epithelialis-mesenchymalis transitibnak (atmenetnek) (Lioni at
el., 2007). Dahiya és mtsai (2011) human epithelialis petefészek malignomakban (serosus-,
vildgossejtes-, endometroid- és mucinosus carcinomakban) a claudin-7 fokozott
expressziojat tapasztaltdk. Eredményeik alapjan a claudin-7 molekulat diagnosztikai
markernek és potencialis molekularis targetnek nyilvanitottak (Dahiya et al., 2011). Li és
mtsai (2011) a normal tudbészévethez viszonyitva, a claudin-7 csdkkent kifejez6dését
figyelték meg human primer tidé laphamrakokban és adenocarcinomakban. Feltételezik,
hogy ez a molekularis esemény e tidddaganattipusok progresszidjanak egyik esszencialis
Iépése (Li et al.,, 2011). Bornholdt és mtsai (2011) enyhefoku, mérsékelt és sulyosfoku
colorectalis dysplasiakban, tovabba colorectalis carcinomakban tapasztaltak claudin-7
expresszio redukciot, amit a colorectalis carcinogenesis korai eseményének tartanak
(Bornholdt et al., 2011). Human tumordiagnosztikai vizsgalatok soran a claudin-7 molekulat a
vese nephronok distalis részébdl kiindulé daganatok, a chromophob renocellularis carcinoma

és az oncocytoma markerének nyilvanitottak (Truong és Shen, 2011).

Az allatorvosi szakirodalomban publikalt, claudin-7 alapu vizsgalatok szama
alacsony. Ohta és mitsai (2011) egészséges kutyak duodenumabdl és colonjabdl vett
endoscopos bioptatumokon végzett claudin-expresszids vizsgalataik soran gyenge claudin-7
expressziot tapasztaltak mind a vékonybél, mind a vastagbél hamsejtjeiben (Ohta et al.,
2011). Saitoh és mtsai (2009) sertés intact, gingivalis hamrétegében claudin-7 expressziot

figyeltek meg. A felszini hamréteg epithelsejtjei intenziv, mig a basalis hamsejtek gyenge
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claudin-7 immunpozitivitast mutattak (Saitoh et al., 2009). Sertés (LLC-PK1)
vesehamsejtvonalon végzett vizsgalatok soran claudin-7 immunreaktivitast figyeltek meg
(Van ltallie et al., 2003).

4. Célkitlizések

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran célul tlztik ki, hogy a kutyak ép és egyes
daganatos szdveteiben a humanizalt anti-claudin-1, anti-claudin-3, anti-claudin-4, anti-
claudin-5 és anti-claudin-7 ellenanyagok keresztreakcioit teszteljuk, illetve tanulmanyozzuk
kezdetben human kulsé pozitiv kontrollok, majd altalunk kivalasztott, kutyakbdl szarmazo
szbvetekre alapozott, kiils6 és belsé pozitiv kontrollok segitségével. Az
immunhisztokémiai reakciok megfeleld kiértékeléséhez standard pozitiv €s negativ kontrollra
van szikség. A pozitiv kontroll a specifikus antitestk6tédés megtérténtét hivatott bizonyitani,
lehet a vizsgalt metszeten bellli varhatéan pozitiv struktura (belsé kontroll), vagy egy masik,
parhuzamosan festett metszetben [évé ismert pozitivitas (kiilsé kontroll). Enzimmel jelzett
reagensek hasznalatakor a mikroszkopban az enzim szubsztratjanak és az alkalmazott
kromogénnek egymassal valé hatasabdl keletkezd reakcidterméket latjuk. A pozitiv kontroll
készitésénél ellenérizhetjik a laboratériumban hasznalt médszeriinket, a reaganseket és
6nmagunkat. A gyakorlatban, ha ismeretlen daganatszévetet vizsgalunk, minden esetben
olyan pozitiv kontrollt kell mellékelnink, amely biztosan tartalmazza a kimutatni kivant
antigént, vagy olyan normal szdvetet, amely biztosan pozitiv reakciot ad.

A humanizalt anti-claudin antitestek megbizhaté immunreaktivitisa esetén (a)
Tumordiagnosztikai vizsgalatokat (az anti-claudin ellenanyagok kutyakbol szarmazé
daganatok patologiai diagnosztikajat segitd, immunhisztokémiai markerként térténd
felhasznalasat); (b) Tumorprogressioés vizsgalatokat (kutya daganatokban bekdvetkezd,
claudin expressziés mintazat valtozasanak tanulmanyozasat); és (c) Neovascularisatios,
vasoproliferatiés vizsgalatokat (patologias, tumor-indukalta neoangiogeneticus és nem
daganatos jellegli vasoproliferativ folyamatok tanulmanyozasat) kivantunk végezni az
ellenanyagokkal.

Tumordiagnosztika.

Az els6 kutatasi részben, az endothel-specifikus anti-claudin-5 ellenanyag kutyak
vérérképzd daganatainak azonositasara valé alkalmassagat kivantuk vizsgalni, a korabban
bevalt endothel markerekkel, az anti-CD31-el és a von Willebrand faktorral 6sszehasonlitva.
A masodik kutatasi részben, az anti-claudin-7 antitest, kutyak epeuti daganataira val6
specifitasat kivantuk tesztelni. A harmadik kutatasi részben, az anti-claudin-1 ellenanyag

differencial diagnosztikai marker szerepét kivantuk bizonyitani, a kutyadk fusocellularis
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daganataiban, kilénésen a periférias ideghiively daganatokra és a perivascularis érfal
tumorokra koncentralva. Az eredményeinkre alapozva kialakitott, Uj immunhisztokémiai
panelek segitségével, a megbizhatd allatorvosi daganat diagnosztikai- és prognosztikus
patologiat szandékoztuk fejleszteni.

Tumorprogressio.
A kutatas masodik részében a kutyak jéindulatu és rosszindulatu simplex emlémirigy
daganataiban, a low grade colorectalis adenocarcinomaiban, a hasnyalmirigy exocrin
acinaris sejtes carcinomaiban és a perianalis (hepatoid-sejtes, circumanalis) mirigyeinek
tumoraiban kivantuk tanulmanyozni a claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszidés mintazatban
bekbvetkezd valtozasokat, részben a tumorprogressios folyamatok, a carcinogenesis
molekularis hatterének vizsgalata és részben a human tumor modellek, molekularis targetek
esetleges felfedezése végett.

Angiogenesis vizsgalatok.
A kutatds harmadik részében az endothel specifikus anti-claudin-5 antitest segitségével,
kutyak  emlédmirigy  daganataiban  kivantuk  tanulmanyozni a  tumor-indukalta
neoangiogenesist, illetve a mikroérslirliséget, tovabba a peritumoralis (pericarcinomatosus)
nyirokerek  tumoros invasiéjat (tumorembolisatio)), a nem daganatos jellegl
vasoproliferatidkban, a kutyak majaban kialakult portalis arteriolaris hyperplasiakban és idilt

gyulladasos neoangiogenesisben.

5. Anyag és modszer

5.1. Pozitiv kontrollok
5.1.1. Kiils6 human pozitiv kontrollok

A Kkutyak Kkilénb6z6 ép és daganatosan atalakult szbvetein végzett claudin-
expresszios immunhisztokémiai vizsgalataink soran, claudin-1, -3, -4, -5 és -7, tight junction
fehérjék immuneaktivitasat tanulmanyoztuk standard human eredetl kilsé pozitiv kontroll
szOveteken. A claudin-1 esetén human elvaltozasmentes bérmintat hasznaltunk
kontrollként, azon belil a stratum spinosum rétegében és a folliculusok kilsé
gydkérhamhivelyében 1évé hamsejteket, illetve a faggyumirigyeket felépité sebocytakat. A
claudin-3 és -4 esetén human intact colon nyalkahartyat hasznaltunk kilsé pozitiv
kontrollként, amelyben a colonocytakban (bélhamsejtekben) vizsgaltuk az immunreaktivitast.
A claudin-5 esetén human intact bért hasznaltunk kilsé pozitiv kontrollként, amelyben a
dermalis vérerek endothelsejtjeinek immunreaktivitasat tanulmanyoztuk. A claudin-7 esetén
human emlémirigybdl kiindul6é fibroadenomat hasznaltunk kontrollként, amelynek benignus

hamseijtjeinek reakciojat vizsgaltuk (Tablazat 1.). (Eredmények: 6.1.1. fejezet, 34. oldal.)
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Antitest Human kiilsé pozitiv kontrollok

Claudin-1 Intact bér: epidermis stratum spinosumanak és a folliculusok ktilsé
gyokérhamhuvelyének sejtjei; sebocytak.

Claudin-3 Intact colon nyalkahartya: colonocytak(felszini és crypta
hamsejtek).

Claudin-4 Intact colon nyalkahartya: colonocytak (felszini és crypta
hamsejtek).

Claudin-5 Intact bér: dermalis vérerek endothelsejtjei.

Claudin-7 EmIémirigy fibroadenoma: benignus hamsejtjei.

Tablazat 1. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt human kilsé pozitiv kontroll
szbvetek.

5.1.2. Belsé pozitiv kontrollok

Immunhisztokémiai vizsgalataink sordan a megbizhaté belsd pozitiv kontrollokat
szelektaltuk. A claudin-1 protein esetében a kutyak intact epidermisének és folliculusainak
hamsejtieiben, a verejtékmirigy-, illetve a faggyumirigy-hamsejtekben vizsgaltuk a
keresztreaktivitast. A claudin-3 és -4 molekulak esetén kutya elvaltozasmentes bdrének
apocrin-mirigyhamsejtjeiben (verejtékmirigy-hamsejtekben) vizsgaltuk az immunreaktivitast.
A claudin-5 fehérje esetén kutya elvaltozasmentes bérében a vér- és nyirokerek endothel
sejtieiben tanulmanyoztuk az immunreaktivitast. A claudin-7 molekuldk esetén kutya
elvaltozasmentes bérének verejtékmirigy-hamsejtjeiben vizsgaltuk a reakciét (Tablazat 2.).
(Eredmények: 6.1.2. fejezet, 35. oldal.)

Antitest Bels6 pozitiv kontrollok
Claudin-1 Intact bér: epidermis stratum spinosumanak és a folliculusok ktilsé
gydkérhamhivelyének sejtjei; sebocytak és apocrin hamsejtek.
Claudin-3 Intact bér: faggyumirigy- és verejtékmirigy-hamsejtek.
Claudin-4 Intact bér: faggyumirigy- és verejtékmirigy-hamsejtek.
Claudin-5 Intact bér: dermalis vér- és nyirokerek endothelsejtjei.
Claudin-7 Intact bér: verejtékmirigy-hamsejtek.

Tablazat 2. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt kutyakbdl szarmazé, belsé
pozitiv kontroll szévetek.

A tovabbiakban az anyag és médszer kdvetkezd fejezeteit, az anti-claudin-1, -3, -4, -
5 és -7 antitestekre alapozott, harom kulénb6z6 iranyu vizsgalatnak megfeleléen taglalom, a

jobb attekinthetéség és a kévethetéség érdekében.
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5.2. Tumordiagnosztika
5.2.1. Claudin-5 expresszios vizsgalatok kutyak haemangiosarcomajaban

A vizsgalatainkhoz a SZIE-AOTK Koérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékére
2004. januar 1. és 2011. december 31-e k&zétt, diagnosztikai célbol beklldétt, kutyakbol
szarmazo6, mltétileg eltavolitott, biopsias (67 minta) és necropsias (28 minta) daganatos
vizsgalati anyagokat haszndltunk fel. Az megvizsgalt, 6sszesen 95 tumor minta
kérszdvettanilag neoplasticus orsdsejtes komponenseket tartalmazé daganatszévet volt
(Tablazat 3.).

Szdévetminta (tumor) Esetszam Szdévetminta (tumor) Esetszam
1. HSA capillaris differencialt 4 10. Cardialis rhabdomyosarcoma 3
2. HSA cavernous differencialt 11 11. MPNSTs 3
3. HSA solid tipusu differencialatlan 11 12. Orsésejtes melanoma 4
4. Haemangioma 9 13. Synovialis sarcoma 4
5. Lymphangioma 3 14. Osteosarcoma 5
6. Haemangiopericytoma 7 15. Chondrosarcoma 4
7. Fibrosarcoma 11 16. Benignus fibroblast proliferatio 5
8. Myxosarcoma 3 17. Vaginalis leiomyoma 5
9. Leiomyosarcoma 3 Osszesen: 95

Tablazat 3. A vizsgalatba bevont orsésejtes daganatok 6sszesitése.

A mintakat szobahémérsékleten, 24 éran at, 8 %-os pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehid-
oldatban konzervaltuk. Az igy nyert szévetmintdkat Shandon excesior szdvetel6készitd
automataval tettik alkalmassa a tovabbi feldolgozasra. Az automata szbvetel6készitégép a
14 6ras programja alatt 6 Iépcsds felszallé alkohol-sorozat (4 x 1 6ra, majd 2 x 1,5 6ra) és 3
Iépcsbs felszalld xylol-sorozat (3 x 1 éra) utan 3 l1épésben (3 x 80 perc) 60 °C-os paraffinnal
(Shandon Histoplast Pelletised Paraffin Wax) kontaminalta a szdvetmintdkat. A
szOvetelbkészitést a paraffinos beagyazas kévette. A paraffinos blokkokbdl 3-4 um
vastagsagu metszeteket készitettink, amelyeket haematoxylinnal és eosinnal festettink
meg, Shandon Varistain 24-4 automata festégép segitségével. A metszeteket Nikon
Optiphot-2 tipusu fénymikroszkép segitségével analizaltuk. Az optimalis, standard
koérilmények kdzoétt konzervalt mintakon Kivil, 10, nem pufferolt, nem neutralis, 15 %-0s
formalinban 2 hétig fixalt, haemangiosarcoma mintat (5 cavernosus, 1 capillaris, 4 solid
tipust) is bevalogattunk a vizsgalatainkba.

A tovabbiakban az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a metszeteket kétszer valtott
xylolban (2x10 percen keresztil), majd haromszor valtott alkoholban (3x5 percen at 100%-
0s, 70%-0os és 50%-os alkohol) deparaffinaltuk, majd 1x-es PBS-sel val6 mosas utan

antigénfeltarast végeztink. Az antigének feltdrasa magas hémérsékleten, mikrohullammal
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(30 perc, 800 W) tértént, kiegészitve Target Retrieval Solution feltar6 oldattal (DAKO,
Glostrup, Dania, pH 6). Az endogen-peroxidaz aktivitasat 0,3%-os H,O.-dal, metanolban
blokkoltuk 5 percen keresztil. A vizsgalatainkhoz felhasznalt antitesteket tablazatban
foglaltuk 6ssze (Tablazat 4.). Az immunhisztokémiai reakciékat avidin-biotin
immunperoxidaz rendszerrel (DAKO LSAB2 Kit) és DAB (diamino-benzidin) kromogénnel
tettik lathatova. A kontrasztfestés Mayer-féle haemalaunnal toértént. A negativ kontroll
metszeteket az els6dleges antitestek kihagyasaval készitettik. Az immunhisztokémiai
reakciok kiértékelése soran kuilsdé pozitiv kontrollként, kutya intact dermalis kis artériait

hasznaltuk.

. anti-claudin-5 (monoclonalis egér ellenanyag, 1:100, Zymed Inc.)

. anti-CD31 (monoclonalis egér ellenanyag, higitas 1:80, DAKO)

. anti-von-Willebrand faktor (WWWF) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:50, DAKO)

. anti-vimentin (monoclonalis egér ellenanyag, 1:200, DAKO)

. anti-a-smooth muscle actin (a-SMA) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:8000, Sigma)
. anti-S-100 protein (polyclonalis nyul ellenanyag, 1:50, DAKO)

. anti-neuron specific enolase (NSE) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:100, DAKO)

0 N OO ok~ WN =

. anti-Melan-A (monoclonalis egér ellenanyag, 1:50, DAKO)

Tablazat 4a. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran felhasznalt ellenanyagok 6sszesitése.

1. anti-claudin-5 endothel specifikus TJ protein (membran)

2. anti-CD31 endothelialis marker (membran)

3. anti-von-Willebrand faktor endothelialis marker (membran)

4. anti-vimentin mesenchymalis marker (cytoplasma)

5. anti-a-smooth muscle actin izommarker (cytoplasma)

6. anti-S-100 protein neurogen, melanocyta marker (cytoplasma, nucleus)
7. anti-neuron specific enolase neurogen marker (cytoplasma)

8. anti-Melan-A melanocyta marker (nucleus)

Tablazat 4b. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran felhasznalt ellenanyagok specifitasa.

Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése soran Nikon Optiphot-2 tipusu
fénymikroszkép segitségével, 10 nagy nagyitasu, random szelektalt latbmezében tértént. A
pozitiv immunreakciét mutaté daganatsejtek ardnya alapjan a kévetkez8 scoring-rendszert
alkalmaztuk: 0 (negativ) = 0-5%; 1=5-20%; 2 =20 -40%; 3 =40-60%; 4 =60 -80%; 5 =
80 - 100% tumorsejt pozitivitas (Tablazat 5.).
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Tumorsejt pozitivitas Score
0-5% 0
5-20 % 1
20-40 % 2
40 - 60 % 3
60 — 80 % 4
80— 100 % 5

Tablazat 5. Az immunhisztokémai reakciok kiértékelése soran
hasznalt scoring-rendszer.

A megvizsgalt mintakban tapasztalt claudin-5 reaktivitasokat, a korabbi fejezetben leirt,
megbizhatd, kilsd pozitiv kontrollhoz viszonyitottuk. Ha a mintakban medfigyelt claudin-5
immunreaktivitds megegyez6 volt a kulsdé pozitiv kontroll mintaban észleltekkel, akkor az
Jntenziv” jelzét hasznaltuk a reakcié leirasara, ha kevésbé volt erés, akkor a ,gyenge” jelzét
alkalmaztuk.

Az eredmények kiértékelésénél kutyakbdl szarmazéd, kilsé pozitiv kontrollokat
hasznaltunk: haemangiosarcoma CD 31 és vWf, fibroma vimentin, leiomyoma a-SMA,
schwannoma S-100 protein, illetve NSE, és melanoma Melan-A esetén. (Eredmények:
6.2.1. fejezet, 37. oldal.)

5.2.2. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A necropsias vizsgalataink soran, 10 HSA szévetmintat izolaltunk, amelyeket -80 C°
fokon taroltunk. A kovetkezbd Ilépésben 10 um vastagsagu fagyasztott metszeteket
készitettink a Semmelweis Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Il. szamu Pathologiai
Intézetében. A metszeteket 2x5 perces foszfat-pufferolt sboldatban (PBS-ben) térténé mosas
utan 30 percig BSA-val (Bovine serum albumin) szobah&mérsékleten kezeltlk a nem
specifikus kétddések kizarasa végett. Ezek utan a metszeteket anti-claudin-5-tel kezeltik
éjszakan at 4 °C-on. A tovabbiakban a fluoreszcensen jeldlt masodlagos antitestekkel
(AlexaFluor TM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) inkubaltuk a metszeteket
szobahémérsékleten, 30 percen keresztul. A fedés FluoroMount fluoreszcens fed6anyaggal
(Dako, Glostrup, Dania) tértént, amelyhez eléz6leg 1 pg/ml 4,6-diamidino-fenilindol kék
fluoreszcens magfestéket kevertliink. Konfokalis 1ézer mikroszk6pos vizsgalatainkat a
Semmelweis Egyetem Humanmorfoldgiai és Fejlédésbiologiai Intézetében végeztik, Nikon
Eclipse E800 mikroszkdpra szerelt Bio-Rad Radiance 2100 tipusu konfokalis 1ézer scanning
berendezéssel, illetve a Bio-Rad LaserSharp 2000 szoftverrel. (Eredmények: 6.2.2. fejezet,
41. oldal.)
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5.2.3. Lép mintak vizsgalata claudin-5 és CD31 markerekkel

A daganat mintak mellett megvizsgaltunk 14 nem daganatos |ép mintat: 4 intact
Iépszbvetet, 5 lymphoid hyperplasia indukalta acut intrapulparis haematomat és 5 szerviilg,
idUlt intrapulparis haematomat. A megvizsgalt 26 haemangiosarcoma minta kézul 16 volt 1ép
eredetl, amelyek kézul 12 indukalt [ép haematomat. A 6 haemangioma minta kézul 2, mig a
11 fibrosarcoma kozUll 3 szarmazott haematomas |épbél. Ezeket a mintakat anti-claudin-5 és
anti-CD31 markerekkel vizsgaltuk (Tablazat 6.). (Eredmények: 6.2.3. fejezet, 42. oldal.)

Léphaematoma tipusa Mintaszam (db)
1. Lymphoid hyperplasia (acut haematoma) 5 (5/14)
2. Szervil6 idult haematoma 5 (5/14)
3. Lép HSA (acut haematoma) 12 (12/16/26)
4. Lép HA (acut haematoma) 2 (2/6)
5. Lép fibrosarcoma (acut haematoma) 3 (3/11)

Tablazat 6. A megvizsgalat Iéphaematomak megoszlasa.

5.2.4. Claudin-7 expresszios vizsgalatok kutyak cholangiocellularis és hepatocellularis

proliferativ elvaltozasaiban

A vizsgalataink soran a SZIE-AOTK Kérbonctani és lgazsagugyi Allatorvostani
Tanszékére 2004. januar 1. és 2009. december 31-e kdz6tt, diagnosztikai célbdl bekildatt,

kutyakbol szarmazd necropsias vizsgalati anyagokat (n =108) hasznaltunk fel (Tablazat 7.).

Minta Minta szam (db)
1. Cholangiocellularis hyperplasia (CCH) 6
2. Cholangiocellularis adenoma (CAD) 10
3. Differencialt cholangiocellularis carcinoma (dCCC) 15
4. Differencialatlan cholangiocellularis carcinoma (nCCC) 6
5. Intact extrahepaticus epeut 6
6. Intact epehdlyag 8
7. Cyticus mucinosus hyperplasias epehdlyag 5

Tablazat 7.a. Az immunhisztokémiai vizsgalatba bevont epeuti mintak (n=56).
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Minta

1. Intact majszdvet

2. Hepatocellularis nodularis hyperplasia (HNH)

3. Hepatocellularis adenoma (HAD)

4. Differencialt hepatocellularis carcinoma (dHCC)

5. Differencialatlan hepatocellularis carcinoma (nHCC)

Minta szam (db)

15
10
6
15
6

Tablazat 7.b. Az immunhisztokémiai vizsgalatba bevont majszéveti mintak (n=52).

A mintak konzervalasanal, korszovettani és immunhisztokémiai feldolgozasanal

utalnék az el6z6 fejezetre. A vizsgalatok soran anti-claudin-7 (polyoclonalis nyul ellenanyag,

1:80 higitds, Zymed Inc.) ellenanyagot hasznaltunk fel. A reakciok kiértékelésénél a

kévetkez6 scoring rendszert hasznaltuk, (-) negativ; (+) < 25% sejtpozitivitas; (++) 25-50%

sejtpozitivitas; (+++) 50-75% sejtpozitivitas; 75-100% sejtpozitivitas 10, nagy nagyitasu

(200x), randon szelektalt latomezében detektalt tumorsejtre vonatkoztatva (Tablazat 8.). A

megvizsgalt mintakban tapasztalt claudin-7 immunreaktivitasokat, a korabbi alfejezetben leirt

(Lasd. 5.1.2. alfejezet), megbizhatd, pozitiv kontrollhoz viszonyitottuk. Ha a mintakban

megfigyelt claudin-7 reakcié megegyezd volt a kilsd pozitiv kontroll mintaban észleltekkel,

akkor az ,intenziv’ jelz6t hasznaltuk a reakcié leirdsara, ha kevésbé volt erés, akkor a

,gyenge” jelz6t alkalmaztuk. (Eredmények: 6.2.4. fejezet, 46. oldal.)

Tumorsejtpozitivitas:

0

<25%

25-50%

50-75%

75-100%

Scoring:

++

++

frar

frar

Tablazat 8. Az immunhisztokémiai reakcidk kiértékelésénél alkalmazott scoring-rendszer.

5.2.5. Claudin-1 expresszios vizsgalatok kutyak fusocellularis daganataiban

A vizsgalatainkhoz a SZIE-AOTK Kérbonctani és Igazsagigyi Allatorvostani

Tanszékére 2004. januar 1. és 2011. majus 31-e kdzott, diagnosztikai célbol bekiildétt,

kutyakbol szarmazé, mitétileg eltavolitott, biopsias (n = 155) és necropsias (n = 58) mintakat

hasznaltunk fel. Az megvizsgalt, 6sszesen 213 minta kézul, 10 intact periférids ideg volt,

amelyeket pozitiv kontrollként hasznaltunk,

tobbi

199 minta kilénb6zd tipusuy,

kérszdvettanilag neoplasticus orsésejtes komponenseket tartalmazoé tumorszdvet volt, illetve

4 liposarcomat vizsgaltunk (Tablazat 9.).
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Tumor Mintaszam Tumor Mintaszam

(db) (db)
1.a. Schwannoma 4 14. Anaplasticus sarcoma 8
1.b. Neurofibroma 8 15. Amelanoticus orsésejtes melanoma 8
1.c. Perineurioma 8 16. Histiocytas sarcoma 8
2. MPNST 16 17. Orsésejtes carcinoma 8
3. Meningeoma 6 18. Myoepithelioma 8
4. Fibroma 6 19. Complex carcinoma 8
5. Leiomyoma 6 20. Cardialis rhabdomyosarcoma 5
6. Myxoma 6 21. Synovialis sarcoma 4
7. Orsésejtes haemangioma 4 22. Osteosarcoma 5
8. Orsosejtes lipoma 2 23. Chondrosarcoma 4
9. Fibrohistiocytas nodulus 4 24.a. Haemangiopericytoma 10
10. Fibrosarcoma 8 24.b. Myopericytoma 8
11. Leiomyosarcoma 8 24.c. Angioleiomyoma 6
12. Myxosarcoma 6 24.d. Angioleiomyosarcoma 4
13. Solid haemangiosarcoma 8 24.e. Angiofibroma 3

Tablazat 9. Kutyakbdl szarmazo, anti-claudin-1 antitesttel megvizsgalt, orsosejtes daganat mintak
(n=199).

A immunhisztokémiai vizsgalatok soran a kovetkezd antitesteket alkalmaztuk: anti-
claudin-1 (polyclonalis nyul ellenanyag, higitas 1:100, Zymed Inc.), anti-S-100 protein
(polyclonalis nyul ellenanyag, higitas 1:50, DAKO), anti-neuron specific enolase (NSE)
(monoclonalis egér ellenanyag, higitas 1:100, DAKO), anti-a-smooth muscle actin (a-SMA)
(monoclonalis egér ellenanyag, higitds 1:8000, Sigma), anti-vimentin (monoclonalis egér
ellenanyag, higitds 1:200, DAKO), anti-cytokeratin AE1-AE3 (monoclonalis egér
ellenanyag, 1:100 higitas, DAKO), anti-claudin-5 (monoclonalis egér ellenanyag, 1:100
higitas, Zymed Inc.), anti-Melan-A (monoclonalis egér ellenanyag, 1:50 higitas, DAKO), anti-
heavy caldesmon (monoclonalis egér ellenanyag, higitas 1:50, DAKO), anti-calponin
(monoclonalis egér ellenanyag, higitas 1:30,000, Sigma) és anti-desmin (monoclonalis egér
ellenanyag, higitas 1:400, Novocastra).

A mintak konzervalasanal, korszovettani és immunhisztokémiai feldolgozasanal
utalnék a korabbi alfejezetre (Lasd. 5.2.1. alfejezet). A claudin-1 és S-100 protein esetén a
reakciok kiértékelésénél hasznalt scoring rendszer esetén utalunk a korabbi alfejezetre
(Lasd. 5.2.4. alfejezet).

A megyvizsgalt mintdkban tapasztalt claudin-1 reaktivitasokat, a korabbi alfejezetben
leirt (Lasd. 5.1.2. alfejezet), megbizhat6, kontrollhoz viszonyitottuk. Ha a mintakban
medfigyelt claudin-1 immunreaktivithis megegyezd volt a kilsé pozitiv kontroll mintaban
észleltekkel, akkor az ,intenziv” jelz6t hasznaltuk a reakcio leirdsara, ha kevésbé volt erds,

akkor a ,gyenge” jelz6t alkalmaztuk. Az egyéb antitestek esetén (chondroma S-100 protein,
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schwannoma NSE, pericyta a-SMA és calponin, mastocytoma vimentin, emlémirigy
pancytokeratin, HSA claudin-5, melanoma Melan-A, m. arrector pili heavy caldesmon és
desmin) a reakciok kiértékelésénél kutyakbdl szarmazd, kilsé pozitiv kontrollokat

hasznaltunk. (Eredmények: 6.2.5. fejezet, 49. oldal.)

5.3. Tumorprogressio

5.3.1. Claudin-1,-3,-4,-5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak eml6daganataiban

A vizsgalatainkhoz a SZIE-AOTK Koérbonctani és Igazsagigyi Allatorvostani
Tanszékére 2008. januar 1. és 2010. december 31-e kdz6tt, diagnosztikai célbdl bekildatt,
kutyakbol szarmazo, mitétileg eltavolitott, biopsias és postmortalis vizsgalatra kuldoétt
tetemekbdl izolalt, necropsias emlémirigymintakat hasznaltunk fel. A megvizsgalt, 6sszesen
145 minta kozul, 20 intact emlémirigy volt, amelyeket a tovabbiakban pozitiv kontrollként
hasznaltunk, a tébbi 125 minta részben joindulatu simplex proliferativ elvaltozas, részben
primer és secunder, kiilonb6zd malignitasi fokozatu simplex carcinoma volt (Tablazat 10.).

A kutyak rosszindulatu elsédleges emlémirigydaganatai alapvetéen harom nagy
csoportba sorolhatok: 1. Simplex carcinomak; 2. Complex carcinomak; 3. Egyéb szdveti
eredetl malignoméak. Az els6 csoportra jellemzd, hogy a malignus daganat tisztan, az
emlémirigy epithelialis sejtjeibdl (az alveolaris és/vagy a ductalis hamsejtekbdl) indul ki. A
masodik daganatcsoportot az emlémirigy hamsejtjeib8l és az alveolusokat, valamint a
tejelvezetd csatornacskakat koruldleld myoepithelsejtekbdl kiinduld, neoplasticus sejtek
egymassal kevered®, malignus burjanzasa jellemzi. Az allatorvosi emlédaganatpatolégia, a
prognosztikai informacidkat nyujtd, human diagnosztikai patolégiaban kidolgozott grading-
rendszert atvette, specializalta a kutyak simplex infiltrald6 emlémirigycarinomaira. A
gradinggel a kutyak simplex emlérakjanak a differencialtsagat, azaz a malignitasi fokat
hatarozhatjuk meg. A numericus grading soran figyelembe vesszik a simplex emlérak
allomanyaban (1) a tubulus formalédas meértékét, (2) az osztdédd daganatsejtek szamat
(mitoticus indexet) és (3) a sejtmagok alakjanak, nagysaganak, chromatin allomanyanak
variabilitasat. Mindharom paraméter 1-3 pontig osztalyozhat6, igy a kapott pontok dsszege
3-9 kozott valtozhat. Az els6 paraméter esetén az 1 pont azt jelenti, hogy a simplex emlérak
allomanyaban nagy aranyban (>50%), mig 3 pont esetén nem, vagy csak kis aranyban (<10
%) tapasztalhaté tubulusképzés. A masodik paraméter pontozasa a kdvetkezbképpen
alakul: 1 pont ha tiz nagy nagyitasu (400x) latéterenkét egy osztodd daganatsejt figyelhetd
meg, illetve 2 pont ha 2-3, 3 pont ha ennél nagyobb a mitoticus sejtszam. A harmadik
paraméter esetén 1 pont ha enyhe nuclearis pleomorphismust érzékellink, 2 pont a kézepes
és 3 pont a kifejezett sejtmag polymorphismus. A pontozasos rendszerbdl kitlinik, hogy minél

magasabb a harom paraméter pontjainak &sszege, annal differencialatlanabb a simplex
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eml6érak. Ennek figyelembevételével harom grade-szintet kulonitink el: grade | (jol
differencialt, 3-5 pont), grade Il (k6zepesen differencialt, 6-7 pont) és grade lll (rosszul
differencialt, 8-9 pont) (Goldschmidt et al., 2011).

Emlémirigy szévetminta Mintaszam (db)

1. Intact eml&mirigy 20
2. Lobularis hyperplasia 15
3. Simplex adenoma 20
4. In situ carcinoma 20
5. Grade l-es infiltral6 simplex carcinoma 20
6. Grade ll-es infiltral6 simplex carcinoma 20
7. Grade lll-es infiltralé simplex carcinoma 20
8. Secunder grade lll-as simplex carcinoma 10
(pulmonalis metastasis)

Tablazat 10. Claudin-expresszios vizsgalatokba bevalogatott,
kutyakbdl szarmazé emlémirigymintak ésszefoglalo tablazata.

A mintak konzervalasanal, korszdvettani és immunhisztokémiai feldolgozasanal
utalnék a korabbi alfejezetre (Lasd. 5.2.1. alfejezet). A vizsgalatok soran felhasznalt

antitesteket tablazatban foglaltam 6ssze (Tablazat 11.).

Antitest Higitas Antitest tipusa Antitestet el6allito vallalat
Claudin-1 1:100 Polyclonalis nyul Zymed (Francisco, CA, USA)
Claudin-3 1:80 Polyclonalis nyul Zymed (Francisco, CA, USA)
Claudin-4 1:100 Monoclonalis egér Zymed (Francisco, CA, USA)
Claudin-5 1:100 Monoclonalis egér Zymed (Francisco, CA, USA)
Claudin-7 1:80 Polyclonalis nyul Zymed (Francisco, CA, USA)

Tablazat 11. A claudin-expressziés vizsgalatok soran felhasznalt antitestek.

A reakcidk kiértékelésénél hasznalt scoring rendszer esetén utalunk a korabbi

alfejezetre (Lasd. 5.2.4. alfejezet).

Az intact emlédmirigyekben, illetve proliferativ elvaltozasaiban tapasztalt claudin
reaktivitisokat, a korabbi fejezetben leirt, megbizhaté, kullsé pozitiv kontrollokhoz
viszonyitottuk. Ha az emlémirigyekben, valamint proliferativ elvaltozasaiban megfigyelt
claudin immunreaktivitds megegyez8 volt a kilsé pozitiv kontroll mintakban észleltekkel,
akkor az ,intenziv’ jelz6t hasznaltuk a reakcié leirdsara, ha kevésbé volt erés, akkor a

~gyenge” jelz6t alkalmaztuk.
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5.3.2. Széveti multiblokk technika / Tissue Micro-Array

A vizsgéalataink soran 18 intact emlémirigyet tartalmaz6é konvencionalis
(hagyomanyos), donor, paraffinos blokkokbdl verticalis pozicioju, 2 mm atmérdji
szdvetmintakat (hengereket) vettink ki, manualis extractor segitségével és helyeztiink bele

harom 24 hengerminta befogadasara alkalmas un. recipiens, szdveti multiblokkba (8. abra).

8. abra A. A 2 mm-atmér6ji hengerminta eltavolitasa a hagyomanyos paraffinos donor blokkbal,
manualis extractor segitségével. B. Az eltavolitott hengerminta behelyezése a recipiens TMA-
multiblokkba. C. A hengerminta, beagyazott emIémirigyrészletet tartalmazo, distalis polusa és a
proximalis informaciomentes paraffinos rész.

Ennek segitségével egyetlen targylemezen egyszerre 24 szévetmintat tesztelhettiink
standard kortlmények kozoétt, egyetlen szdvetfestési, ill. immunhisztokémiai reakcidhoz
szlkséges reagens-mennyiséggel, ami jelentds anyagi megtakaritast biztositott. A
vizsgalataink soran egyetlen emlémintabol négy széveti hengert tavolitottunk el és
helyeztiink a szdveti multiblokk egy soraba, igy lehetévé valt 18 eset feldolgozasa 3 szdveti
multiblokk segitségével.

A szdveti multiblokk technika, vagy Tissue Micro-Array (TMA) soran a konvencionalis
korszovettani paraffinos blokkokbdl, megfelel6 technikai kivitelezéssel kisméreti
szbvethengereket tavolitunk el, amelyeket az un. recipiens, vagy paraffinos multiblokkba (9.
abra) helyezve és azokbdl metszeteket készitve lehetévé valik egyetlen targylemezen
nagyszamu eset (akar tébb mint 1000) azonos kérilmények kdzott megfestett mintainak
vizsgalata. Az elkészllt szdveti multiblokkokat 15-20 percre termosztatba (56-58°C)
helyeztik a szbveti hengerek és a recipiens paraffin blokk k&zétti szoros kapcsol6das
kialakitasa végett, amely elengedhetetlen a késébbi 3-4 pm-es metszetek, mikrotdmmal

torténd készitéséhez
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9. abra A. Huszonnégy (6x4) minta befogadasara alkalmas recipiens, paraffinos, széveti TMA-
multiblokk. B. A TMA-multiblokkbdl készitett HE- és immunhisztokémiai metszetek.

A munkank soran alkalmazott, magyar feltalalok altal 2002-ben kifejlesztett szdveti
multiblokk eléallitd kézi készllék (Tissue MicroArray Builder Manual Set) egy, az un. donor
paraffin blokkokbol a 2 mm atmérdji széveti hengert eltavolitd lyukasztd extraktorbdl és a
TMA blokk dntdmintajabdl all. Az utdbbi dntéforma két, egy felsé és alsé részbdl all, amelyek
k6zll az utdbbi két szélén kbzépen egy-egy, a felsé részen ezeknek megfeleld, szimmetrikus
helyen talalhaté furatokba illeszkedd, fémtovis talalhatd, amelyek a felsé-als6 részek
horizontalis, egymashoz vald régzitését segitik. Az alsé rész kézepén 6 sorba és 4 oszlopba
rendezve, 2 mm atméréji €s 6 mm magas fémtiiskék helyezédnek, amelyek az un. recipiens
paraffinos multiblokk befogadé furatainak kialakitasara szolgalnak. A felsd rész centralisan a
24 also tiskének megfeleld helyen kimart és felsd felszinén a szdvettani kazettat befogado
peremmel rendelkezik (10. abra).

© ¢
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10. abra A -B. A TMA-multiblokk készitéséhez sziikséges Tissue MicroArray Builder Manual Set.

A szdveti multiblokk készitése soran az 6sszeillesztett felsd, alsd részek kdzil a fels6

kimart részébe helyezzik a blokktartdé kazettat, majd abba és az alatta 1évé fémiregbe toltjik
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a folyékony paraffint, hogy egységes recipiens blokkhoz jussunk. A paraffin megfelelé
meértéki dermedése utan évatosan, a felsd rész diagonalis polusain talalhaté csavarmenetes
furatokba helyezett csavarok segitségével eltavolitjuk a két részt egymastol, majd a felsé
részbdl kiemeljik a benne maradt, kész szdveti multiblokkot, vagy recipiens blokkot (11.
abra). (Eredmények: 6.3.1. fejezet, 55. oldal.)

11. abra A -B. A TMA-multiblokk készitésének m(iveleti fazisai.

5.3.3. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A SZIE AOTK Kérbonctani és Igazsagugyi Allatorvostani Tanszéken végzett
necropsias vizsgalataink soran, kiirtott vagy elhullott, 6 - 8 éves, 6 szuka kutya intakt
inguinalis emlémirigyébdl vettink szdévetmintakat, amelyeket -80 °C fokon taroltuk. A
koévetkez6 lépésben 10 um vastagsagu fagyasztott metszeteket készitettlink a Semmelweis
Egyetem Il. szdmu Pathologiai Intézetében. A metszeteket 2x5 perces foszfat-pufferolt
sboldatban (PBS-ben) térténé mosas utan 30 percig BSA-val (Bovine serum albumin)
szobahémérsékleten kezeltik a nem specifikus kétédések kizarasa végett. Ezek utan a
metszeteket a 10. Tablazatban felsorolt antitestekkel kezeltik egy éjszakan at 4 °C-on. A
tovabbiakban a fluoreszcensen jel6lt masodlagos antitestekkel (AlexaFluor TM, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) inkubaltuk a metszeteket szobahémérsékleten, 30 percen keresztil. A
fedés FluoroMount fluoreszcens fedéanyaggal (Dako, Glostrup, Dania) tértént, amelyhez
elézéleg 1 pg/ml 4,6-diamidino-fenilindol kék fluoreszcens magfestéket kevertink.

Konfokalis |ézer mikroszkdépos vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem
Humanmorfoldgiai és Fejlédésbioldgiai Intézetében végeztik Nikon Eclipse E800
mikroszképra szerelt Bio-Rad Radiance 2100 tipusu konfokalis |ézer scanning
berendezéssel, illetve a Bio-Rad LaserSharp 2000 szoftverrel. (Eredmények: 6.3.2. fejezet,
58. oldal.)
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5.3.4. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak low grade colorectalis

adenocarcinomaiban

A vizsgalatainkhoz a SZIE-AOTK Kérbonctani és Igazsagigyi Allatorvostani

Tanszékére 2005. januar 1. és 2008. decenber 31-e k6z6tt, diagnosztikai célbdl bekildstt,
kutyakbol szarmazé, mudtétileg eltavolitott, biopsids (n = 20) és postmortalis vizsgalatra
kuldétt tetemekbdl izolalt, necropsias intact colorectalis szévetmintakat (n = 10) hasznaltunk
fel. A megvizsgalt, 6sszesen 30 minta kdzul, tehat 10 intact colorectum volt, amelyeket a
tovabbiakban pozitiv kontrollként hasznaltunk.
A kutyak colorectalis carcinomait, a differencialtsag szempontjabdl két csoportra osztjuk: (1)
differencialt/low grade és (2) differencialatlan (rosszul differencialt)/high grade csoportokra. A
low grade tipusra jellemzd, hogy a propria mirigyekbdl kiinduld, elsédleges mirigyhamrak
tubulusokat, papillaris projectumokat képezve burjanzik, allomanyaban nem figyelheték meg
solid atypicus sejtfészkek, viszonyla alacsony mitoticus indexxel rendelkezik és ritkan képez
attéteket. Ezzel szemben a high grade tipusu vastagbélrakok, kisebb mértékben képeznek
tubulopapillaris koérszdvettani  strukturakat (>50%), nagyobb szamban figyelheté meg
allomanyukban solid sejtfészek, nagyobb a mitoticus- és az apoptoticus index, agresszivebb-
gyorsabb ndvekedési tendencia, valamint nagyobb foku metastasiskészség jellemzi. Mindkét
csoport esetében a malignitasi fok meghatarozasa mellett, a human daganatpatologiabdl
atvett stadiumbeosztast hasznaljuk a prognosztikai informacié nyerése céljabdl (Head et al.,
2002).

Az immunhisztokémiai reakciok Kkivitelezésénél és kiértékelésénél a korabbi
alfejezetben leirt mddszert (Lasd. 5.2.1. alfejezet), kilsé pozitiv kontrollokat, illetve

pontozasos (scoring) rendszert alkalmaztuk. (Eredmények: 6.3.3. fejezet, 59. oldal.)

5.3.5. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak hepatoid-sejtes

mirigydaganataiban

A vizsgalataink soran felhasznalt, kutyak intact hepatoid-sejtes mirigyeinek (n = 10)
és azok proliferativ elvaltozasainak (n = 67) biopsias mintajat, kérszdvettani diagnozis végett
kiildték a SZIE-AOTK Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékére 2008. januar 1.
és 2010. december 31-e kdzott. A vizsgalataink soran perianalis, egészséges hepatoid-
sejtes mirigymintat [n = 10; 3 szuka és 7 kan; atlagéletkor: 7,3 év (5-10 év)], tovabba
hepatoid-sejtes nodularis (gbbds) hyperplasiat [n = 10; 6 szuka és 4 kan; atlagéletkor: 9,2 év
(8-12 év)], adenomat [n = 12; 6 szuka és 6 kan; atlagéletkor: 8,6 év (7-10 év)], epitheliomat

[n = 15; 8 szuka és 7 kan; atlagéletkor: 9,9 év (7-13 év)), differencialt carcinomat [n = 15; 9

30



szuka és 6 kan; atlagéletkor: 10,7 év (8-15 év)] és differencialatlan carcinomat [n = 15; 11
szuka és 4 kan; atlagéletkor: 12,4 év (9-16 év)] tanulmanyoztunk.

A mintak feldolgozasanal, az immunhisztokémiai reakciok Kkivitelezésénél és
kiértékelésénél a korabbi alfejezetekben leirt mdédszert, pozitiv kontrollokat (Lasd. 5.1.2.
alfejezet), illetve pontozasos (scoring) rendszert alkalmaztuk (Lasd. 5.2.4. alfejezet).
(Eredmények: 6.3.4. fejezet, 63. oldal.)

5.3.6. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expressziés vizsgalatok kutyak hasnyalmirigyének

acinaris sejtes exocrin carcinomaiban

Vizsgalataink soran 2002. januar 1. és 2010. december 31-e kdzétt, a SZIE-AOTK
Kaérbonctani és Igazsagligyi Allatorvostani Tanszékén 40 kutya tetembdl izolaltunk pancreas
mintakat. A vizsgalatra bevont szdvetek a kdvetkezdk voltak: elvaltozasmentes pancreas [n =
10; 6 szuka és 6 kan; atlagéletkor: 6,4 év (4-10 év)], differencialt acinaris sejtes exoctrin
pancreas carcinoma [n = 10; 2 szuka és 8 kan; atlagéletkor: 11 év (8-14 év)],
differencialatlan acinaris sejtes exocrin pancreas carcinoma [n = 10; 5 szuka és 5 kan;
atlagéletkor: 10,1 év (8-16 év)], differencialt acinaris sejtes exocrin pancreas carcinoma
intrahepaticus metastasisa (n = 5) és differencialatlan acinaris sejtes exocrin pancreas
carcinoma intrahepaticus metastasisa (n = 5).

A mintak feldolgozasanal, az immunhisztokémiai reakciok Kkivitelezésénél és
kiértékelésénél a korabbi fejezetben leirt modszert, kilsé pozitiv kontrollokat, illetve a
korabbi alfejezetben leirt (Lasd. 5.2.4. alfejezet) pontozasos (scoring) rendszert

alkalmaztuk. (Eredmények: 6.3.5. fejezet, 67. oldal.)

5.4. Angiogenesis vizsgalatok
5.4.1. Claudin-5 alapu, tumor-indukalt neoangiogenesis vizsgalatok kutyak

emlétumoraiban

Vizsgalataink soran 2006. januar 1. és 2008. december 31-e kdzétt, a SZIE-AOTK
Korbonctani és lgazsagligyi Allatorvostani Tanszékére diagnosztikai célbdl beérkezett,
kutyakbol szarmazo, 8 %-os pufferolt formaldehid-oldatban, szobahémérsékleten, 24 6ran at
konzervalt, emlémirigy bioptatumokat hasznaltunk fel. A paraffinos blokkba agyazott mintak
k6zott: normalis emlémirigy (n = 5), simplex adenoma (n = 12), complex carcinoma (n = 18),
differencialt grade I-es infiltral6 simplex carcinoma (n = 20), differencialatlan grade lIll-as
infiltralé simplex carcinoma (n = 20) és pulmonalis secunder grade lIll-as infiltrald simplex

carcinoma (n = 10) volt. A daganatok érképzd (angiogen) tulajdonsaganak jellemzése végett,
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morphometriai modszerrel, mikroérs(iriség vizsgalatokat végeztink, a kutyak elsédleges és
attéti daganataiban 1évé vérereket jol feltiintetd, endothel-specifikus claudin-5 ellenanyag
segitségével. Az immunhisztokémiai mddszer kivitelezésénél utalunk a korabbi afejezetre
(Lasd. 5.2.1. alfejezet).

Az emlédaganatok érdenzitasanak, mikroérsiriiségének (MVD, Microvessel denstiy),
vagy microvascularisaltsaganak meghatarozasanal a daganatok allomanyaban, az endothel-
specifikus anti-claudin-5 ellenanyaggal jeldlt metszetekben, a leginkdbb vascularisaltnak
tin6, négy kulénbdzé terlletet (hot spots) megkerestik és 200x-os nagyitas mellett
digitalizalt felvételt készitettink. A fotodokumentumokat a tovabbiakban, a claudin-5
immunreaktivitdsra alapozva, Leica QWin V3.3.0 software (Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK) segitségével kvantifikaltuk. A claudin-5 pozitiv terileteket
pixel %-ban fejeztik ki. (Eredmények: 6.4.1. fejezet, 72. oldal.)

5.4.2. Claudin-5 alapu, idiilt gyulladas hatasara kialalkulé6 neoangiogenesis vizsgalat
kutyakban

A munkank soran a SZIE AOTK Kérbonctani és Igazsagigyi Allatorvostani
tanszékére 2008. januar 1. és december 31-e kdzott beérkezett, 15 kutya bérébél sebészileg
eltavolitott, 8 %-os pufferolt formaldehid-oldatban konzervalt bioptatumokat elemeztik. A
fixalas utan elkészilt paraffinos blokkokbdl 3-4 um vastagsagu metszeteket készitettiink,
amelyeket haematoxilinnal és eosinnal festetttk meg. Az immunhisztokémiai modszer
kivitelezésénél a korabbi leirasunkra utalunk (Lasd. 5.2.1. alfejezet). Az immunhisztokémiai
vizsgalatainkhoz anti-claudin-5 ellenanyagot (1:100 higitas, egér monoclonalis ellenanyag,
Zymed Inc.) hasznaltunk. (Eredmények: 6.4.2. fejezet, 75. oldal.)

5.4.3. Claudin-5 alapu, arteriolaris hyperplasia vizsgalatok kutyak majaban

A munkank soran a SZIE AOTK Kérbonctani és lgazsagigyi Allatorvostani
tanszékére 2002. januar 1. és 2010. december 31-e kozbtt beérkezett, 25 meg nem
hatarozott oktanu majbeteg kutya [9 szuka és 16 kan; atlagéletkor: 2,7 év (1-6 év)] majabdl
sebészileg, illetve endoscopos mintavételezés altal eltavolitott, 8 %-os pufferolt formaldehid-
oldatban konzervalt bioptatumokat elemeztiik. A standardizalé vizsgalatainkhoz 5 kutya
tetembél [3 szuka és 2 kan; atlagéletkor: 8,4 év (6-10 év)] szarmazo, elvaltozasmentes
majmintat vontunk be. A fixalds utan elkészlilt paraffinos blokkokbdl 3-4 uym vastagsagu
metszeteket készitettink, amelyeket haematoxilinnal és eosinnal festettink meg. A

majelvaltozasok patoldgiai diagnosztikajat a WSAVA Standards for clinical and histological

32



diagnosis of canine and feline liver disease cim( Kklinikopatolégiai kényvre alapoztuk
(Rothuizen et al., 2006). Az immunhisztokémiai modszer Kkivitelezésénél a korabbi
leirasunkra utalunk (Lasd. 5.2.1. alfejezet). Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran anti-
claudin-5 ellenanyagot (1:100 higitas, egér monoclonalis ellenanyag, Zymed Inc.)
hasznaltuk fel.

A kutyakbol szarmazé, intact necropsias majmintakban végzett kérszdvettani
vizsgalataink soran a Nikon Optiphot-2 tipusu fénymikroszkdp, illetve ahhoz adaptalt
oculometer segitségével, kétdimenziés quantitativ histomorphometriai vizsgalatokat
végeztink. Ennek soran megmértik az altalunk kis- (90 — 300 um), kézépnagy- (300 — 800
pm) és nagy csoportba (> 800 um) sorolt portalis terillet legnagyobb hosszanti atmérgjét,
tovabba megszamoltuk ezen szdveti terlletekben észlelhetd portalis hepaticus arteriolak,
portalis venulak és portalis nyirokerek szamat. A kovetkezd [épésben a majbiopsias
mintakban végeztik el az el6bbi harom histomorphometriai paraméter vizsgalatat,
tanulmanyozva a portalis arterioldk, venuldk és nyirokerek szambeli valtozasat.
(Eredmények: 6.4.3. fejezet, 76. oldal.)

33



6. Eredmények

6.1. Pozitiv kontrollok
6.1.1. Kiils6 human pozitiv kontrollok

Az anti-claudin-1-el végzett vizsgalataink soran human normal bérmintat hasznaltunk
kulsé pozitiv kontrollként, amelyben a stratum spinosum rétegében |évé hamsejtekben (2.A.
abra), illetve a faggyumirigyeket felépité sebocytakban tapasztaltunk intenziv lateralis
membran pozitivitast (2.B. abra).

2. abra Human normal bérminta. Claudin-1 kllsé pozitiv kontrollok. A. Jél lathatd az intact bér
keratinocytainak linearis membran pozitivitdsa (barna szinreakcio) (IH, 400x). B. Claudin-1 membran
pozitivitast mutaté sebocytak intact faggyumirigyben (IH, 200x).

Az anti-claudin-3-mal és az anti-claudin-4-el végzett vizsgalataink soran human
intact colon nyalkahartyat hasznaltunk kontrollként, amelyben az enterocytdkban intenziv
basolateralis membran pozitivitast tapasztaltunk (3.A. abra). Az anti-claudin-5-tel végzett
vizsgalataink soran human intact bért hasznaltunk kilsé pozitiv kontrollként, amelyben a

dermalis vérerek endothelsejtjei mutattak intenziv membran immunreaktivitast (3.B. abra).

3. abra Human, kiils6 pozitiv kontrollok. A. Jol lathatod az intact remesebél colonocytainak claudin-3
membran pozitivitasa (IH, 200x). B. Claudin-5 membran pozitivitas jeleit mutatd endotheliocytdk intact
dermalis kis artériakban (IH, 200x).
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Az anti-claudin-7-tel végzett vizsgalataink soran human emlémirigybdl kiinduld

fibroadenomat (FA) hasznaltunk kontrollként, amelynek benignus hamsejtjei lateralis

membran pozitivitdst mutattak (4. abra). A vizsgalataink soran részben az els6dleges

antitestek kihagyasaval végzett reakciokat, illetve részben a mirigylebenykék kozétti és koruli

fibroblast sejteket hasznaltuk negativ kontrollként.

4. abra Claudin-7 kilsé pozitiv human kontroll. A. Human emlIémirigy FA. Jol érzékelhet6 a benignus

luminalis epithel sejtek linearis claudin-7 membran pozitivitasa, a claudin-7 negativ, jéindulatian
burjanzo fibroblastokkal (negativ kontrollokkal) kérulélelve (IH, 200x). B. Nagyobb nagyitasu felvétel a
FA-rol (IH, 400x).

6.1.2. Bels6 pozitiv kontrollok
Immunhisztokémiai vizsgalataink soran a koévetkez6 megbizhatdé belsé pozitiv

kontrollokat szelektaltuk. A claudin-1 protein esetében a kutyak intact epidermisének és

folliculusainak hamseijtjeiben, a verejtékmirigy- (5.A. abra), illetve a faggyumirigy-

hamsejtekben (5.B. abra) intenziv membran pozitivitast tapasztaltunk.

e -y pr— - *
5. abra Belsd pozitiv kontrollok. A. Kutya intact apocrin mirigyhamsejtjeiben észlelhetd linearis
claudin-1 membran pozitivitas (IH, 400x). B. Claudin-1 linearis immunreaktivitas kutya intact
faggyumirigyének sebocytaiban (IH, 400x).
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A claudin-3 (6.A. abra) és -4 molekulak (6.B. abra) esetén intenziv membran

pozitivitast tapasztaltunk az apocrin-mirigyhamsejtekben (verejtékmirigy-hamsejtekben).

6. abra Belsd pozitiv kontrollok. A. Claudin-3 linearis, pozitiv membran reakcio, kutya intact
verejtékmirigyében (IH, 400x). B. Claudin-4 linearis membran immunreaktivitas, kutya egészséges
apocrin mirigyében (IH, 400x).

A claudin-5 integrans fehérje vizsgalata soran a vér- és nyirokerek endothel sejtjeiben
figyeltink meg erés, membran immunreaktivitast (7. A. abra). A claudin-7 molekulak esetén
intenziv. membran pozitivitdst tapasztaltunk az apocrin-mirigyhamsejtekben (7.B. abra)
(Jakab et al., 2008e).

7. abra Bels6 pozitiv kontrollok. A. Intenziv claudin-5 membran pozitiv endothelsejtek kutya
elvéltozdsmentes dermalis kis artériaiban (IH, 400x). B. Intenziv, linearis claudin-7 membran
immunreaktivitas, kutya intact apocrin mirigyhamsejtjeiben (IH, 400x).

A dolgozat kévetkezd fejezeteit a tovabbiakban az anti-claudin-1, -3, -4, -5 és -7
antitestekre alapozott, harom kilénb6z6 iranyu vizsgalatnak megfeleléen taglalom, a jobb

attekinthet6ség és a kdvethetéség érdekében.
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6.2. Tumordiagnosztika
6.2.1. Claudin-5 expresszios vizsgalatok kutyak haemangiosarcomajaban

Az endothel markerekkel (vWf, CD31, claudin-5) végzett immunhisztokémiai
vizsgalataink soran az endothelialis daganatokban eltéré pozitvitdst észleltink. A nem
endothelialis tumorok parenchyma sejtjei az endothel markerekre negativitast mutattak. A
jéindulatt haemangioma és lymphangioma esetén mindharom antitesttel 100%-o0s
pozitivitast tapasztaltunk. A 26 HSA koézil 8-ban (30,77%), 3 cavernosusban, 5 solidban vWf
negativitast észleltiink. Ezzel szemben valamennyi HSA minta (100%) intenziv diffuz CD31

és claudin-5 membran pozitivitast mutatott (Tablazat 12.).

Szévetminta (tumor) Esetszam B N vWf CD31 Claudin-
5

1. HSA capillaris tipusu differencialt 4 P=4 P=4 P=4

2. HSA cavernous tipusu differencialt 11 P=8 P=11 P=11
N=3

3. HSA solid tipusu differencialatlan 11 5 6 P=6 P=11 P=11
N=5

4. Haemangioma (5 cavernosus, 1 9 9 - P=8 P=8 P=8

capillaris, 1 orsosejtes, 1 arteriovenosus 1

angiolipoma)

5. Lymphangioma 3 - P=3 P=3 P =3
6. Haemangiopericytoma 7 - N N N
7. Fibrosarcoma 11 11 - N N N
8. Myxosarcoma 3 3 - N N N
9. Leiomyosarcoma 3 - 3 N N N
10. Cardialis rhabdomyosarcoma 3 - 3 N N N
11. MPNSTs 3 2 1 N N N
12. Orsésejtes melanoma 4 4 - N N N
13. Synovialis sarcoma 4 2 2 N N N
14. Osteosarcoma 5 - 5 N N N
15. Chondrosarcoma 4 4 - N N N
16. Benignus fibroblast proliferatio 5 5 - N N N
17. Vaginalis leiomyoma 5 1 4 N N N
Osszesen: 95 67 28

Tablazat 12. A megvizsgalt, kutyakbol szarmazoé orsésejtes komponens(, a HSA-tél differencial
diagnosztizalanddé daganatok vWf, CD31 és claudin-5 immunreaktivitasa. Jeldlések: B = Biopsia; N =
Necropsia; P = Pozitiv, N = Negativ.
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Az altalunk hasznalt semiquantitativ pontozasi rendszerben a differencialt (capillaris,
cavernosus tipusu) HSA daganatsejtek 70-100%-a mutatott CD31 pozitivitast (atlagpont:
4,88), mig a differencialt HSA neoplasticus sejtek 90-100%-a claudin-5 pozitiv volt
(atlagpont: 4,96) (12. abra). Ugyanez az arany a differencialatlan (solid tipusu) HSA-ban a
kévetkezd volt: 40-100% CD31 pozitivitas (atlagpont: 4,44), illetve 90-100% claudin-5
pozitivitas (atlagpont: 4,84) (13.A-B. abra) (Tablazat 13.).

12. abra Kutyabol szarmaz6 HSA. A. Cavernosus tipusu HSA (HE 200x) B Intenziv diffuz claudin-5
memban pozitivitds a malignus endothelioblastokban a cavernosus tipusi HSA-ban (IH, 200x). C.
Capillaris tipusu HSA (HE, 200x). D. Intenziv diffuz claudin-5 memban pozitivitas a malignus
endothelioblastokban a capillaris tipusu HSA-ban (IH, 200x)

Endothel Capillaris és cavernosus tipusu Solid tipusu
marker differencialt HSA differencialatlan HSA
CD31 4,88 (4,7 -5) 4,44 (4,1-4,7)

Claudin-5 4,96 (4,9-5) 4,84 (4,7 -5)

Tablazat 13. A CD31 és claudin-5 endothel markerekkel végzett immunhisztokémiai reakciok
pontozasos rendszerben megadott eredményének ésszehasonlitéd tablazata.

38



A megvizsgalt, nem endothelialis eredetli daganatokban a tumor-indukalt mikroerek

endothel sejtjei intenziv CD31 és claudin-5 pozitivitast adtak (13.C-D. és 14. abra).

13 abra A. Solld differencialatian HSA (HE, 200x). B. lefuz |nten2|v egyertelmu claudln 5
membran pozitivitas a solid HSA-ban (IH, 200x). C. Solid HSA-szer( koérszévettani megjelenési
fibrosarcoma allomanya tumor-indukalt mikroerekkel és multiplex vérzéssel (HE, 100x). D. A
fibrosarcoma sejtek claudin-5 negativitast, mig az intratumoralis mikroerek endothelsejtjei intenziv

claudin-5 pozitivitast mutatnak (belsé pozitiv kontroll) (IH, 100x).

. abra A. Jol vascularisalt haemangiopericytoma (HE 400x) B A claudin-5 negativ
haemangiopericytoma allomanyaban claudin-5 pozitiv mikroerek (IH, 400x).
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Valamennyi, nem pufferolt, nem semlegesitett 15 %-0s formaldehid-oldatban 2-4
hétig tulfixalt HSA minta esetében intenziv claudin-5 membran pozitivitast tapasztaltunk.
Ezzel szemben a tizbél nyolc minta CD31 negativnak bizonyult, illetve a két CD31 pozitiv
tulkonzervalt minta egyikében volt csak gyenge, nem diffuz, multifocalis CD31

immunreaktivitas (15. abra).

kozott, talkonzervalt HSA-ban (IH, 200x). B. Intenziv, difflz, claudin-5 membranpozitivitas a tulfixalt
HSA-ban (IH, 200x).

A jéindulatt  haemangiomak és lymphangiomak esetén  mindharom
endothelspecifikus antitesttel (anti-vWf, anti-CD31, anti-claudin-5) 100%-0s pozitivitast
tapasztaltunk. Egy esetben, rutin kérszbvettani vizsgalattal benignus fusocellularis
mesenchymalis tumornak t(ind, orsésejtes haemangioma excisionalis bioptatum (16. abra),
iletve egy esetben egy benignus mesenchymoma, Tru-cut biopsias tlvel vett core
bioptatumanak, ugynevezett angiolipomanak korrekt definitiv diagnozisat segitette a claudin-
5 marker (17. abra).

claudin-5 pozitivitast mutaté benignus endothel sejtek (nyilak), claudin-5 negativ fibroblastok és
collagen rostok egylttes burjanzasa az orsésejtes haemangiomaban (IH, 200x).
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17. abra A. A core-bioptatum korszévettani felvételén nyilakkal jel6lve lathatd az angiolipoma
haemangioma komponense (HE, 200x). B. Intenziv claudin-5 membran pozitivitas (nyilak) az
angiolipoma benignus endothel sejtjeiben (IH, 200x).

6.2.2. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A konfokalis mikroszkopos vizsgalataink soran intenziv claudin-5 membranreakciot
(jelet) észleltik a tumoros endothelioblastok membranjaban, mind az egysoros daganatos
endothelbéléssel rendelkezé (18.A. abra), mind a tdbbsoros neoplasticus endothelsejt
réteggel rendelkezd (18.B. abra) cavernosus HSA-ak esetében. Az alapveté morfologiai
eltérés a paraffinos blokkokra alapozott imunhisztokémiai vizsgalataink és a konfokalis
mikroszkdpos vizsgalataink esetén az volt, hogy az elsé esetben a claudin-5 membran
pozitivitas barna szinreakcié formajaban (DAB-chromogen) volt észlelhetd vildgos hattérben,
az utobbi esetben viszont zéld, intenzivebb (fluoreszcensen jel6lt masodik antitestek), térben
jobban definiadlhaté membranreaktivitast észlelehettiink sétét hattérben. Mindkét esetben kék
sejtmagelszinez8dést tapasztalhattunk (hemalaun hattérfestés; 4,6-diamidino-fenilindol kék

fluoreszcens magfesték).

| = g £ A A

18. abra A. Az egyrétegi endothelbéssel rendelkezd, cavernosus HSA claudin-5 expresszios
mintazata (z6ld szinreakcid) konfokalis mikroszkdpos felvételen. A sejtmagok a sétét hattérben kék
szinben lathaték (100x). B. Claudin-5 expressziés mintazat a tébbréteg(i daganatos endothelsejt

béléssel rendelkez6, cavernosus HSA-ban (Konfokalis mikroszkdpos felvétel, 100x).
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A solid HSA mintakban szintén intenziv claudin-5 membranpozitivitast tapasztaltunk (19.A.

abra). Egy esetben vegyes korszdvettani megjelenésli, cavernosus-solid tipusu HSA-t
vizsgaltunk (19.B. abra).

19. abra A. Claudin-5 expressziés mintazat a solid HSA-ban (Konfokalis mikroszképos felvétel, 200x)
B. A felvételen a vegyes tipusu, cavernosus-solid HSA claudin-5 expressziés mintazata lathato
(Konfokalis mikroszképos felvétel, 100x) (Jakab et al., 2009h).

6.2.3. Lépmintak vizsgalata claudin-5 és CD31 markerekkel

A megvizsgalt intact |épmintakban (20.A. abra) a CD31 a continualis
endotheliumban, igy a trabecularis artériak és vénak, tovabba a centralis artériakban pozitiv
reakciot adott, viszont a discontinualis endothelben, igy a vérds pulpa sinusaiban, tovabba a
capillarisokban CD31 negativitast tapasztaltunk (20.B. abra). Az anti-claudin-5-tel végzett
vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy mind a continualis, mind a discontinualis endothelium

intenziv, diffuz, jol értékelheté mebranpozitivitast mutatott (21. abra).

¢ ..L r X,

p kdzéps6 részén és a jobb felsd sarokban a
fehér pulpat képviseld, periarterialis lymphaticus hively lathatd a centralis kis artériak kordl, illetve
kérnyezetikben a vérrel telt vorés pulpa sinusok és simaizomszévetben gazdag trabeculak (HE, 40x).
B. CD31 immunhisztokémiai reakcio kutyabdl szarmazé intact 1épszévetben. CD31 negativ
discontinualis endothelium lathatd a vords pulpaban (I1H, 40x).
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21. abra A-B. Claudin-5 |mmunh|sztokem|a| reak0|o kutyabol szarmazé intact Iepszovetben Jol
lathatd barna szinreakcié formajaban a discontinualis claudin-5 pozitiv endothellel bélelt sinus
rendszer (IH, A: 40x, B: 100x).

A lymphocytak, a macrophagok, a stromalis sejtek, az extramedullaris haemopoeticus
Ossejtek, tovabba a trabecularis és capsularis simaizomsejtek, a visceralis peritoneum
mesothelsejtjei nem expresszaltdk a claudin-5 molekulat. Fals pozitiv reakciét adtak a
metszetekben a siderocytak (haemosiderint termeld falosejtek), illetve a cytoplasmajukban
felhalmozodott haemosiderin pigment (22. abra).

. - o o
22. abraA Léphaematoma kornyezeteben kialakult siderocyta proliferatio (ny|Iak) (HE, 200x). B. Fals
claudin-5 pozitiv siderocytak a Iépben (nyilak) (IH, 200x).

Az intrapulparis acut léphaematomak vizsgalata soran a CD31-el szemben, a vords
pulpa sinusait bélel6 endothelium kitlind claudin-5 pozitiv belsé kontrollként miikddstt. Ennek
megfeleléen egyértelmld claudin-5 pozitivitast talaltunk mind a peritumoralis pozitiv
kontrollban, mind a primer [ép HA-akban és HSA-akban (23. abra).
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23. y , prler HSA kdrnyezetében a vords pulpa szévet (L)
B. Megbizhato belsé pozitiv kontrollként szolgal6 sinus endothelium (L) a claudin-5 pozitiv HSA
kérnyezetében (IH, 40x).

A claudin-5 jol értékelhetd pozitivitdst adott az endothelialis daganatok (HA, HSA)
indukalta [éphaematomakban (24- 25. abra), mig claudin-5 negativitast tapasztaltunk a solid
HSA-szerl megjelenési léptumorok (fibrosarcomak) intrapulparis vérémlenyeiben (26.A.

abra).

24, abra A. Lép eredetd, differencialatlan, primer HSA esetén kialakult acut [éphaematoma
makroszképos felvétele. B. Az intrapulparis haematoma metszéslapja.

(csillag) (HE, 200x). B. Claudin-5 pozitivitas a solid HSA-ban, a kérnyezetben kiterjedt claudin-5
negativ extravasalddott vordsveérsejttdbmeg (csillag) (IH, 200x).

44



A fibrotisalédd, szervild, idult I1éphaematomak vizsgalata soran CD31 negativ,
claudin-5 pozitiv endothellel bélelt, torzult szerkezetl sinusrendszert és claudin-5 negativ

proliferald fibroblastokat figyeltink meg (26.B. abra).

26. abra A. Lép eredeti solid, differencialatlan primer HSA-szer( kérszdvettani megjelenésd, claudin-

5 negativ fibrosarcoma (FS) indukalta heveny Iéphaematoma (csillag) (IH, 200x). B. Claudin-5 pozitiv,
deformalodott szdvettani szerkezet( sinusok a Iépfibrosis kérnyezetében (csillag) (IH, 100x).

A lymphoid hyperplasiak esetén kialakuld Iéphaematomakban jél értékelhetd claudin-
5 pozitivitast tapasztaltunk a perifollicularis lymphoid tliiszdk nyitott capillarisaiban, claudin-5
negativ nyiroksejt allomannyal (27. abra). (Kévetkeztetések: 7.1.1. fejezet, 79. oldal.)

F 5 ‘ ¥ = . ’ &" .h'r[fr" ; *‘ <
27. abra A. Lymphoid hyperplasia (LH) indukalta heveny Iéphaematoma (csillag) (HE, 100x). B.
Claudin-5 pozitiv nyitott, desorganisalt capillarisok a claudin-5 negativ proliferalé lymphoid sejtek (LH)
perifériajan (IH, 200x).
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6.2.4. Claudin-7 expresszios vizsgalatok kutyak cholangiocellularis és hepatocellularis
proliferativ elvaltozasaiban

A vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy valamennyi intact majszévetben a
hepatocytak, a sinusokat és a portalis ereket bélelé endothel sejtek, a portalis fibroblastok, a
sejtjei és a mesothelialis sejtek claudin-7 negativak voltak. Ezzel szemben valamennyi intact
maj mintaban (15/15; 100%) az epeutakban, atmérétél fliggetlendl, a cholangiocytak (biliaris
epithelsejtek) intenziv (++++) basolateralis claudin-7 membranpozitivitdst mutattak (28.

abra).

* 19 * [
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A
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28. abra A. Intenziv, claudin-7 membranpozitivitast mutaté intact cholangiocytak, claudin-7 negativ
majsejtek kérnyezetében (csillag) (IH, 100x). B. Nagyobb nagyitasu felvétel a claudin-7 pozitiv epeuti
hamsejtekrél és a claudin-7 negativ majsejtekrdl (csillag) (IH, 400x).

Valamennyi benignus és malignus proliferativ biliaris epithel elvaltozasban, igy a
CCH (6/6; 100%), CAD (10/10; 100%), dCCC (15/15; 100%) és nCCC mintakban (6/6;
100%) diffuz, intenziv (++++) basolateralis claudin-7 membranpozitivitast észleltink (29.

abra).
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29 abra A. Intenziv, claudin-7 membran p02|t|V|tas dCCC ban (IH, 200x) B. Nagyobb nagyitésu
felvétel a claudin-7 pozitiv dCCC-rél (IH, 400x). C. A dCCC-hoz hasonlé, intenziv claudin-7 pozitivitas
nCCC-ban, claudin-7 negativ peritumoralis majsejtekkel (IH, 100x). D. Nagyobb nagyitasu felvétel a

claudin-7 pozitiv nCCC-rél és a negativ belsé kontrollrél (IH, 200x).

Valamennyi intact extrahepaticus epeuti (6/6; 100%), epehdlyag (8/8; 100%) (30.
abra) és cysticus mucinosus epeholyag hyperplasias minta (5/5; 100%) diffaz, intenziv

(++++) claudin-7 membranpozitivitast adott.

30 abra A. Intenzw claudln 7 membranpozitivitas intact epeholyaghamban és mirigyeiben (IH, 200x).
B. Nagyobb nagyitasu felvétel (IH, 400x).
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A vizsgalataink soran valamennyi intact majszéveti mintdban a majsejtek, tovabba a
benignus majsejtburjanzasok: HNH (10/10; 100%), HAD (6/6; 100%) claudin-7 negativnak
bizonyultak. A dCCC-val és a nCCC-val (31.A. abra) szemben mind a dHCC (15/15; 100%)
(31.B. abra), mind a nHCC (6/6; 100%) mintak szintén claudin-7 negativnak bizonyultak (32.
abra). (Kovetkeztetések: 7.1.2. fejezet, 83. oldal.)

T % ] __,.-;;_jl.".h_#'_ _'._-'il..:
31. abra A. A nCCC solid, a dHCC-hoz és a nHCC-hoz hasonl6 kérszévettani megjelenése (HE,
200x). B. A dHCC korszovettani fenotipusa (HE, 200x).

4 - ‘i’;‘ % -)__ 4 L‘} b . - '\‘ .4
32. abra Claudin-7 negativ dHCC. A. (HE, 200x). B. (IH, 200x).
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6.2.5. Claudin-1 expresszios vizsgalatok kutyak fusocellularis daganataiban

A vizsgalatok soran az intact periférias idegek perineurialis epitheloid sejtjeiben
intenziv (++++) claudin-1 membranpozitivitast és S-100 protein negativitast tapasztaltunk
(33-34.A. abra). A Schwann sejtek és a perineurialis fibroblastok claudin-1 negativnak

bizonyultak.

A\-‘ﬂ\_r‘"—"".// & \‘\ e

33. A. abra Claudin-1 pozitiv perineurialis eEJitheIoid sejtek (nyil) a claudin-1 negativ Schwann sejtek
(csillag) kortil, kutya intact periférias idegében (HE, 200x). B. (IH, 400x).

A cBPNST mintak: (1) a schwannomak (4/4; 100%) claudin-1 negativnak bizonyultak
(34.B. abra), (2) a neurofibromak (8/8; 100%) nem diffuz, intenziv (+ - +++) claudin-1
pozitivitast mutattak (34.C. abra), (3) a perineuriomak (8/8; 100%) pedig diffuz, intenziv
(++++) claudin-1 membran immunreaktivak voltak (34.D. abra). Valamennyi cMPNST minta
(16/16; 100%) claudin-1 pozitiv volt. H&t cMPNST (7/16; 43,75%) mutatott diffuz, intenziv
(++++) membran pozitivitast (35.A-B. abra), hat (6/16; 37,5%) mintaban tapasztaltunk diffuz,
intenziv (+++) pozitivitast (35.C. abra), é€s harom tumor (3/16; 18,75%) mutatott diffuz,
intenziv (++) immunreaktivitast (35.D. abra). A cMPNST mintdkban a daganatos Schwann

sejtek és a perineurialis fibroblastok claudin-1 negativnak bizonyultak.
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34. A. abra Claudin-1 pozitiv perineurialis epitheloid sejtek és claudin-1 negativ Schwann sejtek az
intact periférias idegben (IH, 400x). Inzert: S-100 protein negativ perineurialis sejtek (nyil) és S-100
protein pozitiv Schwann sejtek (kontrollok, IH, 400x). B. Claudin-1 negativ schwannoma (IH, 400x).
Inzert: S-100 protein (++++) pozitivitds a schwannomaban (IH, 400x). C. Claudin-1 (++) pozitiv
neurofibroma (IH, 400x). Inzert: S-100 protein (++) pozitivitds a neurofiboromaban (IH, 400x). D.
Claudin-1 (++++) pozitiv plexiform perineurioma (IH, 400x). Inzert: S-100 protein negativitas a
plexiform perineuriomaban (IH, 400x).

Valamennyi psammomatosus meningeoma, illetve a peritumoralis nem daganatos
meningotheliocytak claudin-1 immunonegativitdst mutattak. A fiboroma, leiomyoma, myxoma,
orsosejtes haemangioma, az orsosejtes lipoma, a fibrohistiocytas nodulus, a fibrosarcoma, a
leiomyosarcoma, a myxosarcoma, a solid haemangiosarcoma, a liposarcoma, az orsésejtes
amelanoticus melanoma, a histiocytas sarcoma, a myoepithelioma, a complex emlémirigy
carcinomak daganatos myoepithelial komponense, a cardialis rhabdomyosarcoma, a
monofazisos synovialis sarcoma, az osteosarcoma és a chondrosarcoma claudin-1

negativnak bizonyultak.

50



S i A \ Tiv PR e, N B g :
35. A-B. abra Diffuz, intenziv (++++) claudin-1 pozitivitas cMPNST-ban (IH, 200x, 400x). Inzert: S-100
protein (+) pozitivitas a cMPNST-ban (IH, 400x). C. Diffuz, intenziv (+++) claudin-1 pozitivitas
cMPNST-ban (IH, 400x). Inzert: S-100 protein (++) pozitivitas a cMPNST-ban (IH, 400x). D Diffuz,
intenziv (++) claudin-1 pozitivitas cMPNST-ban (IH, 400x). Inzert: S-100 protein (+++) pozitivitas a
cMPNST-ban (IH, 400x).

Az orsésejtes laphamrak mintak (8/8; 100%) intenziv, diffuz (+++ - ++++) claudin-1
membranpozitivitast mutattak (36.A. abra). A complex emlémirigy carcinomakban a
neoplasticus luminalis epithel sejtek mebmranjaban tapasztaltunk intenziv claudin-1
immunreaktivitast (36.B. abra). A cPWT csoportban a haemangiopericytomak (cHP) (10/10;
100%) intenziv, diffuz, (+++ - ++++) (36.C-D. abra), illetve a myopericytomak (cMPC)

gyenge, elszért (+) claudin-1 membranpozitivitast mutattak (37.A-B. abra).
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36. A. abra Difflz, intenziv (++++) claudin-1 pozitivitas az orsosejtes Iaphamrakban (IH 400x). B.
Claudin-1 pozitiv daganatos emlémirigy luminalis epithel sejtek, claudin-1 negativ tumoros
myoepithelsejtek kdrnyezetében complex emlémirigy carcinomaban (IH, 200x). Inzert: S-100 protein
pozitivitas a complex emlédmirigy carcinoma myoepithel komponensében (IH, 400x). C-D. Difflz,
intenziv (++++) claudin-1 pozitivitas haemangiopericytomaban (IH, 200x, 400x). Inzert: a-SMA
pozitivitas a HP-ban (IH, 400x).

g
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37 A-B. abra Gyenge, elszort (+) claudln 1 p02|t|V|tasa MPC- ban (IH, 200x 400x) Inzert: a- SMA

pozitivitas a MPC-ban (IH, 400x).

Az egyéb eredetl benignus és malignus tumorok, illetve a cFHN mintak claudin-1

negativnak bizonyultak.
Az intact periférias idegekben a Schwann sejtek diffuz, intenziv (++++) S-100 protein
cytoplasmaticus pozitivitast, mig a perineurialis fibroblastok S-100 protein negativitast

mutattak. A cBPNST mintak: (1) a schwannomak diffuz, intenziv (+++ - ++++) S-100 protein
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pozitivitast; (2) a neurofibromak nem-diffiz, intenziv (++ - +++) S-100 protein pozitivitast, (3)
a perineuriomak pedig S-100 protein negativitast mutattak. A claudin-1 (++++) pozitivitast
mutaté hét cMPNST minta (+) S-100 protein pozitivitast, a claudin-1 (+++) pozitivitast mutatd
hat cMPNST mintabdl: négy tumor (++) S-100 protein pozitivitast és két daganat (+) S-100
protein pozitivitast, tovabba a claudin-1 (++) pozitiv cMPNST mintakbdl: ketté (+++) S-100
protein pozitivitast és egy minta (+) S-100 protein pozitivitast mutatott. A complex emIlémirigy
cacinomak a daganatos myoepithelsejtjeik révén, nem diffuz, intenziv, cytoplasmaticus S-
100 protein pozitivitast mutattak. A psammomatosus meningeomak, az orsosejtes
amelanoticus melanomak, a myoepitheliomak as a chondrosarcomak intenziv, diffuz (+++ -
++++) S-100 protein pozitivitast mutattak. Az egyéb eredetl mintak S-100 protein negativak
voltak.

A cBPNST mintak kézdl: (1) harom schwannoma (3/4) mutatott NSE negativitast, egy
elszért, cytoplasmaticus NSE pozitivitast; (2) hat neurofibroma (6/8) mutatott NSE
negativitast, illetve kett6 (2/8) elszért, cytoplasmaticus NSE pozitivitast; (3) a perineuriomak
NSE negativnak bizonyultak. Tizenegy cMPNST (11/16) volt NSE negativ, 6t (5/16) mutatott
elszort NSE immunreaktivitast. Az egyéb eredetli bevalogatott mintdk NSE negativak voltak.

A leiomyomak, a leiomyosarcomak, a myoepitheliomak, a cardialis
rhabdomyosarcomak, a cHP-ak, cMPC-ak, cALM-ak és a cALMS-ak diffuz, intenziv (+++ -
++++), illetve a complex carcinomak nem diffuz, intenziv (++ - +++) a-SMA pozitivitast
mutattak. Az egyéb eredetl mintak a-SMA negativnak bizonyultak. Valamennyi cPWT minta
vimentin pozitiv volt. A cHP, a cMPC, a cAGF heavy caldesmon negativhak, a cALM és a
cALMS heavy caldesmon pozitivhak bizonyult. A cAGF-en kivdl, valamennyi cPWT minta

calponin pozitvitast mutatott. Desmin pozitiv a cMPC, a cALM és a cALMS volt (Tabl. 14.).

Perivascularis érfal tumor/ Claudin-1 a-SMA Heavy Calponin Desmin Vimentin
Ellenanyag caldesmon

1. Hemangiopericytoma P p p =)
(n=10) (Interfl\i)+++_ (F++-++++) N (+H+-t++) N (++++)

2. Myopericytoma (n=8) P P N P P P
(gyenge, +) (+++-++++) (+++-++++) (++-+++) (++++)

3. Angioleiomyoma (n=6) N P P P P P
(++++) (++++) (++++) (+++-++++) (++++)

4. Qnglolelomyosarcoma \ p p p p p
(n=4) (++++) (++++) (++++) (+++-++++) (++++)

5. Angiofibroma (n=3) P
N N N N N (++++)

Osszesen: 31

Tablazat 14. A perivacularis érfaleredetl tumorok immunhisztokémiai vizsgalatainak eredményei (P =
pozitiv, N = negativ).
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Az immunhisztokémiai vizsgalati

eredményeinket a nem perivacularis eredtd

daganatok esetén is tablazatba foglaltuk 6ssze (Tablazat 15.). (Kévetkeztetések: 7.1.3.

fejezet, 84. oldal.)

Tumor/Ellenanyag Claudin- S-100

1 protein

1. a. Schwannoma (n=4) N =]

(FH+-++++)

1. b. Neurofibroma (n=8) P =]
(+-+++) (++-+++)

1. c. Perineurioma (n=8) P N

(++++)

2. cMPNST (n=16) [ P

(++-+++) (+-+++)

3. Psammomatosus meningeoma

(n=6) N (+++.lj-+++)
4. Fibroma (n=6) N N
5. Leiomyoma (n=6) N N
6. Myxoma (n=6) N N
7. Orsosejtes haemangioma (n=4) N N
8. Orsosejtes lipoma (n=2) N N
9. Fibrohistiocytas nodulus (n=6) N N
10. Fibrosarcoma (n=8) N N
11. Leiomyosarcoma (n=8) N N
12. Myxosarcoma (n=6) N N
13. Solid haemangiosarcoma (n=8) N N
14. Anaplasticus sarcoma (n=8) N N
15. Amelanoticus orsosejtes p
melanoma (n=8) N

(FH+-++++)

16. Histiocytas sarcoma (n=8)

N N
17. Orsosejtes carcinoma (n=38) P N
(++++)
18. Myoepithelioma (n=8) N P
(++++)
19. Complex carcinoma (n=8) P P
(+-++) (++-+++)
20. Cardialis rhabdomyosarcoma N N
(n=5)
21. Synovialis sarcoma (n=4) N N
22. Osteosarcoma (n=5) N N
23. Chondrosarcoma (n=4) N P

(FH+-++++)
Osszesen: 168

NSE

N (3/4)
P(1/4)(+)
N (6/8)
P (2/8)(+)

N

N (11/16)
P(6/16)(+)

N

N

a-SMA

Ne

(++++)

N

P
(+++-++++)

N
N

N

N

N

N

P
(++++)

P
(++-+++)
P
(+H+-++++)

N
N

N

Vim

P
(++++)
P
(++++)

P
(++++)

P
(FH++-++++)

P
(++++)

P
(++++)

P
(++++)

P
(++++)
P
(++++)

P
(++++)

P
(++++)
P
(++++)

P
(++++)

P
(++++)
P
(++++)

P
(++++)

P
(+++-++++)

P
(++++)

N

P
(++++)

P
(++-+++)
P
(++++)

P
(++-+++)
P
(+++-++++)
P
(+++-++++)

panCK

Claudin-5

N

N

Melan-A

N

N

Tablazat 15. A nem perivascularis érfal eredeti orsosejtes tumorok IH vizsgalati eredményei
(P=pozitiv, N=negativ).
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6.3. Tumorprogressio

6.3.1. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak eml6daganataiban

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran, a kutyak intact emlémirigyeiben, a
lebenykéket felépitd alveolusokat béleld, luminalis mirigyhamsejtek, tovabba a tejelvezetd
csatornacskakat béleld epithelsejtek membranjaban észleltik a claudin  molekulak
expressziojat. Az alveolusokat és a tejelvezetd csatornacskakat koruléleld myoepithelsejtek,
a stromat felépitd fibroblastok, az adipocytak, a reaktiv lymphocytak, a histiocytak claudin-1,
-3, -4, -5 és -7 negativitast mutattak (belsé negativ kontrollok). A stromalis nyirokerek és
vérerek endothel sejtjei claudin-5 pozitivitast adtak (belsé pozitiv kontroll). A proliferativ, nem
neoplasticus és a primer, illetve a secunder (attéti) emlédaganatokban tapasztalt claudin-1, -
3, -4, -5 és -7 immunreaktivitasok (38 - 43. abra) eredményeit tablazatban foglaltuk 6ssze
(Tablazat 16.).

38. A. abra Diffuz, linearis, |nten2|v (++++) claudin- 1 membranreaktmtas kutya mtact emlomlrlgyenek
alveolaris luminalis hamsejtjeiben. A képen fals pozitivitas észlelhet6 az alveolusok liregében
felhalmozodott secretumban (IH, 200x). B. Diffuz, linearis, intenziv (++++) claudin-1
membranpozitivitas simplex adenomaban (IH, 400x).

39. A. abra Nem diffiz (multifocalis), intenziv (+) claudln 1 membranreaktlwtas (nyllak) kutya in SItu
simplex emlémirigy carcinomajaban (IH, 400x). B. A claudin-1 molekula expressziéjanak elvesztése
grade lll-as simplex infiltralé emlécarcinomaban (IH, 400x).
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40. A. abra Diffuz, intenziv (++++) claudin-3 membran immunreaktivitas kuya intact emI6mirigyének
alveolaris luminalis hamsejtjeiben (IH, 200x). B. Diffuz, intenziv (+++) claudin-3 membranpozitivitas
grade lll-as simplex infiltralé eml&carcinomaban (IH, 400x).

J‘. ; - . , F-:'.,..' I.. ﬁ:l i : :I" I g - .I I _- ‘*r
41. A. abra Diffuz, intenziv (++++) claudin-4 membran immunreaktivitas kutya intact emlémirigyének
alveolaris luminalis hamsejtjeiben (IH, 200x). B. Diffuz, intenziv (++++) claudin-4 membranpozitivitas
grade lll-as simplex infiltralé eml&carcinomaban (IH, 400x).

42. A. ébr A claudin-1 molekula expressziojanak elvesztése kutya gradelll-as carcinomajanak
pulmonalis attétében (IH, 400x). B. Diffuz, intenziv (+++) claudin-3 membranpozitivitas grade lll-as
simplex infiltralé6 emlécarcinoma tidémetastasisaban (IH, 400x).
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- Y s, .-r !
bra Difflz, intenziv (++++) claudin-4 membranpozitivitas grade lll-as simplex infiltralo
eml6carcinoma tudéattétében (IH, 200x). B. Intenziv (+ - ++) claudin-5 membranpozitivitas secunder

grade lll-as simplex infiltralé eml&carcinomaban (IH, 400x).

Minta / Antitest Cldn-1 Cldn-3 Cldn-4 Cldn-5 Cldn-7
Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz,
1. Intact eml6mirigy intenziv intenziv intenziv gyenge intenziv
(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz,
2. Lobularis hyperplasia intenziv intenziv intenziv gyenge intenziv
(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz, Diffuz,
3. Simplex adenoma intenziv intenziv intenziv gyenge intenziv
(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Nem diffuz, Difflz, Difflz, Nem diffuz, Difflz,
4. In situ carcinoma intenziv (+) intenziv intenziv gyenge intenziv
(+++ - (+++ - (++) (++ - +++)
++++) ++++)
Negativ Difflz, Difflz, Nem diffuz, Difflz,
5. Grade l-es infiltralo simplex intenziv intenziv gyenge intenziv
carcinoma (+++ - (+++ - (++) (++ - +++)
++++) ++++)
Negativ Difflz, Difflz, Nem diffuz, Difflz,
6. Grade ll-es infiltralo simplex intenziv intenziv gyenge intenziv
carcinoma (+++ - (+++ - (+) (++ - +++)
++++) ++++)
Negativ Difflz, Difflz, Negativ Difflz,
7. Grade lll-as infiltralé simplex intenziv intenziv intenziv
carcinoma (+++ - (+++ - (++ - +++)
++++) ++++)
Negativ Difflz, Difflz, Nem diffuz, Difflz,
8. Secunder grade lll-as simplex intenziv intenziv intenziv intenziv
carcinoma (pulmonalis metastasis) (+++ - (++++) (+-++) (+++ -
++++) ++++)

Tablazat 16. Claudinexpresszios vizsgalati eredmények kutyak emlémirigyeiben és annak proliferativ
elvéltozasaiban (Cldn=claudin).

A daganatok stromajaban lévé, un. tumor-indukalt neoangiogenesis révén kialakult uj,
illetve az eredeti alapszdvet incorporalt ereibdl feléplld intratumoralis mikroerek endothel

sejtjei, intenziv claudin-5 pozitivitast mutattak. A daganatos emlémirgyekben végzett
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vizsgalatok soran, valamennyi claudin molekula esetén fals pozitiv reakciot tapasztaltunk a
neoplasticus tubulusok (neoductusok) Uregét Kkitéltd, un. Aaltejpen, az apoptotisald
tumorsejtekben, a necrotisalt szdveti terlleteken, a vérereket kitéltd szérumban, a
nyirokereket Kkit6lt6 lymphaban, a daganatos stromat infitrald, illetve intravascularisan
megjelend plasmasejtekben. A tuddattétekben a peritumoralis, kérnyezé ép bronchus-,
bronchiolus- és alveolaris hamsejtek linearis, intenziv claudin-1, -3, -4 és -7
membranpozitivitast mutattak (belsd pozitiv kontrollok). A pleura mesothel sejtjei claudin-1, -
3, -4 és -7 negativnak bizonyultak. Az intrapulmonalis vér- és nyirokerek, illetve az alveolo-
capillarisok endothel sejtjei claudin-5 pozitivitast mutattak (belsé pozitiv kontrollok),

ugyanakkor a kérnyezé ép epithelialis sejtek claudin-5 fehérje negativak voltak.

6.3.2. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A konfokalis mikroszképpal végzett vizsgalataink soran tapasztalt eredmények
megegyeztek, illetve megerdsitették a korabbi megfigyeléseinket. A claudin-1, -3, -4 és 7
molekuldk intenziv membranpozitivitast adtak az intact eml6mirigyekben (44. abra). A
claudin-5 esetében a membranpozitivitds mellett erés jelet kaptunk az endothelsejtek kdzotti
TJ strukturardl, mind a vérerek, mind a nyirokerek esetében (45. abra). (Kévetkeztetések:
7.2.1. fejezet, 90. oldal.)

44. A. abra Intenziv, linearis, diffiz claudin-3 membranpozitivitas (zold linearis jel) a kutya
emlémirigylebenykéinek alveolusait béleld hamsejtekben. A sejtmagok és a cytoplasma kék szinben
tinnek fel (Konfokalis mikroszkopos felvétel, 400x). B. J&I érzékelhetd a claudin-4 membran jel
(pozitivitas) az emlémirigylebenyke epithel sejtjeiben (Konfokalis mikroszkdpos felvétel, 200x).
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45. A. abra A felvételen a claudin-5 membranpozitivitast mutaté mirigyhamsejtek és az acinusok
kérdli, intenziv claudin-5 expresszidét mutatd vérerek endothelsejtjei lathatok (Konfokalis mikroszkopos
felvétel, 400x). B. A felvételen a perilobularis stroméban |évd, intakt nyirokereket bélel6 endothelsejtek
intenziv claudin-5 expresszidja (z6ld linearis jel) mutathat6 ki (Konfokalis mikroszkdpos felvétel, 200x).

6.3.3. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak low grade colorectalis

adenocarcinomaiban

Az intact colorectum epithelialis sejtjei (a felszini colonocytak, a mirigyhamsejtek),
tovabba mesenchymalis sejtjei claudin-1 negativitast mutattak. A vizsgalatainkba bevont, low
grade malignitasu colorectalis adenocarcinoma (cLGCC) mintak (46. abra) 45 %-aban (9/20)
nem diffuz (multifocalis), intenziv (++) claudin-1 membranpozitivitast tapasztaltunk (47.
abra). A cLGCC mintak mas részében (11/20; 55 %) a carcinoma sejtek cytoplasmaticus

claudin-1 pozitivitast mutattak.

46 abra A korszovettanl felveteleken a tubulusokat papillaris projectumokat kepezo gyulladasos
sejtekkel infiltralt, daganatos stromaval rendelkez®, mérsékelt szamban apoptoticus és osztodd
tumorsejteket tartalmazéd cLGCC lathato. A-B. (HE, A: 200x, B: 400x).
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47. abra A. A kutyakbol szarmazo, elvaltozasmentes colorectalis mucosa claudin-1 negativitast
mutatott (IH, 200x). B. Patolégias claudin-1 expresszié megjelenése a cLGCC-ben (IH, 400x). C-D. A
felvétel bal oldalan a claudin-1 pozitivitast mutaté cLGCC invaziv frontja, mig a jobb oldalon az intact,
peritumoralis vastagbélmirigyek (belsé negativ kontrollok) lathatdk (IH, C: 200x, D: 400x).

Az elvaltozasmentes colorectum epithelialis alkotéelemei, tipikusan a TJ srukturak
terlletén, lateralis, apicalis, pontszeri (nem linearis) intenziv, diffuz claudin-3
membranpozitivitast mutattak (48. A-B. abra). Az intact felszini hamsejtek, illetve a
kehelysejtek és a crypta mirigyhdmsejtek nem mutattak cytoplasmaticus claudin-3
immunreaktivitdst. A cLGCC mintakban diffuz, intenziv (++++) claudin-3 linearis
membranpozitivitast (az intact colorectumhoz képest overexpressziot) tapasztaltunk (48. C-
D. abra). A mirigyhamrak daganatsejtieibben nem tapasztaltunk extramembranosus,

cytoplasmaticus immunreaktivitast.
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48. abra A-B. A kutyakbol szarmazo, elvaltozasmentes colorectalis mucosaban az epithelialis sejtek
pontszerd, intenziv, apicalis, lateralis claudin-3 membranpozitivitast mutattak (IH, A: 200x, B: 400x). C-
D. A cLGCC mintakban, az intact mintakhoz viszonyitva, a claudin-3 molekula fokozott, diffiz,
lateralis, nem pontszer(, hanem linearis intenziv (++++) reakciojat tapasztaltuk (IH, C: 200x, D: 400x).

A claudin-4 molekula expresszidja mind az elvaltozasmentes mintakban, mind a
tumorokban hasonlé volt a claudin-3 molekula expressziéjahoz, azzal a kuldnbséggel, hogy
a cLGCC-akban (+++) pozitivitadst mutatott.

Az intact colorectalis szdvetek, illetve a cLGCC-ak epithelialis alkotéelemei claudin-5
negativitast mutattak. Az alapszévet kétészoveti vazanak vér- és nyirokereinek, tovabba a
daganat-indukalt  ujdonképzett = mikroereinek  endothelsejtjei  intenziv  claudin-5
immunreaktivitadst mutattak (belsé pozitiv kontrollok).

Az elvaltozasmentes mintak felszini hamsejtjei és mirigyhamsejtjei diffuz, intenziv,
linearis claudin-7 pozitivitast mutattak, cytoplasmaticus reakcioé jelei nélkil (49. A-B. abra). A
cLGCC mintak 30 %-a (6/20) diffuz, intenziv, linearis (++++) claudin-7 pozitvitast (49. C-D.
abra), 70 %-a (14/20) pedig gyenge cytoplasmaticus claudin-7 immunreaktivitast mutatott.
(Kovetkeztetések: 7.2.2. fejezet, 94. oldal.)
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49. abra A-B. A kutyakbdl szarmazo, elvaltozasmentes colorectalls mucosaban az epithelialis sejtek
linearis, intenziv, lateralis claudin-7 membranpozitivitast mutattak (IH, A: 200x, B: 400x). C-D. A
cLGCC mintakban, az intact mintakhoz hasonlé, diffuz, lateralis, nem pontszer(, hanem linearis
intenziv (++++) claudin-7 reakciot tapasztaltunk (IH, C: 200x, D: 400x).
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6.3.4. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expressziés vizsgalatok kutyak hepatoid-sejtes

mirigydaganataiban

Az intact hepatoid-sejtes és a proliferativ mirigyelvaltozasok claudin-1, -3, -4, -5 és -7

expresszios mintazatanak scoring eredmeényeit tablazatban dsszesitettik (Tablazat 17.).

Minta/Antitest

Claudin-1

Claudin-3

Claudin-4

Claudin-5

Claudin-7

Intact mirigy

Intenziv, diffaz,
linearis membran
(++++)

Intenziv, diffaz,
linearis membran
(++++)

Intenziv, diffaz,
linearis membran
(++++)

Intenziv, diffaz,
linearis membran
(++++)

Intenziv, diffaz,
linearis membran
(++++)

Nodularis Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffuz,
hyperplasia linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran
(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Adenoma Intenziv, diffaz, Intenziv, diffuz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz,
linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran
(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Epithelioma Gyenge, Gyenge, Gyenge, Gyenge,
multifocalis, linearis | multifocalis, linearis | multifocalis, linearis | multifocalis, linearis Negati
membran membran membran membran egativ
(++ - +++) (+-++) (+-++) (+)
Elszort
cytoplasmaticus
Differencialt Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz,
carcinoma linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran
(++ - +++) (++ - +++) (++ - +++) (+-++) (++ - +++)
Differencialatlan Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz,
carcinoma Negativ linearis membran linearis membran linearis membran linearis membran

(++++)

(++++)

(++++)

(++++)

17. Tablazat. A kutyak hepatoid-sejtes mirigyeiben és proliferativ elvaltozasaiban tapasztalt claudin
expresszios vizsgalatok eredményei.

Az anti-claudin-1 antitesttel végzett vizsgalataink soran diffuz, intenziv, linearis

membranpozitivitast

tapasztaltunk az

elvaltozasmentes

hepatoid-sejtes

mirigyek

hamsejtjeiben (a differencialt, érett mirigyhamsejtekben valamint a basalis helyez6désd,

potlo-, vagy 6ssejtekben egyarant) (50. abra).

K

50. abra A. Kutyakbdl szarmazo, elvaltozasmentes hepatoid-sejtes, perianalis mirigy korszdvettani
felvétele (HE, 100x). B. Diffuz, intenziv, claudin-1 linearis membranreakci6 az intact mirigyben (IH,
200x). Inzert: Jol érzékelhetd a claudin-1 immunreaktivitas a potlésejtek membranjaban is (nyil) (IH,
400x).
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Hasonl6 claudin-1 expresszios mintazatot figyeltink meg a nodularis hyperplasidkban

és az adenomakban (51. abra).

51. abra A. Hepatoidsejtes adeoma (HE, 100x). B. Claudin-1 expresszi6 hepatoid-sejtes ]
adenomaban (IH, 200x).

Csokkent (nem diffuz, multifocalis) claudin-1 expressziét tapasztaltunk a hepatoid-
sejtes epitheliomakban. Ezekben a daganatokban a neoplasticusan burjanzé basalis,
potlésejtek nem expresszaltdk a claudin-1 molekulat, viszont a multiplex gocokban
felimerhetd, tipikus heptoid-sejtmorfologidju  (b&séges, eosinophil cytoplasma, nagy
vesicularis sejtmag) daganatsejtek, intenziv lateralis claudin-1 membranpozitivitast mutattak

(52. abra).

tes epithelioma (HE, 200x). B. Claudin-1 expresszié hepatoid-sejtes
epitheliomaban (IH, 200x).

5. éra A. Hepatoidsej

Mindezek mellett, elszértan, néhany periférias helyezddés(i (az invasiv front részét
képezd) epitheliomasejt (kb. 1-5 %-a a tumorsejteknek) finom, vagy durva granularis
cytoplasmaticus claudin-1 pozitivitast mutatott (53. abra). A hepatoid-sejtes epitheliomak
kézponti terlletein nem tapasztaltunk dn. non-junctionalis claudin-1 expressziét a

daganatsejtekben.

64



. Nem-junctionalis, cytoplasm s claudin-1 pozitivitas néhany p helyezddésu
hepatoid-sejtes epitheliomasejtben. A kép bal oldalan a peritumoralis, 8sszenyomott, claudin-1 pozitiv
normalis hepatoid-sejtes mirigylebenyke lathaté (IH, 100x). B. Nagyobb nagyitasu felvétel a non-
junctionalis claudin-1 expressziorél a hepatoid-sejtes epitheliomaban (IH, 200x).

A differencialt hepatoid-sejtes carcinomakban a semiquantitativ scoring (pontozasos)
rendszerben meghatarozott claudin-1 expressziés érték magasabb volt, mint az
epitheliomakban, viszont mérsékelten kisebb, mint az adenomakban (54. A. abra). A
differencialatlan hepatoid-sejtes carcinomak nem expresszaltak a claudin-1 molekulat (54. B.
abra). A periepitheliomatosus és pericarcinomatosus normalis és hyperplasticus perianalis

mirigyek hamseijtjei megbizhato6 bels6 pozitiv kontrollként voltak hasznalhatok.

L%

54. abra A. Claudin-1 express rencialt hepatoid-sejtes mirigyhamrakban (IH, 200x). B. A
claudin-1 expresszi6 diffuz elvesztése a differencialatlan hepatoid-sejtes mirigyhamrakban (IH, 200x).

Az intact mirigyekben, a gébés hyperplasiakban, az adenomakban a claudin-1-hez
hasonléan, intenziv, diffuz (++++) linearis membran claudin-3 és -4 immunreaktivitast
észleltink. Ellentétben a claudin-1 expressziés mintazattal, a gyenge, multifocalis (+ - ++)
linearis membran claudin-3 és -4 reaktivitasu epitheliomakban nem tapasztaltunk
cytoplasmaticus pozitivitast. A differencialt carcinomakban diffuz, intenziv (++ - +++) linearis
claudin-3 és -4 membranexpressziot figyeltink meg (55. A. abra). A differencialatlan
carcinomakban, szemben a claudin-1-el, intenziv, diffuz (++++) linearis membran claudin-3
és -4 pozitivitast észleltiink (55. B. abra).
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55. abra A. Claudin-4 expresszio differencialt hepatoid-sejtes carcinomaban (IH, 200x). B. Fokozott
claudin-4 expresszi6 differencialatlan hepatoid-sejtes carcinomaban (IH, 100x).

A claudin-5 expressziés mintazat a kudlénbdzd mintakban a claudin-3 és -4
immunreaktivitdshoz volt hasonld, azzal a kilénbséggel, hogy az epitheliomakban kisebb
tumorsejpozitivitasi aranyt, tovabba az intratumoralis mikroerek, illetve a kdrnyezd intact

vérerek endothelsejtjeiben intenziv claudin-5 pozitivitas volt észlelhetd (56. abra).

AT 0 ¢ SRR ST A O S e L RS
56. abra A. Claudin-5 expresszi6 intact hepatoid-sejtes mirigyben és a perilobularis artéria
endothelsejtjeiben (csillag) (IH, 200x). B. Fokozott claudin-5 expresszio differencialatlan hepatoid-
sejtes carcinomaban (IH, 100x).

Az intact hepatoid-sejtes mirigyekben, hyperplasidkban és adenomakban, tovabba a
differencialt és a differencialatlan carcinomakban a claudin-3 és -4 expresszioval megegyezd
claudin-7 immunreaktivitast tapasztaltunk. A hepatoid-sejtes epitheliomak claudin-7

negativnak bizonyultak (57. abra). (Kovetkeztetések: 7.2.3. fejezet, 96. oldal.)
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57. abra A. Claudin-7 expresszi elve
claudin-7 expresszio6 differencialatlan hepatoid-sejtes carcinomaban (IH, 200x).

)- B. Fokozott

6.3.5. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak hasnyalmirigyének

acinaris sejtes exocrin carcinomaiban

Az intact hasnyalmirigy sejtek és az acinaris sejtes carcinomak claudin-1, -3, -4, -5 és

-7 expresszids mintazatanak scoring eredményeit tablazatban ésszesitettik (Tablazat 18.).

Szovet-sejt/Antitest

Claudin-1

Claudin-3

Claudin-4

Claudin-5

Claudin-7

Intact pancreas:
Acinaris sejt

Intenziv, diffaz,
linearis membran

Intenziv, diffaz,
linearis membran

Intenziv, diffaz,
linearis membran

Intenziv, diffuz,
linearis membran

Intenziv, diffaz,
linearis membran

(++++) (++++) (++++) (++++) (++++)
Intact pancreas: Intenziv, diffaz,
Ductalis hamsejt Negativ Negativ Negativ Negativ linearis membran

(++++)

Intact pancreas:
Endocrin sejtek Negativ Negativ Negativ Negativ Negativ
Primer differencialt Intenziv, diffuz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz,
acinaris sejtes cc. apicalis membran apicalis membran apicalis membran Negativ linearis membran

(++++) (++++) (++++) (++++)
Primer Intenziv, diffaz,
differencialatlan Negativ Negativ Negativ Negativ linearis membran
acinaris sejtes cc. (+++4)
Secunder Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz, Intenziv, diffaz,
differencialt apicalis membran apicalis membran apicalis membran Negativ linearis membran
acinaris sejtes cc. (++++) (++++) (++++) (++++)
Secunder Intenziv, diffaz,
differencialatlan Negativ Negativ Negativ Negativ linearis membran

acinaris sejtes cc.

(++++)

18. Tablazat. A kutyak hasnyalmirigy sejtjeinek, valamint primer és secunder acinaris sejtes

carcinomainak (cc.) claudinexpresszios vizsgalati eredményei.

Az anti-claudin-1 antitesttel végzett indirekt IH-i vizsgalataink soran diffuz, intenziv,

linearis (++++) membranpozitivitdst tapasztaltunk az elvaltozasmentes acinaris sejtekben

(58. A. abra). A ductalis hamsejtek, illetve a Langerhans-szigetek endocrin sejtjei claudin-1

negativnak bizonyultak (58. B. abra). Az elsddleges és az attéti differencialt acinaris sejtes
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carcinomak diffuz, intenziv, apicalis (++++) claudin-1 immunreaktivitast mutattak, szemben a
claudin-1 negativ differencialatlan exocrin carcinomaval (59. abra). A periportalis intact
majsejtek diffuz, intenziv linearis (++++), a biliaris hamsejtek pedig diffuz, gyenge linearis
(++++) claudin-1 membranpozitivitast mutattak (60. abra).

58. abra A. Bal oldalon claudin-1 negatlv ductalls eplthellum jobb oldalon claudin-1 pozitiv acinaris
sejtpopulamo intact pancreasban (IH, 200x). B. Claudin-1 negativ Langerhans-sziget, kérnyezetében
claudin-1 pozitiv intact acinaris sejtek (IH, 400x).

= mdl

59 abra A. Claudln 1 expresszio dn‘ferenmalt acinaris sejtes pancreas carcmomaban (IH, 200x) B.
Claudin-1 negativ, differencialatlan acinaris sejtes pancreas carcinoma (csillag), kérnyezetében
claudin-1 pozitiv intact acinaris sejtek (IH, 200x).
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60. abra A- B. Claudln 1 expresszm, a claudln 1 negativ differencialatlan acinaris sejtes pancreas
carcinoma attét (csillag) koérdli, intact periportalis majsejtekben. A nyilnal a gyenge claudin-1

membranpozitivitast adé cholangiocytak lathatok (IH, 100x, 200x).

A claudin-3 és -4 expresszids vizsgalatok soran a claudin-1 expresszidés mintazattal
megegyezd eredményt kaptunk az intact pancreas sejtek, a differencialt és differencialatlan
acinaris sejtes carcinomak esetén, viszont a periportalis hepatocytak és az epeut hamsejtek
claudin-3 és -4 negativak voltak. Az anti-claudin-5 ellenanyaggal végzett vizsgalataink soran
az intact acinaris sejtek diffuz, intenziv (++++) linearis membranpozitivitast mutattak. A
ductalis hamsejtek és az endocrin sejtek claudin-5 negativitast mutattak. A pancreas
interstitiumaban 1év6é erek endothel sejtjei intenziv claudin-5 immunreaktivitast adtak (61.

abra).

61. abra A. Intact hasnyalmirigy acinaris sejtek és endocrin sejtek (HE 100x) B. Claudin-5 poziiv
intact acinaris sejtek és claudin-5 negativ endocrin sejtek (IH, 200x).

A differencialt és a differencialatlan acinaris sejtes carcinomakban a claudin-5
expresszio elvesztését figyeltik meg (62. abra). A majban sinusoidok és a portalis erek

endothel sejtjei mutattak claudin-5 pozitivitast.
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62 abra A. Claudln 5 negativ, differencialt acinaris sejtes carcinoma. A nylaknal intratumoralis,
claudin-5 pozitiv endothellel rendelkez6 mikroerek (belsé pozitiv kontrollok) lathatok (HE, 200x). B.
Claudin-5 negativ, differencialatlan acinaris sejtes carcinoma (csillag) kérnyezetében claudin-5 pozitiv
intact, peritumoralis acinaris sejtek (IH, 200x).

Az anti-claudin-7 ellenanyaggal végzett vizsgalataink soran az intact acinaris sejtek
és a ductalis hamsejtek diffuz, intenziv (++++) linearis, membranpozitivitdst mutattak. Az

endocrin sejtek claudin-7 negativak voltak (63. abra).

R

63. abra A- B Claudln -7 pozitiv, intact acinaris sejtek (IH, A: 200x, B: 400x). C. Claudln 7 pozmv
pancreas elvezetd csé (nyil) kornyezetében claudin-7 pozitiv, intact acinaris sejtek (IH, 200x). D.
Claudin-7 negativ endocrin sejtek (nyil) (IH, 200x).
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A primer differencialt és a differencialatlan acinaris sejtes carcinomak diffuz, intenziv

(++++) linearis, membranpozitivitast mutattak (64. abra).

differencialatlan acinaris sejtes carcinoma (IH, 200x).

A differencialt és a differencialatlan attéti, intrahepaticus acinaris sejtes pancreas
carcinomak diffuz, intenziv (++++) linearis, membranpozitivitast mutattak. A majbeli intact

epeuti hamsejtek, illetve a tumorembolusok szintén claudin-7 pozitivak voltak (65. abra).
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65. abra A. Differencialt acinaris sejtes pancreas carcinoma intrahepaticus attéte (HE, 200x). B. A kép
jobb oldalan a claudin-7 pozitiv, secunder intrahepaticus, differencialt acinaris sejtes carcinoma,
kérnyezetében a claudin-7 negativ, intact majsejtek (IH, 200x). C. Claudin-7 pozitiv, differencialt
acinaris sejtes carcinoma portalis metastasisa (nyil), balra téle intact, claudin-7 pozitiv biliaris hammal
bélelt portalis epeutak (IH, 200x). D. Claudin-7 pozitiv, intravasalodott, differencidlatlan acinaris sejtes
carcinoma embolus (nyil), jobbra téle intact portalis epeut (IH, 200x).
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A masodlagos intrahepaticus tumorok vizsgalata soran az intact peritumoralis
majterlleteken multifocalis (nem diffuz) intenziv, claudin-1 mebmranpozitivitast tapasztaltunk
a periportalis tertleteken 1év, a hatarold lemezt alkotdé majsejtekben és az azokat kériléleld
5-6 majsejtsorban (66. abra). (Kovetkeztetések: 7.2.4. fejezet, 98. oldal.)

66. abra. A. Elvaltozasmentes portalis triad (ductus biliferus, portalls venula és hepaticus arterlola)
kutyaban (HE, 200x). B. Claudin-1 pozitiv, intact, periportalis majsejtek kutya egészséges majaban
(IH, 200x).

6.4. Angiogenesis vizsgalatok
6.4.1. Claudin-5 alapu, tumor-indukalt neoangiogenesis vizsgalatok kutyak

eml6tumoraiban

Az érdenzitas vizsgalataink soran a kutyakbdl szarmazd emlédmirigy daganatokban
kialakult, tumor-indukalta mikroerek endothel sejtjei intenziv, diffuz claudin-5 pozitivitast
adtak (67. abra). Ezt a pozitiv reakciét hasznaltuk fel az MVD mennyiségi meghatarozasara

a szamitégépes képanalitikai, morphometriai modszer segitségével (68. abra).

67. abra A. Grade III -as carcinoma simplex solidum mflltrans allomanyaban UJdonkepzett
intratumoralis mikroerek (nyilak) (HE, 200x). B. Intenziv claudin-5 pozitivitas a daganat allomanyban
Iévé mikroerek endothel sejtjeiben (nyil) (IH, 200x).
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68. abra A. A morphometria vizsgalatba bevont, jol vascularisalt tumorterilet (un. hot spot) a solid
grade lll-as simplex emlémirigy carcinomaban. J&l érzékelhetd a valtozé atmérdjd mikroerek
endothelsejtjeinek claudin-5 pozitivitasa (IH, 200x). B-C. A Leica QWin V3.3.0 software altal kék
szinben jel6lt claudin-5 pozitiv terliletek detektalasa és a jeldlt tertiletek pixel %-os kvantifikalasa (IH,

200x, 200x).

A kutyak intact emlémirigyének stromajaban 1év6, eredeti erek adta érdenzitast és az

emlémirigy daganatokban észlelt MVD-t tablazatban foglaltuk 6ssze (Tablazat 19.).

Szdvetminta Mintaszam  Morphometriai MVD eremény
(db) (pixel % pozitivitas)

1. Intact emIlémirigy 5 1,154 (0,99-1,318)

2. Simplex adenoma 12 0,66 (0,17-1,27)

3. Complex carcinoma 15 0,70 (0,34-0,91)

4. Grade | simplex carcinoma 20 1,98 (1,87-2,07)

5. Grade lll simplex carcinoma 20 5,33 (4,03-6,33)

6. Grade Il simplex carcinoma 10 6,22 (4,86-7,49)
tlid6attét

Tablazat 19. MVD morphometriai vizsgalati eredmények kutyak emlémirigyében és annak tumoros
elvaltozasaiban.
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Az intact emlémirigy lebenykék koruli, fiziologias allapotukban collabalt, tovabba a
simplex solid carcinomak kdérnyezetében Iévé, un. peritumoralis (pericarcinomatosus) kitagult
nyirokerek endothel sejtjei, hasonléan a vérerekhez, intenziv claudin-5 pozitivitdst mutattak
(69. abra).

69. abra A. A felvételen a perilobularis intact nyirokerek endothelbélésének claudin-5 pozitivitasa
lathatd, kutya normélis emlémirigyében (IH, 200x). B. Az immunhisztokémiai felvételen jél |athato alul,
a vorosvérsejteket nem tartalmazo, vékony falu nyirokér (sarga nyil), illetve felll az erythrocytakat
tartalmazé kis artéria endothelsejtjeinek (piros nyil) erés claudin-5 pozitivitasa kutya intakt
emlémirigyében (IH, 400x).

A koérszdvettani metszetek vizsgalata soran egyes peritumoralis, kitagult
nyirokerekben azokat teljesen, vagy részben Kkitéltd tumorembolusokat figyeltink meg
(nyirokér invasio, intravasatio jeleit). Mindezek mellett a carcinomak infiltral6 daganatos
részein szamos, egyértelmien nem elbiralhatd, érinvasio jelét utanozé, a formalinos
konzervalas miatt kialakuld sejt- és szbvetzsugorodas (retractio) volt érzékelhetd. Az anti-
claudin-5 ellenanyaggal végzett immunhisztokémiai vizsgalat soran a daganat kétészoveti
vazaban lév6 vér- és nyirokerek endothel sejtjei intenziv membranreakciét mutattak, ami
lehet6vé tette a nyirokerekben tovasodrédd, claudin-5 negativitast mutaté tumorembolusok
egyértelml detektalasat (70. A. abra). A grade lll-as infiltralé simplex carcinomak
individualis, illetve multicellularis invasiv frontjanak seijtjei claudin-5 negativak voltak, igy a
claudin-5 segitséget nyujtott a szdveti retractio érinvasiotol toérténd, egyértelmi
elkilonitésében is (70. B. abra). A vizsgalat soran a daganatos stromat infiltralo
plasmasejtek, tovabba a vér- és nyirokerekben lévé plazma- és egyéb fehérjék fals pozitiv
reakciot adtak. (Kovetkeztetések: 7.3.1. fejezet, 102. oldal.)
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70. abra A. Intenziv claudin-5 p02|t|V|tast mutaté endothel sejtek (fekete nyilak) a peritumoralis
nyirokerekben, amelyek lumenében a claudin-5 negativ daganatsejtek, tumorembolusok lathatok,
felszinUkre tapadt fals pozitiv lymphaval. A sarga nyilnal a fals pozitivitast mutaté plasmasejtek
lathatok (IHC, 200x). B. Az artefactualis szoveti retractio, nyirokérfalat utanzé szévettani hatara
(nyilak) (IH, 400x).

6.4.2. Claudin-5 alapu, idiilt gyulladas hatasara kialakulé6 neoangiogenesis vizsgalat

kutyakban

A kutydk boréb8l szarmazd, klinikailag daganatnak imponald (tumorszer()
elvaltozasok fénymikroszkopos vizsgalata soran, valamennyi esetben idult, aktiv gyulladast
tapasztaltunk, kifejezett neoangiogenesissel, mononuclearis sejtes infiltratiéval, illetve
fibroblastsejt burjanzassal kisérve. A proliferald mikroerek arteriolaris tipusunak bizonyultak
(71. abra).

2Em 3
bttt

71 abra A. Kutya idilt, aktiv, korllirt bérgyulladasanak sebészi bioptatuma. B A korszovettanl
felvételen kifejezett angiogenesissel kisért, idilt dermatitis lathato. A gyulladasos sejtek kdzétt szdmos
Ujdonképzett arteriola atmetszete tlinik fel (sarga nyilak) (HE, 200x).
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A duzzadt endothelsejttel bélelt, egymassal anasztomizalé arteriolakat, orséalaku,
pericytak o&lelték koral. A jol vasularisalt, idllt gyulladasos szoveti terlleteken nem
tapasztaltunk vérellatasi zavar miatt kialakult necrosist. Az immunhisztokémiai vizsgalat
soran a claudin-5 protein intenziv membranpozitivitast mutatott az idilt gyulladas folyaman
képz6dott mikroerek endothelsejtjeiben (72. abra). A pericytak, illetve a gyulladas terlletén
jelenlévé egyéb eredeti mesenchymalis sejtek claudin-5 negativak  voltak.
(Kovetkeztetések: 7.3.2. fejezet, 104. oldal.)

72. abra A. A korszovettani felvételen Stapylococcus sp. indukalta granuloma (pseudomycetoma) és

az azt korildlel ujdonképzett, vordsvérsejtekkel kitoltott arteriolak figyelheték meg (HE, 200x). B. A

nagy nagyitasu felvételen a claudin-5 membranpozitivitast add, gyulladas indukalta arteriolak
atmetszetei lathatok (IH, 400x).

6.4.3. Claudin-5 alapu, arteriolaris hyperplasia vizsgalatok kutyak majaban

A kétdimenziés quantitativ histomorphometriai vizsgalatok soran a kis portalis
terlletek kézé soroltuk a 90 - 300 um legnagyobb longitudinalis atmérével rendelkezbket, a
kézépnagy csoportba a 300 - 800 um és a nagy csoportba 800 um-nél nagyobb atmérdvel
rendelkezd terlleteket. A hepaticus artriolak, a portalis venulak, a portalis nyirokerek és a
sinusoidok endothel sejtjei intenziv claudin-5 membranpozitivitast mutattak. A biliaris
epithelsejtek, a portalis fibroblastok, a majsejtek és a Kupffer-sejtek claudin-5 negativak
(bels6 negativ kontrollok). A portalis vascularis képletek szamanak meghatarozasat nagyban

segitette endothel sejtjeiknek claudin-5 immunreaktivitasa (73. abra).
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73. abra A. Korszovettani felvétel kutya intact majabdl z6 kis po . hepaticus
arteriola (fekete nyil), ductus biliferus (kék nyil), portalis venula (csillag) és nyirokerek (zéld nyil) (HE,
200x). B. A hepaticus arteriola (fekete nyil), a portalis venula (csillag) és a nyirokér (z6ld nyil)
endothelsejtjei intenziv claudin-5 pozitivitast muttak. A biliaris epithelsejtek (piros nyil) claudin-5
negativak voltak (IH, 200x). C. A k6zépnagy portalis area kérszdvettani felvétele harom hepaticus
arteriolaval (nyilak) (HE, 100x). D. Claudin-5 pozitivitas a hepaticus arteriolakban (fekete nyilak), a
portalis venulaban (csillag) és a nyirokerekben (z6ld nyil). A periportalis teriileteken jél észlelhetd a
sinusoid rendszer endothel sejtjeinek a claudin-5 pozitivitasa (IH, 100x).

A histomorphometriai vizsgalataink soran a kis portalis terlleteken 1 hepaticus
arteriolat, 1 portalis venulat és 2-3 nyirokeret; a k6zépnagy portalis areakban 2-3 hepaticus
arteriolat, 1 portalis venulat és 2-6 nyirokeret; a nagy portalis mezdékben pedig 4-5 hepaticus

arteriolat, 1 portalis venulat és 8-11 nyirokeret figyeltink meg (Tablazat 20.).

Histomorphometriai Kis portalis teriilet Kb6zépnagy portalis Nagy portalis teriilet
praméterek teriilet
Legnagyobb 90 — 300 pm 300 — 800 upm 800 um <
hosszanti atméré
Hepaticus portalis 1 2-3 4-5
arteriolak szama
Portalis venulak 1 1 1
szama
Portalis nyirokerek 2-3 2-6 8-11
szama
Tablazat 20. A kutyak intact majaban [évé kiilénbdzd méretl portalis mezdk vascularis képleteinek
szama.
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Valamennyi majbiopsids mintaban a proliferald portalis arterioldk, venulak és
nyirokerek endothelsejtjei intenziv claudin-5 immunreaktivitast mutattak. A mintakban, a
hyperplasticus hepaticus arterioldak szama, a kis portalis tertleteken 5-6, a k&zépnagy
portalis mezdkben 8-12 és a nagy portalis areakban 15-20 volt. A koérosan burjanzé
arteriolakat bélelé endothel sejtek megnagyobbodottak, hypertrophisaltak voltak a normalis
erekhez viszonyitva, illetve irregularitds, fokozott spiralis, csavarulatos megjelenés volt
tapasztalhatd. A csékkent atméréjd portalis venula szdma a majbiopsias mintak valamennyi
portalis mez6jében 0-1 volt (74. és 75. abra). (Kovetkeztetesek 7.3.3. fejezet 106. oIdaI)

74. abra A-B. Kros arterlolarls hyperpIaS|a kis portalls teruleten (A HE 200x B IH 200x)
Csavarulatos megjelenésd, proliferalo arteriola hosszanti atmetszete (C: HE, 200x; D: IH, 200x

75. abra A-B. Proliferal6 10-12 hepatlcus arteriola, kzepnagy portalls mezoben A felvételen a
portalis venula hianya észlelhetd (IH, A: 100x; B: 400x).
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7. Kovetkeztetések

7.1. Tumordiagnosztika

7.1.1. Claudin-5 expresszios vizsgalatok kutyak haemangiosarcomajaban

A HSA a vérérképzd szbvetek rosszindulatu daganata (Smith, 2003). Egyes kulfoldi
felmérések szerint a kutyak daganatainak kb. 0,3 - 2%-a HSA. Kutyakban leggyakrabban a
Iépbél (az esetek 50-65%-aban), a jobb szivpitvarbdl, illetve a jobb szivfillcsébdl (az esetek
3-25%-aban), a boérbél, illetve a bbér alatti kbtészévetbdl (az esetek 13-17%-aban) és a
majbél (az esetek 5-6%-aban) indul ki elsédleges HSA. Egyéb szdveti teriletek, amelyekbdl
primer HSA alakulhat ki a tidé, az aorta, a vese, a szajlreg, a vazizomzat, a csont, a
hugyhdlyag subserosalis tertlete, a bél, a nyelv, a prosztata, a vulva/vagina, a kétéhartya és
a hashartya. A |ép eredetli HSA-ak, az esetek tdbb mint a 25%-aban szinkron (szimultan)
jobb szivpitvari, illetve jobb szivfllcsebeli primer HSA-aval egyutt jelenik meg. A 1ép eredeti
HSA féként az omentumba, a bélfodorba és egyéb hasliregi szervekbe, a jobb szivfllcse
eredetl HSA pedig els6sorban a tidébe képez attéteket. Kutyakban a HSA incidencigja a 8 -
13 év kdzott, illetve a nagy testl fajtakban a legnagyobb (Brown et al., 1985). A kutyak HSA-
anak terapiaja és koérjéslata a daganat anatdmiai helyez6désétdl fliggben valtozd. A
legeredményesebb az idében elvégzett sebészi terapia: splenectomia, tumorectomia. Sajnos
az esetek nagy részében mar a Kklinikai diagnézis idépontjdban attétek vannak a
szervezetben (Clifford et al., 2000).

A kutydk HSA-ajanak patolégiai diagnézisat nagyban segiti az endothel markerekre:
a CD31-re (PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule-1) (Ferrer et al., 1995), a
von Willebrand faktorra (VWF, factor VllI-related antigen, F VIII Rag) alapozott
immunhisztokémiai vizsgalat. A von Beust és mtsai (1988) altal megvizsgalt, kutyakbdl
szarmazo6 47 HA koézial valamennyi (100%), mig a 36 HSA koézil 32 (89%) mutatott vWF-
pozitivitast (von Beust et al, 1988). Ferrer és mtsai (1995) d&sszehasonlitd
immunhisztokémiai vizsgalataik soran azt tapasztaltdk, hogy a formaldehid-oldatban
konzervalt, paraffinba agyazott 15 HSA minta kézul 11 (73%) mutatott VWF pozitivitast, ezzel
szemben valamennyi minta (100%) CD31 pozitiv volt. Eredményeik bizonyitottak, hogy a
CD31 megbizhatébban hasznalhaté endothel marker, mint a VWF a kutyak HSA-janak
patolégiai diagnosztikajaban (Ferrer et al., 1995). Tapasztalataikat jelen tanulmanyunk
alatdmasztotta, amely soran a megvizsgalt 26 HSA kodzul 8-ban (30,77%) vWT negativitast
észleltiink (3 differencialt, cavernosusban és 5 differencialatlan, solidban). Ezzel szemben
valamennyi HSA minta (100%) intenziv difftuz CD31 és claudin-5 membranpozitivitast
mutatott. A vizsgalatainkat a CD31 és claudin-5 markerek 6sszehasonlitasaval folytattuk.
Ennek soran, semiquantitativ scoring (pontozasos) rendszerink alapjan, kulénbséget
észleltink a két marker immunreaktivitasaban. A differencialt HSA-aban 70-100% CD31

pozitivitas (atlagpont: 4,88) és 90-100%-a claudin-5 pozitivitas (atlagpont: 4,96) volt
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tapasztalhaté. A solid, differencialatlan HSA mintakban ez a kilénbség jéval nagyobb volt:
40-100% CD31 pozitivitas (atlagpont: 4,44), illetve 90-100% claudin-5 pozitivitas (atlagpont:
4,84). A szelektalt paraffinba agyazott mintak standard kérlilmények kozott lettek
konzervalva, 20 °C, 24 6ran at, 8 %-os pufferolt, neutralis formaldehid-oldatban. A gyakorlati
tapasztalataink szerint el6fordul, hogy a kutyadk miitéti eltavolitasra kertlt daganatainak
fixalasa soran, a klinikus kollégak csapvizzel, nem kelléen higitjak az altaluk megvasarolt
altalaban 44%-os nem pufferolt, nem neutralis formaldehid-oldatot és a javasolt 24 o6ra
helyett 2-3 hétig konzervaljak. A SZIE-AOTK Koérbonctani és Igazsagigyi Allatorvostani
Tanszék paraffinos blokkokba agyazott tumorbankjabdl 10 nem optimalisan konzervalt HSA
mintan teszteltlk, illetve hasonlitottuk 6ssze az anti-CD31 és az anti-claudin-5 monoclonalis
egér ellenanyagokat. A kulénbség egyértelml volt: valamennyi, nem pufferolt, nem
semleges, 15 %-os formaldehid-oldatban, 2-4 hétig tulfixalt HSA minta esetében jol
értékelhetd diffuz, intenziv claudin-5 membranpozitivitast tapasztaltunk, viszont a tizbél nyolc
minta CD31 negativnak bizonyult, illetve a két CD31 pozitiv tulkonzervalt minta egyikében
csak gyenge, nem diffuz, multifocalis volt a CD31 immunreaktivitas (Jakab et al., 2009a).
Tanulmanyainkat konfokalis mikroszképos vizsgalatokkal is alatamasztottuk (Jakab et al.,
2009j).

A CD31 molekula (PECAM, platelet endothelial cell adhesion molecule) az
immunglobulin G szupercsaladba tartozé 135 kDa, 764 AS-at tartalmazo, transzmembran
glikoprotein. A korabbi human tanulmanyok szerint megtalalhaté az artériak, arteriolak,
vénak, venulak és a nem sinusoidalis jellegl capillarisok endothelsejtjeinek membranjaban,
illetve expresszaljdgk a vérlemezkék, a monocytak, a macrophagok, a Kupffer-sejtek,
neutrophil-, eosinophil granulocytak, T/NK sejtek, lymphocytak, megakaryocytak,
fibroblastok, osteoclastok. Expresszidja medfigyelhetd a kilénb6zd endothelialis
daganatokban. Ig-szer(i extracellularis doménje a sejt-sejt homophilids kapcsolatok
kialakitasaban jatszik szerepet (Jackson, 2003).

A claudin-5 az els6ként identifikalt, 22kDa, 302 AS-at tartalmazo, endothelspecifikus
claudinfehérje. Hianya, deletioja okozza a human un. velo-cardio-facialis syndromat, amely
veleszlletett szivfejlddési rendellenességgel, szajpad-anomalidkkal és arcdysmorphiaval
jaré tunetcsoport (Morita et al., 1999). Morita és mtasi kutatasaik soran leirtak human és
egér bdr irharétegének ér-endothelsejtieiben (Morita et al., 2003). Soini (2005)
immunhisztokémiai tanulmanya soran azt tapasztalta, hogy a claudin-5 a human
angiosarcomaban és a benignus vascularis tumorokban expresszalédik, igy segiti az egyéb
nem endothelis lagysz&veti tumoroktol valo differencialast (Soini, 2005).

A vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az claudin-5 endothel marker
intenzivebb immunreaktivitast mutat a kutyak HSA-jaban, szemben az anti-CD31-el, ami
kulénésen szembetlnd a nem optimalisan konzervalt mintak esetén (Jakab et al., 2009a). A

formaldehid (és oldataban kialakul6 szarmazékai: metanol, hangyasav aldehid, formiol hidrat
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vagy metaldehid) képes kémiai kapcsolatot kialakitani a kildnb6z6 aminosavakkal: a lizinnel,
a hisztidinnel, az argininnel (bazikus oldallancu amoniosavakkal), az aszparaginsavval
(savas oldallancu amoniosavakkal), a ciszteinnel, a tirozinnal és a glutaminnal (polaros
oldallancu amoniosavakkal) (Frost et al., 2000). A formaldehid konzerval6é kapacitasa, tehat
annak kdszdnhet6, hogy alkilalja a fehérjékben el6fordulé amino- és szulfhidril-csoportokat,
valamint a purinbazisok gydrijében talalhaté nitrogéneket. A formaldehid alapu széveti
konzervalas soran tehat a sejtekben, a sejtk6zotti allomanyban fellelhetd proteinek
természetes konformaciéjat tdbbnyire irreverzibilisen megvaltoztatd keresztkétések
létestlnek a fehérjék és a formaldehid molekulak kdzétt (un. formaldehid-kelatok), amelyek
révén az antigén determinansok (epitopok), az IH vizsgalatok soran, az ellenanyagok
szamara hozzaférhetetlenné valhatnak (Frost et al., 2000). A tulfixalt mintak esetén
nagyszamu formaldehid-kelat alakulhat ki a mintaban, ami gyenge, vagy fals negativ
immunreaktivitadst eredményezhet (Ramos-Vara, 2005). Feltételezhetd, hogy a tulkonzervalt
HSA mintaink esetén részben ez okozta a nagyobb molekulatémegl (135 kDa), illetve
nagyobb (764) aminosav tartalmu CD31 molekulak gyengébb immunreaktivitasat a kisebb
molekulatémegi (22kDa), illetve alacsonyabb szamu (302) aminosavat tartalmazo claudin-
5-tel szemben, hiszen a nagyobb szamu aminosav tartalom hajlamosabba teszi a fehérjét
formaldehid-kelat képz6désre. Mindezek mellett a claudinok, igy a claudin-5 molekula is
homo-, illetve heterodimerizal6dhat, polimerizalédhat, ami fokozhatja antigenitasukat.

Rutin HE-metszetekben szamos fusocellularis daganat, a fibro-, a leiomyo-, a myxo-,
a rhabdo-, a neurofibrosarcoma (malignus periférias ideghtvely tumor) és egyéb
differencialatlan sarcoma, tovabba a pericytoma, az amelanoticus orsosejtes melanoma
allomanyaban kiterjedt vérzésekkel, illetve a fokozott tumor-indukalt neovascularisatio
utanozhatja a differencialt HSA-t, valamint a solid terlleteken a differencialatlan HSA
kérszdvettani fenotipusat.. Kilénésen nehéz a patolégiai differencial diagndzis azokban az
esetekben, amikor nem az egész tumor, hanem annak csak kisebb kimetszett része
(incisionalis-, vastagtli-biopsia) kertl feldolgozasra. Ezekben az esetekben a claudin-5
endothel marker kimutatasara alapozott IH vizsgalat egyértelm(ivé teszi az endothelialis
eredetet. A claudin-5 negativ HSA-szer( korszdvettani megjelenésu orsésejtes tumorokban
az Ujdonképzett mikroerek endothel sejtiei megbizhatdé belsd pozitiv kontrollként
hasznalhatok (Jakab et al., 2009a).

A claudin-5 és a CD31 a benignus endothelialis tumorokban azonos
immunreaktivitdst mutat (Jakab et al., 2009a), és nagyban segitették az orsoésejtes
haemangioma (Jakab et al., 2009e), illetve az angioma komponens(i benignus vegyes
tumorok (mesenchymomak) pontos diagnoziast (Jakab et al, 2010g), tovabba
transplantatios folyamatok soran, az endothelialis transdifferentiatio kontrolljat (Csébi et al.,
2011).
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Mivel a claudin-5 mind a HA-akban, mind a lymphangiomakban, tovabba mind a
HSA-4kban, mind a lymphangiosarcomakban egyértelml és azonos pozitivitast adott, ezért
csak egyéb nyirokendothel markerek bevonasaval alkalmas erek differencialasara.

A kutyak heterogen endothel sejtpopulacioval rendelkezd 1épében végzett vizsgalatok
soran azt tapasztaltuk, hogy a CD31 negativ discontinualis sinus endothel sejtek diffuz,
intenziv claudin-5 pozitivitast mutatnak. A Iép patoldgiai vizsgalatok soran tehat a claudin-5
megbizhatébb marker, mint a CD31, mivel a sinus endothelium pozitivitas jol értékelhet6
claudin-5 bels6é kontrollként szolgal az endothelialis, illetve nem endothelialis daganatok
indukalta Iéphaematomak differencialasaban (Jakab et al., 2009a).

Tapasztalataink alapjan egyértelm(ien kijelenthetjik, hogy az anti-claudin-5 a vWf-al
és az anti-CD31-el szemben megbizhatdbb, szenzitivebb endothel markernek bizonyult, a
kutyak malignus endothelialis eredeti  daganatanak, a HSA-nak patoldgiai
diagnosztikajaban, mind az optimalisan, mind a nem megfeleléen formaldehid-konzervalt
mintak esetében. Ezen elényds tulajdonsaga féként a differencialatlan, solid HSA mintak és
a sebészileg nem teljesen eltavolitott (incisionalisan kimetszett bioptatumok) esetében
nyilvanul meg és ezek megbizhatd patoldgiai diagnosztika segiti. Megallapithatjuk, hogy a
kutyakbol szarmaz6é mintakban tapasztalt pozitiv claudin-5 immunreaktivitas optimalisan
kielégitette az IH-rekaciok harom f6 kdvetendé szempontjat: a specificitast, a szenzitivitast
és a reprodukalhatésagot (Jakab et al., 2009a). A claudin-5 kimutathatésagat mas
allatfajokban is vizsgaltak. Megallapitottak, hogy egér (Morita et al., 2003), patkany (Rahner
et al., 2001), tengerimalac (Butt et al., 2011), degu (Jakab et al., 2010e), macska (Kovacs et
al., 2009), teknés (Gal et al., 2009; Gal et al., 2010), varanusz (Jakab et al., 2011b), 16
(Jakab et al., 2008f), illetve papagdj endothelsejtekben (Jakab et al., 2010j) is megbizhaté
keresztreakciét ad, ezért alkalmasnak bizonyul tovabbi onkologiai, valamint egyéb
comparativ IH-i vizsgalatokra. Tanulmanyunk soran kimutattuk. hogy az claudin-5 kimutatasa
kutyak Iépelvaltozasainak, a daganat, tovabba nem daganat-indukalta Iéphaematomaknak
patolégiai diagnézisdban megbizhatdbb, szenzitivebb markernek bizonyult, mint a CD31
detektalas, mivel a CD31 negativ discontinualis sinus endotheliumban is intenziv, diffuz
pozitivitast mutat. Ez lehetévé teszi, hogy a sinus endothel, az anti-claudin-5-el végzett IH-i
reakcio kiértékelése soran elengedhetetlen pozitiv belsé kontrollként szolgaljon a kutyakbol
szarmazo lépmintak patolégiai dignosztikajaban, segitve a vascularis, illetve nem vascularis
tumor, vagy nem daganat (pl. lymphoid hyperplasia) indukalta intrapulparis vérémleny

azonositasat (Jakab et al., 2009a).
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7.1.2. Claudin-7 expresszios vizsgalatok kutyak cholangiocellularis és hepatocellularis

proliferativ elvaltozasaiban

A kutyak majabdl kiindulo leggyakoribb primer malignus tumorok a cholangiocellularis
carcinoma és a hepatocellularis carcinoma. A HE metszetekben, az allatorvos patolégus
szamara komoly kihivast jelent a kutyabol szarmazé differencialt cholangiocellularis
carcinoma (dCCC) és a tubularis szerkezetl, adenoid tipusu, differencialt hepatocellularis
carcinoma (dHCC), tovabba a tubularis képzédményeket nem tartalmazé, solid sejtmez6kbdl
felepulé differencialatlan cholangiocellularis carcinoma (nCCC) és a dHCC, illetve
differencialatlan hepatocellularis carcinoma (nHCC) elkllénitése (Patnaik et al., 1981; Trigo
et al.,, 1982). Szamos immunhisztokémiai marker: a hepatocyte paraffin 1 (Hep Par 1)
(Ramos-Vara et al., 2001), a cytokeratin-7 (CK 7), az alpha-foetoprotein (AFP) és a
carcinoembrionalis antigén (CEA) segiti az daganatpatologiai, differencial diagnosztikai
kérdés elddntését (De las Mulas et al., 1995; Ramos-Vara et al., 2001).

Munkank soran a claudin-7 expressziés mintazatot tanulmanyoztuk kutyak intact
majszévetében, tovabba benignus és proliferativ primer elvaltozasaiban. Valamennyi intact
cholangiocyta, valamint azok jéindulati és rosszindulatu proliferatuma intenziv, diffuz,
linearis claudin-7 membranpozitivitast mutatott. Ezzel szemben az egészséges, a
hyperplasticus és a daganatos majsejtek claudin-7 negativnak bizonyultak.

Korabbi kilféldi, allatorvosi immunhisztokémiai tanulmanyban megallapitottak, hogy a
kutyak intact majsejtjei diffuz, cytoplasmaticus Hep Par 1 pozitivitast mutatnak, viszont az
epeuti hamsejtek és az egyéb nem majsejt eredetli komponensek Hep Par 1 negativak. A
nodularis majsejt hyperplasiakban, majadenomakban szintén egyérteim(i Hep Par 1
pozitivitast és az epeuti benignus proliferatiokban Hep Par 1 negativitast észleltek. A primer
majrak mintak 92,5 %-a adott Hep Par 1 pozitiv reakciét és az epeuti rakok negativak voltak
(Ramos-Vara et al., 2001).

Lodi és mtsai (2006) human cholangiocellularus carcinoma (hCCC) és a human
hepatocellularis carcinoma (hHCC) differencialdiagnosztikai markereként az anti-claudin-4
antitestet hasznaltak, amely intenziv membranpozitivitast adott a hCCC-ban, viszont a hHCC
claudin-4 negativnak bizonyult. A vizsgalataik szerint az intact biliaris epithelsejtek gyenge
claudin-4 membranpozitivitast, mig a normal majsejtek claudin-4 negativitast mutattak (Lodi
et al., 2006). A kutyak intact majszévetében végzett claudin-4 expresszios vizsgalatok soran
azt tapasztaltuk, hogy a majsejtek, az epeuthamsejtek, a majszévet portalis és sinusoidalis
endothelsejtjei, tovabba a fibroblast sejtek, a Kupffer-sejtek, a portalis arteriolak
simaizomsejtjei claudin-4 negativitast mutattak (Jakab et al., 2010h).

Egy masik, human tanulmanyban, Németh és mtsai (2009) claudin-1, -2, -3, -4, -7, -8,

és -10 protein expresszidés vizsgalatokat végeztek human intact epeutakban és epeduti
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carcinomakban. A claudin-7 expresszios tapasztalataikat, 6sszehasonlitva eredményeinkkel,

tablazatba foglaltuk 6ssze (Tablazat 21.).

Claudin-7 intenzitas Claudin-7 pozitiv sejtek aranya
1.a. Human intact cholangiocytak gyenge 50-74%
1.b. Kutya intact cholangiocyta erés 100%
2.a. Human cholangiocarcinoma gyenge 0-24%
2.b. Kutya cholangiocarcinoma erés 75-100%
3.a. Human extrahepaticus epeut gyenge 25-49%
3.b. Kutya extrahepaticus epedut erés 100%
4.a. Human epeholyag gyenge 50-74%
4.b. Kutya epehdlyag erés 100%

Tablazat 21. A human és a kutya epeuti hamsejtekben és carcinomakban tapasztahaté claudin-7
expresszios mintazat dsszehasonlitasa (Németh et al., 2009; Jakab et al., 2010c).

Az eredményeik alapjan kijelenthetjik, hogy a claudin-7 expresszié fokozottabban,
intenzivebben érzékelheté a kutyak intact epeut hamseijtjeiben, valamint azok benignus és
malignus tumoraiban, szemben a human biliaris epithelsejtekkel és azok neoplasticus
elvaltozasaival. Ugyanez mondhaté el az extrahepaticus utak hamrétegérél is (Németh et al.,
2009; Jakab et al., 2010c).

Eredményeik alapjan kijelenthetjik, hogy az anti-Hep Par 1 és az altalunk kutyaknal
els6ként hasznalt cholangiocellularis differenciaciés, Uj epeuti marker, az anti-claudin-7
egylttesen, immunhisztokémiai panelba épitve, kivalban alkalmas a kutyak intact
hepatocytainak és biliaris epithelsejtjeinek, azok tumorszeri burjanzasaiknak (HNH, CCH), a
benignus (HAD, CAD) és malignus daganatos primer elvaltozasainak (a hepatocellularis és a

cholangiocellularis raknak) az elkulénitésére (Jakab et al., 2010c).

7.1.3. Claudin-1 expresszios vizsgalatok kutyak fusocellularis daganataiban

Kutyak periféridas ideghlively daganatai (canine peripheral nerve sheath tumor,
cPNST) leggyakrabban az agyidegekbdl, a gerincvel6i idegekbdl, illetve a plexus
brachialisbél indulnak ki (Chijiwa et al., 2004). Ezek a daganatok az orsésejtes tumorok egyik
csoportjat képviselik. A fusocellularis daganatok szintén komoly diagnosztikai kihivast
jelentenek mind az allatorvos mind a human patologus szamara, kilénésen a kisméret(i
biopszias mintak esetében. A cPNST-nak, egyéb széveti-, valamint sejteredetl fusocellularis
daganatoktdl valé elkilonitését szamos, megbizhatd neuralis antitest (marker) segiti (Chijiwa
et al., 2004; Sawamoto et al., 1999).
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Jelen munkankban humanizalt anti-claudin-1 antitesttel végeztink IH-i vizsgalatokat
kutyak orsésejtes daganataiban, vizsgalva, vajon alkalmas-e az ellenanyag a cPNST, egyéb
sejteredetd, fusocellularis tumortol valo elkildnitésre. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk,
hogy kutyak intact periférias idegeiben a perineurium alkotdsaban résztvevé ors6 alaku,
perineurialis epitheloid sejtek intenziv claudin-1 pozitivitast, S-100 protein negativitast adnak,
szemben az S-100 protein pozitiv Schwann sejtekkel, illetve az S-100 protein negativ
perineurialis fibroblastokkal (Jakab et al., 2011e). Folpe és mtsai (2002) irtak le el6szor
hasonl6 tapasztalataikat human periférias idegeket vizsgalva. Munkajuk soran megvizsgalt
perineuriomak, az esetek 92 %-aban, szintén claudin-1 pozitivitdst adtak (Folpe et al., 2002).

A BPNST-ok harom alcsoportra oszthatdk: (1) a schwannomakat a daganatosan
burjanzé Schwann sejtek, a (2) neurofibromakat a neoplasticus Schwann sejtek, perineurialis
fibroblastok és perineurialis epitheloid sejtek, (3) mig a perineuriomakat a tumorosan
proliferalé perineurialis epitheloid sejtek alkotjak (Lazarus and Trombetta, 1978). Ezidaig az
allatorvosi szakirodalomban Cornelis és mtsai (2009) irtak le egy 4 éves Leonbergi szuka
kutyaban claudin-1 pozitiv perineuriomat (Cornelis et al., 2009). Jelen vizsgalatunkban, 213
kutyakbol szarmaz6é mintat vizsgaltunk meg, amelyek 10 intact periférias ideget és 203
biopsias és necropsias vizsgalati anyagot tartalmaztak. A schwannomak claudin-1
negativitast, S-100 protein diffuz, intenziv (+++ - ++++) pozitivitast, a neurofibromak nem
diffuz, intenziv (+ - +++) claudin-1 és S-100 protein nem diffuz, intenziv (++ - +++)
pozitivitast, valamint a perineuriomak diffuz, intenziv (++++) claudin-1 pozitivitast és S-100
protein negativitast mutattak. Eredményeikre alapozva megallapithatjuk, hogy az anti-
claudin-1 és anti-S-100 protein ellenanyagok kombinalt alkalmazasa lehetbvé teszi a
kutyakban el6forduld BPNST alcsoportok egymastol torténd elkilonitését. A human
tumorpatolégia harom szoévettani tipusat kiloniti el a perineuriomaknak: a reticularist, a
sclerotisalot és a plexiformot (Pifia-Oviedo és Ortiz-Hidalgo, 2008). Munkank soran a
kutyakbol szarmazd, valamennyi perineurioma, a human histotipusokkal 6sszehasonlitva,
plexiformnak bizonyult. Tovabbi morfolégiai vizsgalatok szikségesek a kutyak egyéb
sz@vettani tipusu perineuriomai, claudin-1 expressziés mintazatanak feltérképezéséhez.

A munkank soran analizalt, valamennyi cMPNST minta intenziv (++ - +++) claudin-1
és intenziv (+ - +++) S-100 protein pozitivitast mutatott. A kutyak periférias ideghuvely
daganatait differencial diagnosztizalni kell az egyéb eredetd, fénymikroszk6posan orsosejtes
megjelenésli  daganatoktdl: a  perivascularis  érfal eredetli  daganatoktol (a
haemangiopericytomatol, a myopericytomatal, az angioleiomyomatél, az
angioleiomyosarcomatol, az angiofibromatol), a nem érfali eredet(i fibromatél, leiomyomatdl,
leiomyofibromatoél, a myxomatol, az orsdsejtes haemangiomatdl, az orsosejtes lipomatdl, a
fibrosarcomatdl, a nem érfali eredetli leiomyosarcomatol, a myxosarcomatél, a solid
haemangiosarcomatdl, az anaplasticus sarcomatol, az orsOsejtes amelanoticus

melanomatol, a histiocytas sarcomatol, az orsosejtes laphamraktol, a myoepitheliomatdl, a
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complex emlémirigy carcinomatél, a meningeomatdél, a cardialis rhabdomyosarcomatol, a
synovialis sarcomatol, az osteosarcomatél és a chondrosarcomatél. Alapvetd kérdésként
mertlhet fel, hogy ha a claudin TJ molekulakat az epithelialis, illetve az endothelialis nem
daganatos és daganatos sejtek expresszajak, akkor miért van szikséges mesenchymalis
eredetd, kutyakbol szarmazo fusocellularis daganatokban claudin-1 expresszios vizsgalatok
végezésére? A kérdésre a valaszt az utdbbi évtized ujabb human kutatésai adjak meg.
Gyérffy (2009) human leiomyomaban tapasztalt claudin-2 pozitivitast, claudin-1 negativitast,
leiomyosarcomaban claudin-1 pozitivitast, tovabba leiomyosarcomaban és gastrointestinalis
stroma tumorban claudin-2, -3, -4, -5 és -7 pozitivitast (Gyorffy, 2009). Jelen vizsgalatunk
soran a kutydkbdol szarmaz6é leiomyomak, leiomyosarcomak claudin-1 negativnak
bizonyultak. Smith és mtsai (2005), vizsgalataik soran, human epitheloid sarcomaban
tapasztaltak claudin-1 expressziot (Smith et al., 2005). Thway és mtsai (2009) human
perineuriomaszer( low-grade fibromyxoid sarcomaban talaltak claudin-1 pozitivitdst (Thway
et al., 2009). Vizsgalataink soran a kutyakbol szarmazé fibrosarcomak, myxosarcomak,
anaplasticus sarcomak claudin-1 negativnak bizonyultak. Thway és mtsai, (2010) nem
differencialt liposarcoma mintakban (4/5; 80%) irtak le focalis claudin-1 expressziét (Thway
et al.,, 2011). A munkank soran megvizsgalt, kutyakdl szarmazé differencialt liposarcomak,
claudin-1 negativnak bizonyultak. Tovabbi vizsgalatok szilikségesek a kutyakbdl szarmazo
differencialatlan liposarcomak claudin-1 expressziéjanak feltarasara.

Az anti-claudin-1 ellenanyaggal végzett morfolégiai analizisink soran a kutyakbdl
szarmazo6 neurofibroma, perineurioma és cMPNST mellett, a haemangiopericytoma (cHP),
a myopericytoma (cMPC), az orsésejtes laphamrak (cSCC) és a complex emlémirigy
carcinomaban tapasztaltunk claudin-1 pozitivitast.

Az orsésejtes perivascularis eredet(i daganatok (PWT) patologiai kbérisméje tovabbi
komoly kihivast jelent mind a human, mind az allatorvosi diagnosztikai munkaban. A PWT
szamos alcsoportot tartalmaz: az AGF-at, az ALM-at, az ALMS-at, a HP-at, a MPC-at, az
angiomyofibroblastomas és a glomus tumort. Avallone és mtsai (2007) kutyak perivascularis
érfal eredet(i orsésejtes daganatait (cPWT) a korszdvettani megjelenésre és az anti-
smoothelin, anti-myosin, anti-desmin, anti-pan-actin, anti-a-SMA, anti-heavy caldesmon, anti-
calponin, anti-laminin és anti-CMG-3G5 ellenanyagokkal végzett IH vizsgalatokra alapozva
hat nagyobb csoportba (cHP, cMPC, cALM, cALMS, angiofibroma cAGF, adventitialis tumor)
soroltak (Avallone et al., 2007). A vizsgalatunk soran 31 cPWT: 10 cHP, 8 cMPC, 6 cALM, 4
cALMS, és 3 cAGF mintat elemeztink. Ezek kézul a ¢cHP (10/10; 100%) diffuz, intenziv (+++
- ++++), illetve a cMPC (8/8; 100%) gyenge, elszért (+) claudin-1 pozitivitast mutatott. A tébbi
cPWT claudin-1 negativhak bizonyult. Rajaram és mtsai (2004) 15 megvizsgalt human
meningealis HP kézll kettében (13%) észleltek focalis claudin-1 pozitivitast (Rajaram et al.,
2004). Eredményeink alapjan az anti-claudin-1-re alapozott IH vizsgalattal a cHP és a cMPC

jol elkildnithetd egymastdl, illetve az egyéb cPWT-dl, viszont 6nmagaban a marker nem
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alkalmas a cPNST-t6l valé elkilonitésre. Ehhez legalabb harom antitestet tartalmazo
immunhisztokémiai panelre van szikség. A javasolt markerek: az anti-claudin-1, az anti-a-
SMA és az anti-S-100 protein. A claudin-1 pozitiv cPNST [neurofibroma (cBPNST),
perineurioma (cBPNST), cMPNST] kdzUl a neurofibroma claudin-1 és S-100 protein pozitiv,
illetve a-SMA negativ; a perineurioma claudin-1 pozitiv és S-100 protein, illetve a-SMA
negativ; a schwannoma S-100 protein pozitiv, illetve claudin-1 és a-SMA negativ. Ezekkel
szemben cHP claudin-1 és o-SMA pozitiv és S-100 protein negativ. A hasonld
immunreaktivitdsi cMPC, a cHP-vel szemben, gyenge, elszért (+) claudin-1 pozitivitasu

(Tablazat 22.).

Tumor / Antitest Claudin-1 a-SMA S-100 protein
Schwannoma Negativ Negativ Pozitiv
(+++ - ++++)
Neurofibroma Pozitiv Negativ Pozitiv
(+ - +++) (++ - +++4)
Perineurioma Pozitiv Negativ Negativ
(++++)
cMPNST Pozitiv Negativ Pozitiv
(++ - +++4) (+ - +++)
cHP Pozitiv Pozitiv
(intenziv, +++ - (H++ - +++4+) Negativ
++++)
cMPC Pozitiv Pozitiv Negativ
(gyenge, +) (44 - +4t)

Tablazat 22. IH panel a cPWT (cHP, cMPC ) és a cPNST (schwannoma, neurofibroma, perineuroma,

cMPNST) differenciél diagnosztikgjahoz.

Az SCC ritka el6fordulasu laphamrak tipus (Martin és Stewart, 1935). Vizsgalataink
soran a ¢SCC diffuz, linearis, intenziv (++++) claudin-1 pozitivitdst mutatott. A cPNST és a
cSCC elkulonitésére négytagu IH panelt javasolunk: anti-claudin-1, anti-pancytokeratin, anti-
S-100 protein és anti-vimentin markerekkel. A claudin-1 pozitiv ¢cPNST (neurofibroma,
cMPNST) pancytokeratin negativ, S-100 protein, illetve vimentin pozitiv; claudin-1 pozitiv
perineurioma pancytokeratin és S-100 protein negativ, valamint vimentin pozitiv; a claudin-1

pozitiv ¢SCC pancytokeratin pozitiv, S-100 protein és vimentin negativ (Tablazat 23.).

Tumor / Antitest Claudin-1 a-SVA S-100 protein Pancytokeratin
Schwannoma Negativ Negativ Pozitiv Negativ
(+++ - ++++)
Neurofibroma Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ
(+ - +++) (++ - +++)
Perineurioma Pozitiv Negativ Negativ Negativ
(++++)
cMPNST Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ
(++ - +++) (+ - +++)
cSCC Pozitiv Negativ Negativ Pozitiv
(++++)

Tablazat 23. IH panel a cSCC és a cPNST (schwannoma, neurofibroma, perineuroma, cMPNST)

differenciél diagnosztikajahoz.
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A kutyak complex emlémirigy carcinomaja olyan bifazisos tumor, amelyben a
luminalis (simplex) hamsejtek és a kosarsejtek (myoepitheliocytak) daganatos, kevert
burjanzasa figyelheté meg (Hahn et al., 1992). Vizsgalataink soran a complex carcinomak
nem diffuz, linearis, intenziv (+ - ++) claudin-1 pozitivitast mutattak. A daganatban a
neoplasticus, luminalis hamsejtek mutattak claudin-1 immunreaktivitdst. A tumorosan
burjanzé myoepithelsejtek claudin-1 negativnak bizonyultak. A cPNST és a complex
carcinoma differencial diagnosztikajahoz javasolt IH panel négy antitestet tartalmaz: anti-
claudin-1, anti-S-100 protein, anti-a-SMA és anti-pancytokeratin. A complex emlémirigy
carcinoma (+ - ++) claudin-1, (++ - +++) a-SMA, (++ - +++) S-100 protein és (++ - +++)

pancytokeratin pozitivitast mutatott (Tablazat 24.).

Tumor / Antitest Claudin-1 a-SMA S-100 protein Pancytokeratin
Schwannoma Negativ Negativ Pozitiv Negativ
(+++ - ++++)
Neurofibroma Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ
(+ - +++) (++ - +++)
Perineurioma Pozitiv Negativ Negativ Negativ
(++++)
cMPNST Pozitiv Negativ Pozitiv Negativ
(++ - +++4) (+ - +++)
Complex cc Pozitiv Pozitiv Pozitiv Pozitiv
(+ - ++) (++ - +++) (++ - +++) (++ - +++4)

Tablazat 24. IH panel a complex emlémirigy carcinoma (complex cc) és a cPNST (schwannoma,
neurofibroma, perineuroma, cMPNST) differenciél diagnosztikajahoz.

Ramos-Vara és mtsai (2010) vizsgalataik soran cytoplasmaticus, illetve
cytoplasmaticus-membran claudin-1 pozitivitast észleltek a kutyak meningeomaiban (21/36;
58,3%). A vizsgalataikba bevont, kilénbdzd szdvettani tipusi meningeomak kézil 4
psammomatosus jellegl volt. Ezek macskakbdl szarmazo6 mintak voltak, amelyek kézil kettd
claudin-1 negativnak, ketté pedig claudin-1 pozitivhak bizonyult (Ramos-Vara et al., 2010). A
vizsgalataink soran a kutyak elvaltozasmentes leptomeningocytaiban és a psammomatosus
meningeomakban, egyértelm(, claudin-1 negativitast tapasztaltunk. Ezzel szemben Ramos-
Vara és mtsai (2010) kutyakbdl szarmazo, 13 transitionalis meningeomabél 8-ban (61,5%), 4
fibroblastos meningeomabdl 2-ben (50%) és valamennyi anaplasticus meningeomaban (5)
claudin-1 pozitivitast észleltek. A microcystds és a myxoid meningeomak claudin-1
negativnak bizonyultak. Munkajuk soran kutyakbol szarmazé psammomatosus meningeomat
nem vizsgaltak (Ramos-Vara et al., 2010). Hahn és mtsai (2006) 10 human anaplasticus
meningeomabol 6-ban (60%), 20 human fibrosus meningeomabdl 8-ban (40%) és 10 human
meningothelialis meningeomabdl 7-ben (70%) tapasztaltak claudin-1 immunreaktivitast
(Hahn et al., 2006). A korabbi vizsgalati eredmények (Ramos-Vara et al., 2010) és sajat

medfigyeléseink alapjan megallapithatjuk, hogy a kutyak claudin-1 pozitiv transitionalis,
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fibroblastos, anaplasticus meningeomainak a cPNST-t6l vald differencialasahoz egyéb
markerek bevonasara van szikség.

Szemben a human daganatpatolégiai tapasztalattal, amely szerint a claudin-1
molekula melanocytdkban, valamint a melanocytds elvaltozasokban (melanocyta
hyperplasia, malignus melanoma) jél érzékelhetéen expresszalédik (Leotlela et al., 2007),
kutyak amelanoticus melanomaiban, tovabba az intact melanocytakban nem tapasztaltunk
claudin-1 pozitivitast.

Billings és mtsai (2004) human monofazisos synovialis sarcomak 28,5%-aban (4/14)
tapasztaltak claudin-1 pozitivitast. A human bifazisos synovialis sarcomakban a mirigyham
komponensek 92,3%-ban (12/13), mig az orsosejtes komponensek 46,15% (6/13) mutattak
claudin-1 expressziét (Billings et al., 2004). A vizsgalatainkba bevont, kutyakbdl szarmazo,
kisszamu (4) monofazisos synovialis sarcoma claudin-1 negativnak bizonyult. Az izuleti
belhartya daganatok kdzul nem vizsgaltunk kutyabdl szarmazd bifazisos és anaplasticus
synovialis sarcomat, amelyek mirigyhdm komponensei, hasonlén a human tumorokhoz,
expresszalhatjak a claudin-1 molekulat.

Schuetz és mtsai (2005) human Ewing sarcomaban tapasztaltak (19/30; 63%)
claudin-1 expressziét (Schuetz et al., 2005). Munkank soran a kutyakbdl szarmazo

osteosarcomak claudin-1 negativnak bizonyultak.

7.2. Tumorprogressio

A daganatok malignus potencialjanak (invasivitas, metastasisképzés) névekedését
tumorprogressionak nevezzik. A tumorprogressio folyamata magaba foglalja egy sejt
daganatos atalakulasat, annak clonalis proliferatidjat, az igy kialakult tumorszdvet helyi
invasivitasat és végll a malignitas alapvetd kritériumat az attétképzést. A
daganatprogressiés folyamat soran szelektadlédnak azok a tumorsejt-szubpopulaciok,
amelyek kevésbé antigenicusak, citostaticumokkal szemben ellenédllobbak, gyors
névekedésre, metastasisra hajlamosak és kis névekedési faktor-igénnyel jellemezheték. igy
olyan subclonok valnak dominanssa, amelyek a szervezet szelekciés tényezdivel szemben
rezisztensebbnek bizonyultak. A human tumorprogressios kutatasok célul tlzték ki a
daganatsejtek kdzotti jelatviteli folyamatok, daganatos progressiéban kifejtett szerepének
elmélyllt tanulmanyozasat és az ennek megfelelé un. jelatviteli terapids megoldasok
bevezetését. Szamos kedvez6 human eredmény szliletett ezzel kapcsolatosan: Herceptin-
human emlérak terapia, Glivec-gastrointestinalis stromalis tumor (GIST) terapia, Iressa-

tudérak gyogykezelés (Kopper é€s Timar, 2007).
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7.2.1. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak eml6daganataiban

A kutyak testének ventralis falan, a bér alatti kétészévetben az anatomiai kbézépsik
két oldalan paramedian, a mellkastél a lagyéktajekig terjedéen talalunk tejmirigyeket (un.
tejléceket). Az emlébimbok, illetve az emlémirigy complexumok szama egy-egy oldalon 5,
amelyek kézul ketté mellkasi, ketté hasi, egy pedig lagyéki. Az emlémirigy fejlédését tekintve
modosult  verejtékmirigy, melynek terméke a tej (Fehér, 1980; Guzsal, 1981). A
mirigyallomany egymassal anasztomizalo, faagszerlien eladgaz6dd rendszer, melynek
legtavolabbi és legkisebb egysége az un. terminalis ductalis lobularis egység (angol neve
/terminal ductal lobular unit/ utan TDLU). A TDLU-t az alveolaris mirigyvégkamrakbol felépuld
mirigylebenyke (lobulus), az intralobularis és extralobularis szakasszal rendelkezd terminalis
ductulus (tejelvezeté csatorna) és az acinusok (alveolusok) Kkoruli, laza, gulkdz-
aminoglikanokban gazdag un. intralobularis kétészdvet alkotja. A kb. 0,1-0,25 mm atmérgji
alveolusok egyrétegli mirigyhambol, myoepithelbdl és alaphartyabdl épiinek fel, melyet a
morfolégiai, mind funkcionalis szempontbdl azonos tipusuak és értékliek. A legkisebb
vezetékek, a terminalis vezetékek falat szekrécios tipusu hamsejtek, myoepithel és
alaphartya képezi. Az interlobularis vezetékek az intralobularisoknal tagabbak, gyakoriak
rajtuk a befliz6dések, ami miatt 6bdlszer(i tagulatok alakulnak ki, illetve a hambélésik

kétréteglivé valik és a myoepithel sejtek elmaradnak (50. abra) (Kopper és Schaff, 2006).
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50. A. abra. Kutyabol szarmazé normalis eml&mirigy Un. terminalis ductalis lobularis egysége (piros

nyil) kérnyezetében két interlobularis ductulus (sarga nyil) (HE, 40x). B. Egyrétegl mirigyhammal
bélelt alveolusok, kutya intact emlémirigyében (HE, 200x).

A kutyak intact emlémirigyeiben végzett vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a
claudin-1, -3, -4, -5 és -7 molekulak az alveolaris luminalis mirigyhamsejtek és a tejelvezetd
csatornakat bélel6 hamsejtek tight junction strukturaiban expresszalédo, integrans
membranfehérjék. Az emlémirigyek kotészoveti vazaban 1évé vér- és nyirokerek
endothelsejtjeiben intenziv claudin-5 pozitivitast tapasztaltunk (Jakab et al., 2008b).
Vizsgalataink soran szdveti multiblokk (TMA) technikat alkalmaztunk (Jakab et al, 2007). A
TMA technikat eredetileg Wan, Fortuna és Furmanski irta le (Wan et al., 1987) és a
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patolégiai laborokban t6rténé alkalmazasa, popularissa tétele Juha Kononen és mtsai
nevéhez f(izédik. Megallapitasaik szerint az elfogadhaté maximalis, paraffinba agyazott
szdvethenger, illetve a beldlik készitett széveti array mintdk szama egy targylemezen 600
darab. Ennek megfeleléen a mintakorongok atmérdje 0,6 mm, amelyek egymastol 0,7-0,8
mm tavolsagra vannak, valamint a mintak tertlete kb. 2-3 nagy nagyitasu mikroszképos
mezének megfeleld. Az Ujabb array technikak lehetévé teszik, hogy akar 2000, vagy annal
tébb minta kertilhessen egyetlen targylemezre. Ahogyan a molekularis biol6giaban a DNS-
chip technolégia a kilénb6zd gének komplex vizsgalatat teszi lehetévé, ugy a szdveti
antigének immunmorfologiai kimutatdsa a széveti mikrosorozatok bevezetésével kapott U]
lendlletet (Kononen et al., 1998). A TMA blokkokbdl készitett szdveti mikrosorozatok
validalasa, minéségi ellenbrzése alapvetd, a diagnosztikai gyakorlatba valdé alkalmazast
megel6zd kritérium. Ez nem kénnyl feladat, hiszen szamos nehézséggel kell szamolni, pl.
daganatok esetében gyakorta tapasztalhatd intratumoralis (egy daganaton belili), illetve
intertumoralis (daganat és attétei kozo6tti) feno- és genotipusos heterogenitas (morfolégiai és
genetikai kilénbdzbség). Ez azt jelenti, hogy a hagyomanyos paraffinos blokkokbdl készitett
metszeten 1év6é egyetlen tumormintan bellli daganatsejtek egymastdl eltéré mértékd
biomarker-expressziét (pl. az immunhisztokémiaval detektalhato antigént) mutathatnak. llyen
esetekben felmeril a kérdés, hogy az adott daganatbol készitett hagyomanyos metszetek
tanulmanyozasa soran, milyen mennyiségl és mindségl terileteket kell kijeldlni a TMA
blokkok készitéséhez ugy, hogy az igy készilt széveti mikrosorozatok reperezentativak,
diagnosztikailag elfogadhaté minéségliek legyenek. A TMA érzékenysége, minésége a
szOveti mikrosorozatok szamanak ndvelésével fokozhaté (Matthev, 2004). Kutyak
emlémirigyeiben végzatt claudinexpresszidés vizsgalatainkat a konfokalis mikroszképos
modszer is megerdsitette, alatamasztotta (Jakab et al., 2009h).

A claudin fehérieknek a sejtpolaritas, a paracellularis transzport folyamatok
fenntartasaban alapvetd, mintegy tumorsuppressiv szereplk van. A sejtpolaritas elvesztése,
a paracellularis transzport folymatok karosodasa, zavara potencialis auto-, illetve paracrin
daganatindukald, carcinogeneticus kéros molekularis esemény (Mullin, 1997). Ez utébbi, Uj,
tudomanyos felimerés, ennek igazoldsara kutyak emlémirigy carcinogenesisének
(eml6édaganat-progressidjanak) tanulmanyozasara az intact emlémirgyek mellé, lobularis
hyperplasakat, simplex adenomakat, tovabba primer simplex és secunder pulmonalis solid
carcinomakat valogattunk be vizsgalatainkba. A benignus proliferativ emléelvaltozasok
claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios mintazata nem mutatott eltérést az intact mirigyéhez
képest. A malignus elsédleges daganatok koézul az in situ carcinomakban, az intact
emlémirigyekhez, a joindulatt emlémirigy proliferatumokhoz képest, jelentés claudin-1
expresszio csOkkenést (nem diffuz, multifocalis, intenziv, <25 % tumorsejt pozitivitas), illetve
a simplex infiltralé carcinomak valamennyi tipusaban (Jakab et al., 2008g) és a solid

differencialatlan egyszerl rakok tavoli attéteiben a claudin-1 molekula elvesztését
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tapasztaltuk (Jakab et al.,, 2009c). T6kés és mtsai, hasonlban a mi tapasztalatinkhoz,
csOkkent claudin-1 molekula expressziét figyeltek meg a kutyaéhoz hasonld szdvettani
tipusu, human malignus eml6daganatokban (Tékés et al., 2004). Vizsgalati eredményeink
alapjan feltételezzilk, hogy a kutyak simplex emlémirigy-carcinogenesisében,
tumorprogressidjaban, a sejtek k6zotti kapcsolatok fellazulasa miatt kialakult sejtpolaritas és
paracellularis transzport zavar, disorientatio, sejtlevalas és invasivitdas fokozédas révén
szerepe van a claudin-1 molekula expresszié vesztésének.

Epthelialis-mesenchymalis transitionak (EMT) nevezzik azt a folyamatot, amelynek
soran az atalakulé epithelialis sejtek elveszitik az adhesids tulajdonsagaikat, polaritasukat és
de novo mesenchymalis sejtekre jellemzd fehérjéket (pl. vimentin, a-SMA) kezdenek
termelni. Az EMT lehet fiziologias (I-es tipusu) pl. embryogenesis, organogenesis soran és
lehet kéros pl. fibrosis, széveti hegesedés (ll-es tipusu), illetve carcinogenesis (lll-as tipusu)
esetében (Hay, 1995; Kalluri és Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009). Molekularis vizsgalatok
soran azt tapasztaltak, hogy EMT esetén a sejtek a sejtkapcsol6 fehérjék (claudinok,
occludin, zonula occludens proteinek és E-cadherin) deletiéja miatt elnyult orsoéalakot
vesznek fel, intercellularis kapcsolataik fellazulnak, felszakadoznak és elveszitik adhesiés
tulajdonsagaikat. A sejtek elveszitik tovabba apicobasalis polaritasukat, sejtvazuk
atrendez6dik, a-SMA-t termelnek, ami miatt fokozodik migratiés, invasios készségik. Ezek
mellett fokozodik a matrix-metalloproteinaz termeléstik, igy degradaljak a vellk kapcsolatban
Iévé alaphartyakat (Thiery és Sleeman, 2006; Kalluri, 2009). Sarri6 és mtsai (2008)
vizsgalataik soran azt tapasztaltak, hogy a human emlécarcinomak kdzil elsésorban, basalis
tipusuakban tapasztalhaté az EMT jelensége, a kuldnbdz6 EMT-markerek (a-SMA, vimentin,
N-cadherin, cadherin-11) expressziojanak fokozédasa az epthelialis markerek (E-cadherin,
cytokeratin) redukcioja mellett (Sarrid et al., 2008). Prat és mtsai (2010) a human un.
claudin-low emlécarcinoma altipusban, amely a claudin-3, -4 és -7 molekulakat csdkkent
mértékben expresszalja, medgfigyelték, hogy a mesenchymalis markerek (vimentin)
expresszioja fokozddott, ami az EMT egyik molekularis jele (Prat et al., 2010). Vizsgalataink
soran azt tapasztaltuk, hogy a kutyakbol szarmazé rosszindulatu elsédleges és masodlagos
ham eredeti emlémirigydaganatokban jelentés csdkkent, illetve megszint a claudin-1
expresszio (in situ carcinoma: < 25 % claudin-1 tumorsejtpozitivitas; infiltralé simplex
carcinoma grade |, -ll, —Ill tipus és solid carcinoma attét: claudin-1 negativitas). Tovabba az
elsédleges simplex carcinomakban csdkkent a claudin-5 expresszioé (in situ carcinoma és
infiltralé simplex carcinoma grade | tipus: 25-50 % claudin-5 tumorsejtpozitivitas; infiltrald
simplex carcinoma grade |l tipus: < 25 % claudin-5 tumorsejtpozitivitas; infiltrald6 simplex
carcinoma grade lll tipus: claudin-5 negativitas) (Jakab et al., 2008g; 2009c). Feltételezhetd,
hogy a kutyak emlémirigy-carcinogenesise soran észlelheté EMT részletjelensége a claudin-

1 molekula elvesztése, ami fokozza a dagagantsejt motilitasat, invasivitasat, metastasis
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hajlamat. Tovabbi kiegészité immunhisztokémiai, valamint molekularis biologiai vizsgalatok
szlkségesek e feltételezés tisztazasa érdekében.

A Clostridium perfringens enterotoxinjarél (CPE) mar tébb mint 15 éve ismert, hogy
az emlés somaticus sejtekben, rapid, direkt cytolisist képes indukalni (McClane et al., 1988).
A koézelmultban valt ismertté, hogy a claudin-3 és -4 molekula a CPE receptora. A CPE
protein C-terminalisa kétddik a claudin-3 és -4 molekulakhoz, mig az N-terminalisa pérusokat
formal a megtadmadott sejt plazmamembranjaban, gyors sejtfeloldédast okozva (Katahira et
al.,, 1997). Ez a folyamat a toxin terapias alkalmazhatosagat teszi lehetévé olyan
daganatokban, amelyek magas claudin-3 és/vagy claudin-4 expressziét mutatnak. Kominsky
és mtsai (2004) vizsgalataik soran claudin-3 és -4 fehérjéket overexpresszalé human in vitro
eml6raksejtvonalakban indukaltak doézisdependens, rapid cytolysist (tumorlysist) CPE-vel
(Kominsky et al.,, 2004). Sajat vizsgalataink soran, mind kutyakbdl szarmazd intact
emlémirigyekben, mind azok benignus elvaltozasaiban, valamint primer simplex
carcinomaiban és tavoli attéteikben a tumorsejtekben diffuz, intenziv, 50-100 % claudin-3 és
-4 pozitivitast tapasztaltunk (Jakab et al., 2009c¢). Mivel az emlitett esetekben a claudin-3 és -
4 fokozottan expresszalddik, felveti annak lehetéségét, hogy a CPE direkt, cytolyticus
hatasat tanulmanyozzak kutyak primer és secunder emérakjabol izolalt daganatsejteken.
Kisérleteink szerint carcinomakban a claudin-3 és -4 a claudin-1, -5 és -7 molekulakhoz
képest fokozottabban expresszalddott. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy az emberrel
azonos kdrnyezetben él6, igy hasonlo carcinogen tényezdknek kitett kutyakban indukalodott,
a human emlérakokkal azonos szdvettani megjelenésd, claudin-3 és/vagy -4 molekulat
fokozottan expresszalé simplex kutya emlérakot, human modellként hasznaljuk fel az
onkolégiai kutatasokban. Az allatorvosi klinikai gyakorlatban nem a sebészileg viszonylag
kénnyen kezelhetd, kutyakban kialakult els8dleges simplex emlérakok, hanem azok tavoli
(pulmonalis) attéteinek terapias kezelése, redukcidja jelent kihivast. Az esetleges terapias
hatas esetén (a tudbattétek kezelése soran) alapvetd kérdést vet fel a claudin-3 és -4 TJ
fehérjéket expresszald, fizioldgias tlidészoveti sejteknek: alveolaris-, hérgécske- és hoérgd
hamsejteknek a CPE cytoliticus hatasatol valé védeleme, mentesitése.

A vizsgalataink soran tapasztalt claudin-5 expresszié elsésorban az alapszéveti vér-
és nyirokerek, illetve a tumor stromajaban 1évé mikroerek endothel sejtjeiben okozott intenziv
immunreaktivitast, szemben a nem daganatos és daganatos epithelialis emlémirigysejtekkel.
A claudin-5 kutyak emlédaganataiban tapasztalt jelentéségér6l a neoangiogenesis
fejezetben foglalkozunk.

Korabbi onkolégiai tanulmanyok soran azt tapasztaltak, hogy a claudin-7 molekula
expresszidja a human invaziv ductalis emlémirigycarcinomakban cstkken a normalis
emlémirigyhez viszonyitva és ez a gyengébb claudin-7 expressziés mérték korrelalt a
szdvettani gradus (a malignitas) fokozédasaval (Kominsky et al., 2003). Vizsgalataink soran

a kutyak elsbdleges rosszindulati simplex carcinomaiban az intact emlémirigyhez és a
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benignus proliferativ elvaltozasaihoz képest, a claudin-7 molekula csékkent expresszibjat
figyeltik meg. Az attéti solid simplex carcinomakban az elsédleges malignus tumorokhoz
képest emelkedett claudin-7 expressziét tapasztaltunk (Jakab et al., 2009c).

A kutydk emlédmirigy daganataiban végzett claudin expressziés vizsgalataink alapjan
feltételezzik, hogy az emlémirigy carcinogenesis dsszetett, bonyolult molekularis hatterének
szerves alkotéeleme a claudin-1, -5 és -7 molekuldk tumorprogressio soran tapasztalt,
redukaldédd expresszidja a paracellularis transzport folyamatok és a sejtpolaritas zavara, a
cellularis dysorientatio, sejtlevalas és invazivitdas fokozasa révén (Jakab et al., 2008g;
2009c).

7.2.2. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak low grade colorectalis

adenocarcinomaiban

Kulfoldi felmérések szerint a kutyak béldaganatainak kb. 60 %-a ered a colorectalis
szOvetekbdl (Holt and Lucke, 1985). A colorectalis adenocarcinomak elsésorban idésebb
kutyakban, 8-9 éves kor kdzbtt jelennek meg. A him allatokban gyakrabban észlelheték, mint
a szukakban (Patnaik et al., 1977; Schaffer és Schieffer, 1968). Kutyakban, az emberhez
hasonléan, medfigyelték a vastagbélrak rakmegel6z6 4&llapotait az adenomakat
(polypusokat) (Silverberg, 1971). A human megfigyelések szerint a legtdbb vastagbélrak
polypus adenomatosusbdl indul ki. A polypok malignus atalakulasanak kockazata a polypok
szamaval, méretével aranyosan né. A colorectalis carcinogenesis tébb 1épcsbs folyamat:
normal vastagbél — kisméretl polyp — nagyméret(i polyp — vastagbélrak. A folyamat 10-15
évet vesz igénybe (Jass, 2001). A kutyak vastagbél carcinomaja a bélfali, ill. az
extraintestinalis nyirokutakon keresztil képezhet locoregionalis attétet a nyirokcsomoékba,
terjedhet a subperitonealis széveti tertletekbe, és a véraram atjan adhat tavoli (tud6, maj,
csont, agyvel®) metastasisokat (Brunnert et al., 1993; Stampley et al., 1987). Az allatorvosi
daganatpatoldgiaban szévettani tipus alapjan elklldnitink a mirigyhambél  kiindulo
colorectalis adenocarcinomat, mucinosus adenocarcinomat, pecsétgy(irisejtes carcinomat,
scirrosus (fibroplasticus) carcinomat és laphamrakot. A differencialtsag szempontjabdl a
vastagbélraknak két nagy csoportjat kulonitik el: a differencialt, low grade, tubulopapillaris és
a differencialatlan, high grade, solid tipust. A makroszkopos kép alapjan ulcerativ, fungosus,
stenotisal6 és egyéb tipus kuldnbdztethetd meg (Head et al., 2002).

Dhawan és mtsai (2005) korabbi human tanulmanyukban leirtak, hogy az emberi
intact colorectumban az epithelialis sejtek membranjaban a claudin-1 molekula nem
expresszalodik (Dhawan et al., 2005). Jelen tanulmanyunkban, a kutyak elvaltozasmentes
colorectalis szbvetei, a human megfigyelésekhez hasonléan, claudin-1 negativnak

bizonyultak (Jakab et al., 2010b). Resnick és mtsai, az emberi colorectalis carcinogenesis
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soran a claudin-1 molekula fokozott expressziojat figyelheték meg, legkifejezettebben az
attéti carcinomakban. Azo6ta a claudin-1 molekulat prognosztikai faktorként alkalmazzak a
human klinikopatolégiaban (Resnick et al., 2005). Tanulmanyunkban, a claudin-1 molekula
nem diffuz (multifocalis) intenziv, linearis, 25-50 % tumorsejtpozitivitasu membranreakcidjat
figyelttk meg a cLGCC mintak 45 %-aban (9/20). A mintak 55 %-aban (11/20)
cytoplasmaticus pozitivitast észleltink. Eredményeink alapjan a kutyak molekularis
colorectalis carcinogenesisében szerepe van a claudin-1 molekula fokozddé expresszidjanak
(Jakab et al., 2010b). Ezen eredményiink ellentétes a korabban a kutyak emlémirigy
carcinogenesisében tapasztaltakkal, ahol a claudin-1 molekula csékkent expresszidja, illetve
elvesztése volt érzékelhetd a malignus simplex carcinomakban a normalis emlémirigyekhez,
valamint azok benignus proliferatumaihoz viszonyitva (Jakab et al., 2008g; 2009c).

A cLGCC-ak egy részében (11/20; 55%) non-junctionalis gyenge cytoplasmaticus
claudin-1 immunreaktivitast észleltink. Korabbi human onkolégiai tanulmanyokban azt
tapasztaltdak, hogy a vastagbélrakokban a claudin-1 nem a membranban, hanem a
sejtmagban, illetve a cytoplasmaban expresszalédott. Ez a non-junctionalis claudin-1
expresszio fokoztottan volt észlelheté a human vastagbélrakok attéteiben (Dhawan et al.,
2005).

Vizsgalataink soran diffuz, intenziv, junctionalis, pontszerl claudin-3 és -4 pozitiv
reakciot talaltunk a kutyak elvaltozdsmentes colorectalis hamszdveteiben, ugyanakkor a
cLGCC-akban a claudin-3 és -4 molekulak fokozott, linearis membranexpresszidja volt
medfigyelhetd (Jakab et al., 2010b). A kutyak simplex emlérakjaihoz hasonléan tehat, a
cLGCC is, a CPE receptorait, a claudin-3 és-4 molekuldkat fokozottan expresszalja, igy
alkalmassa valhat human terapias stratégiak tanulmanyozasara modell allatként.

A megvizsgalt kutyakbdl szarmazo intact colorectalis szévetekben és a cLGCC-akban
az alapszdveti vér- és nyirokerek, illetve a tumor stromajaban 1évd mikroerek endothel sejtjei
muttatak claudin-5 pozitivitast.

A claudin-7 molekula fokozott expresszidjat tapasztaltdk human chromophog
veserakban szemben az oncocytomaval és az egyéb vesedaganatokkal. Ezek alapjan
differenciaciés markerként hasznosithaté a human vesedaganatok patolégiai vizsgalataiban
(Hornsby et al.,, 2007). Leirtdak fokoztt expresszidjat human gyomordysplasiakban és
adenocarcinomakban. Feltételezik, hogy a gyomorcarcinomak tumorprogressios folyamata
soran korai molekularis onkologiai jelenség a fokozott claudin-7 expresszié (Johnson et al.,
2005). A kutyak intact colorectalis szdveteinek hamsejtjeiben diffuz, intenziv claudin-7
membranpozitivitast, tovabba a cLGCC mintdkban fokozott claudin-7 expressiodt figyeltink
meg. Az utdbbi mintak 50 %-aban membran és cytolpasmaticus pozitvitast észleltlink.
Tovabbi molekularis vizsgalatok szikségesek a nem membran helyezddésl claudin-7

expresszio, tumorprogressioban, carcinogenesisben betdltott szerepének tisztazasahoz.
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A human colorectalis adenocarcinoma stadiumbeosztasara az Astler és Coller altal
modositott Dukes klasszifikaciét javasoljak: Stage A = csak a mucosa érintett, Stage B4=
muscularis propria érintett (a nyirokcsomd negativ), Stage B, = muscularis réteg infiltralt, a
tumor eléri serosat (a nyirokcsomé negativ), Stage C4 = a tumor a serosan nem tor at (a
nyirokcsomé pozitiv), Stage C, = a tumor attdri a serosat (a nyirokcsomoé pozitiv), Stage D =
tavoli metastasis (Astler és Coller, 1954). Vizsgalatainkba bevont cLGCC mintak e human
stadiumbeosztas alapjan a Stage A-Bi-ba tartoztak, vagyis a bélfalat mélyebb rétegekbe
infiltralé tumort, nyirokcsomé metastasist és tavoli attéteket, tovabba differencialatlan tipusu
colorectalis adenocarcinomat nem sikerult claudinexpresszios vizsgalatok ala vetni. Ennek
oka a gazdak altal idejében felismert tinetek (véres, fajdalmas bélsarirités) és a korai
sebészi beavatkozas miatt, kezdeti stadiumban térténd allatorvosi kezelés. A jelen
vizsgalataink kiegészitése végett, tovabbi claudinexpressziés vizsgalatok sziikségesek a

bélfalat infiltralé primer és a secunder colorectalis carcinomak esetében.

7.2.3. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expressziés vizsgalatok kutyak hepatoid-sejtes

mirigydaganataiban

A perianalis, circumanalis, vagy hepatoid-sejtes mirigyek csak a kutyafélékben
kifejl6d6tt nem szekretoros, moédosult faggyumirigyek, amelyek tébbnyire a perianalis bérben
lokalizalédnak, de megtalalhatok a farok proximalis harmadaban, a tasak lateralis tertletén,
a dorsalis agyéki-keresztcsonti régidban, illetve a hasfal ventralis kdzépsikjaban. A
mirigylebenykék differencialt, érett mirigyhamsejtekbdl és periféridas helyez6désl basalis,
potld sejtekbdl (8ssejtekbdl) épllnek fel. Az érett mirgyhamsejtek fénymikroszkdpos
cytomorphologiaja nagyban emlékeztet az ép majsejtekére. Innen ered a perianalis mirigyek
hepatoid-sejtes mirigy elnevezése (lIsitior €és Weinman, 1979). A jéindulatu proliferativ
mirigyelvaltozasok: a nodularis (gbbds) hyperplasia, az adenoma, az epithelioma, a jol
differencialt és a rosszul differencialt (differencialatlan) carcinoma. A hepatoid-sejtes
mirigyhyperplasia és az adenoma gyakori, 8-18%-a a kutyakban el6fordul6é a bértumoroknak.
Az alacsony malignitasu hepatoid-sejtes epitheliomak jelentés részben a daganatosan
burjanzé basalis sejtekbdl és kisebb részt daganatos, differencialt hepatoid-sejtekbdl
épulnek fel (Goldschmidt és Hendrick, 2000). A jol differencialt hepatoid-sejtes carcinomak
hasonlé fénymikroszkdépos megjelenésiiek, mint a joéindulatt adenomak, de helyi invazios
képeséggel rendelkeznek és attétet is képezhetnek. Az adenomak allomanyaban kialakuld,
jol differencialt carcinomas goécok esetén hasznaljuk az in situ carcinoma elnevezést (lhrke et
al., 2006).

Jelen immunhisztokémiai tanulmanyunk soran kutyakbél szarmazé, 10

elvaltozasmentes és 67 proliferativ, nem daganatos és daganatos hepatoid-sejtes mirigy
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elvaltozasnak claudinexpressziés mintazatat analizaltuk. Vizsgalataink soran a kutyak intact
hepatoid-sejtes mirigyeiben diffuz, intenziv (++++) linearis membran claudin-1, -3, -4, -5 és -
7 coexpressziét tapasztaltunk. Ezek a claudin molekulak tehat mind a differencialt hepatoid-
mirigyhamsejteknek, mind pedig a basalis helyez8désli pétldsejteknek constitutiv
alkotéelemei, integrans membranfehérjéi az intact hepatoid-sejtes mirigyek TJ strukturainak,.
Ezzel megegyezd claudin-1, -3, -4, -5 és -7 molekula coexpressziot észleltink a benignus
proliferativ elvaltozasokban is: a nodularis hyperplasidkban és az adenomakban. Az
epitheliomakban gyenge, multifocalis, linearis claudin-1, -3, -4 és -5 membrancoexpresszibt
figyeltink meg, illetve claudin-7 negativitdst. Ezekben a daganatokban a neoplasticusan
burjanzé basalis, p6tlosejtek nem expresszaltak a claudin-1, -3, -4 és -5 molekulat, viszont a
cytoplasma, nagy vesicularis sejtmag) daganatsejtek, lateralis claudin-1, -3, -4 és -5
membranpozitivitdst mutattak. Ezen eredmény alapjan feltételezhetjik, hogy a kutyak
hepatoid-sejtes epitheliomainak tumorgenesises folymatat részben a mirigyek dssejtjeinek,
vagy basalis potldsejtjeinek sejtmagjaban [évé claudin-1, -3, -4 és -5 gént érintd kilénbdzb
DNS-elvaltozasok is befolyasolhatjak (Jakab et al., 2009b; 2010a; 2010d; 2010i). Mindezek
mellett, elszértan, néhany periférias helyez6désli (az invaziv front részét képezd)
epitheliomaseijt (kb. 1-5 %-a a tumorsejteknek) finom, vagy durva granularis cytoplasmaticus
caudin-1 pozitivitdst mutatott. A hepatoid-sejtes epitheliomak kdzponti terlletein nem
tapasztaltunk Un. non-junctionalis claudin-1 expressziét a daganatsejtekben (Jakab et al.,
2010i). A nem junctionalis (nem a tight junctionokban vald) claudin-1 expresszi6 jelenségét
leirtak mar patkany mellékherében (Gregory et al., 2001), sertés agyvelé kapillarisainak
endothel sejtjeiben (Ishizaki et al., 2003) és szelektalt MDCK sejtvonalakban (Amasheh et
al., 2002). Néhany esetben a nem-junctionalis claudin-1 expressziét 6sszefliggésbe hoztak a
tumorgenesissel és/vagy a daganatos attétképzddéssel (Miwa et al., 2000). Korabbi human
tanulmanyban fokozott caludin-1 expressziot tapasztaltak vastagbélrakokban, a
sejtmembranbdl a sejtmagba és a cytoplasmaba térténd claudin-1 mislocalisatio jeleivel. Az
attéteket képez6 vastagbélrak sejtek expresszaltak legnagyobb mértékben a sejtmagokban
és a cytoplasmaban a claudin-1 molekulat (Dhawan et al., 2005). Elképzelhet6, hogy a
kutyak hepatoid-sejtes epitheliomainak alacsony mértékl és a periférias teriletein tapasztalt,
a membranbdl a cytolasmaba mislocalisalt (nhem a fiziolégias kérilményeknek megfeleld
helyen a membranban, hanem a cytoplasmaban megjelend) claudin-1 expresszié a
morfologiai molekularis jele az epithelioma tumorsejtek fokozddd, kéros disorientaltaganak (a
sejtpolaritas elvesztésének), elkilénilé motilitisanak és invaziés készségének. Tovabbi
funkcionalis vizsgalatokra van szikség ezen histotipusi daganatban észlelt claudin-1
expresszio kilénbdzd biologiai szerepének tisztazasa érdekében (Jakab et al., 2010i)

A vizsgalataink soran intenziv, diffuz linearis membran claudin-1, -3, -4, -5 és -7

molekula coexpressziét figyeltink meg a differencialt hepatoid-sejtes carcinomakban. A
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differencialatlan hepatoid-sejtes carcinomakban a claudin-3, -4, -5 és -7 molekulak
cooverexpresszidja volt érzékelhetd, illetve a claudin-1 molekula elvesztése (Jakab et al.,
2009b; 2010a; 2010d; 2010i). A vizsgalati eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a
claudin-1  expresszid6 elvesztése a  sejtpolariths megszinéséhez, a  sejtek
sejtes carcinomakban. Tovabbi funkcionalis tanulmanyokra van szikség a claudin-1 pontos
biolégiai feladatanak tisztazasahoz a kutyak kulénb6z8d histotipusi hepatoid-sejtes
daganataiban.

Jelen tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a claudin-1 diffuzan, intenziven
expresszalodott a differencialt hepatoid-sejtes mirigyhamrakokban, nem diffuzan,
multifocalisan, gyengébben expresszalédott az epitheliomakban és elveszitette caludin-1
expresszibjat a differencialatlan hepatoid-sejtes mirigyhamrak. Ugy tiinik, hogy a claudin-1
molekula immunhisztokémiai médszerrel térténd kimutatasa segit a kutyak differencialatlan
hepatoid-sejtes carcinomait elkiléniteni, a jol differencialt hepatoid-sejtes mirigyhamraktél és
a hepatoid-sejtes epitheliomatél. Mindezek mellett e marker segit megkulénbdztetni a kutyak

hepatoid-sejtes epitheliomajat a jol differencialt carcinomatol (Jakab et al., 2010i).

7.2.4. Claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszios vizsgalatok kutyak hasnyalmirigyének

acinaris sejtes exocrin carcinomaiban

A hasnyalmirigy 6sszetett, kilsé és bels6 elvalasztasu, exocrin és endocrin funkciot
ellatd szerv. A tébb mint 20 féle emésztéenzimet termeld exocrin részének alkotasaban az
acinusokat (alveolusokat) felépité un. acinus, vagy acinaris sejtek vesznek részt. Az altaluk
termelt emésztbnedv, az exocrin rész masik alkotéelemén, az intercalaris-, az intralobularis,
az interlobularis ductulusokon, majd a pancreas nagyobb elvezet6 csatornain at a
duodenumba keril. A kutydkban a hasnyalmirigy malignus daganatainak a legnagyobb
hanyadat az exocrin acinaris sejtes, vagy acinus sejtes carcinoma képvislei (Chang et al.,
2007). Ezzel szemben emberben a pancreas eredetlii carcinomak 90 %-a ductusok
epithelialis rétegébdl indul ki (Kopper és Schaff, 2006). Gyakorlati tapasztalatok alapjan, a
kutyakban észlelt exocrin pancreas carcinomak, a klinikai diagnézis felallitasakor az esetek
tulnyomé tébbségében mar elérehaladott, attétképzd allapotban vannak. Az acinaris sejtes
carcinoma metastasist képezhet a peritonealis felszinre, a majba, a mesenterialis
nyirokcsomoékba, a vesékbe, a tudbébe, az agyvel6be, a submandibularis, a mediastinalis
nyirokcsomoékba, a perioesophagealis szdveti terliletekbe és a tonsillakba. Differencialtsag
szempontjabél az acinaris sejtes carcinoma két nagyobb csoportba osztahatd: (1)

differencialt és (2) nem differencialt, vagy differencialatlan tipusokba (Head et al., 2002).
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Tanulmanyunk soran claudin-1, -3, -4, -5 és -7 expresszids vizsgalatokat végeztiink
kutyak intact hasnyalmirigyében, valamint elsédleges és masodlagos acinaris sejtes exocrin
pancreas carcinomaiban (Jakab et al., 2011a; 2011d). Borka &as mtsai, korabbi
tanulmanyukban, human pancreas daganatok claudinexpressziés mintazatait vizsgaltak
(Borka et al., 2007). Kutyak kéros elvaltozasoktdl mentes pancreasainak acinaris sejtjeiben
intenziv, linearis claudin-1, -3, -4, -5 és -7 coexpressziét tapasztaltunk. Az intact ductalis
hamsejtek csak a claudin-7 molekulat expresszaltak, illetve claudin-1, -3-, -4 és -5
negativitast mutattak (Jakab et al., 2011a; 2011d). Hasonldéan a kutyak pancreas acinus
sejtieihez a human hasnyalmirigy acinus sejtek is claudin-1, -3, -4 és -7 pozitivitast mutatnak.
A human pancreas ductalis hamsejtjei, a kutyak ductalis hamsejtjeivel szemben, amelyek
claudin-7 pozitivak, claudin-1, -3, -4 és -5 negativak, claudin-1, -3-, -4 és -7 coexpressziot
mutatnak (Borka et al., 2007). Kutyak elvaltozasmentes hasnyalmirigyeinek endocrin sejtjei
valamennyi altalunk felhasznalt claudin molekulara negativitast mutatnak (Jakab et al.,
2011a; 2011d). Ezzel szemben a human pancreas Langerhans szigetének sejtjei claudin-3
és -7 coexpressziot, ill. claudin-1 és -4 negativitdst adnak (Borka et al., 2007). Kutyak
els6dleges és attéti differenciadlt acinaris sejtes exocrin carcinomaiban a neopasticus
acinusokat, a tubulusokat felépitd§ daganatsejtekben nem linearis apicalis, a TJ terlletére
korlatozd6do, intenziv claudin-1, -3, -4 coexpressziot, fokozott claudin-7 linearis
membranexpressziot (overexpressziot), tovabba claudin-5 negativitast tapasztaltunk (Jakab
et al., 2011a; 2011d). Ezzel szemben a human pancreas acinus sejtes carcinomaira claudin-
1 pozitivitas, valamint claudin-3, -4 és -7 negativitas a jellemz6 (Borka et al., 2007). A kutyak
primer és a secunder differencialatlan, solid acinaris sejtes pancreas carcinomakban claudin-
1, -3, -4 és -5 negativitast és claudin-7 fokozott expressziét észleltiink (Jakab et al., 2011a;
2011d). Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a kutyak hasnyalmirigyének acinaris
sejtjeibdl kiindulé carcinomak kialalkulasaban és a tumor progressiojaban szerepe van a
claudin-1, -3, -4 és -5 molekula elvesztésének. Tovabbi molekularis vizsgalatok sziikségesek
a kutyak acinaris sejtes exocrin carcinomaiban tapasztalt fokozott claudin-7 molekula
expresszio carcinogenesisben betdltétt szerepének tisztdzasara. Részben a masodlagos
intrahepaticus tumorok (Jakab et al.,, 2011a), részben pedig az intact majmintak
immunhisztokémiai vizsgalata soran a majban multifocalis (nem diffuz), intenziv, claudin-1
membranpozitivitast tapasztaltunk a periportalis terlleteken 1év6, a hatarolé lemezt alkotd

majsejtekben és az azokat koruldlelé 5-6 majsejtsorban (80. abra) (Jakab et al., 2010h).
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liferus, portalis venula és hepaticus

arteriola) kutyaban (HE., 200x). B. Claudin-1 pozitiv periportalis majsejtek kutya egészséges
majaban (HE., 200x).

Véleményunk szerint a kutyak majaban specifikusan a hataroldlemezre, illetve a
portalis terlletek korili, egészséges majsejtekre jellemz6 claudin-1  expresszid
immunhisztokémiai kimutatasa segitheti a kutyakbol szarmazd biopsias és necropsias
mintak pontosabb kiértékelését. Megkdnnyiti az allatorvos patologus munkajat, a kutyak
interface hepatitisének kiértékelésében azaltal, hogy a periportalis majelvaltozas, a
piecemeal necrosis pontos mennyiségi €s minéségi meghatarozasat teszi lehetévé a
claudin-1 expresszi6 elvesztésének kimutatasa alapjan. A claudin-1 pozitiv, 5-6 majsejtsorra
kiterjedd, periportalis majsejt elfajulds, necrosis, valamint apoptosis mindsitési rendszerét
enyhefoku (a hatarolé lemezt érintd), mérsékelt (a periportalis 2-3 majsejtsorra kiterjedd) és
sulyosfoku (a periportalis 5-6 majsejtsorra kiterjed6) elvaltozasra javasoljuk felosztani.
Valamennyi esetben a claudin-1 membran expresszidjanak periportalis elvesztése pontosan
meghatarozhato a humanizalt anti-claudin-1  ellenanyagra alapozott kiegészitd

immunhisztokémiai moédszerrel.

7.3. Angiogenesis vizsgalatok

A tébbsejtl szervezetek sejtjeinek ndvekedéseéhez, osztbdasahoz,
differencialédasahoz, a szdveti homeostasis biztositasahoz nélkilézhetetlen a gazcsere, az
oxigén felvétele és a szén-dioxid leadasa, mivel a sejtek kdzponti energiatarold, makroerg
anyaga, az adenozin-trifoszfat termelédése a sejtlégzésen alapszik. A szervezet széveteiben
az optimalis oxigénkoncentraciot, a szbévetekkel 6sszhangban ndvekvd, differencialédd és
azokat kell6 sir(iséggel behaldézd hajszalérrendszer biztositja (Carmeilet, 2005; Folkman et
al., 1967; Folkman, 1971; 1996). Uj vérerek képzédése a szervezetben kétféle
mechanizmus, a vasculogenesis €s az angiogenesis révén lehetséges. A vasculogenesis
soran, az embriondlis fejl6dés korai szakaszaban, a szikholyag falat boritd visceralis

mesodermasejtek egyes populaciéi vérsejtekké és vérerekké differencialdédnak. Ezek a
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sejtek un. vérszigeteket (insulae sanguineae) alkotnak. A vérszigetek kdzponti helyez6dési
sejtieibdl fejlédnek a haemopoeticus dssejtek, illetve a periférias helyez6déslekbdl az
angioblastok (endothelialis &ssejtek) (Kopper és Timar, 2007). Az angiogenesis soran a
szervezetben, a kordbban a vasculogenesis révén mar kialakult, meglévd (egzisztald)
véredényekbdl indul ki az érképzddés folyamata. Az érujdonképzddés (angiogenesis, gbrog:
angeion=ér, vérér) soran komplex érstrukturak képzédnek nyugvé endotheliocytakbdl tébb
szinten szabalyozott élettani mechanizmusok révén. A postnatalis életben lezajlo
angiogenesis lehet fiziolégias pl.: a sebesulések utani regeneracios folyamatokban, a
tengerszint feletti nagy magassagokban (alacsony oxigénkoncentracion) élé szervezetekben,
a nékben a nemi ciklus soran a menstruatio utan Ujraalakuld endometriumban, a
placentaban, az ovulacié utan atalakulé tiszében, és lehet patoldgias pl.: az idult
gyulladasok, a tumor-indukalt angiogenesis és a perfuziés zavarokhoz csatlakoz6 koéros
érburjanzasok (pl. portalis arteriolaris hyperplasia a majban) soran (Carmeilet, 2005; Kopper
és Timar, 2007).

Uj hajszalerek azokbol a legkisebb atméréjii erekbdl fejlédnek (tdbbnyire a
venulakbdl), amelyeknek falat csupan endothelsejitek és az alaphartya alkotja. Az
angiogenesis (neovascularisatio) soran a kapillarisokat kévetd venulak (szlléi erek) aktivalt
endothelsejtjei altal termelt fehérjebontd enzimek elbontjak az ér basalis membranjat. Az
alaphartya proteolitikus lebontdsa utan az aktivalt angiogen fenotipusu endothelsejtek, az
angiogen hatas irdnyaba vandorolnak, burjanzanak (Uj sejtadhézios fehérjéket expresszalva)
mikdzben az extracellularis matrixot is degradaljak, helyet teremtve az endothelsejt
vandorlasnak és az ezzel parhuzamosan zajl6 osztédasnak. Az endothelsejtek ezek utan
linearisan csatlakoznak egymashoz és csévé zarddva kialakitjak az ér Uregét. Egy-egy ilyen
ndévekmeény (sarj, hajtads) vége dsszetapad az eredeti érrel, kapillarishurkot képezve. Minden
hurokbdl Uj hajtasok és uj kapillarishalézat johet 1étre. A folyamat teljessé az egyéb muralis
sejtek: a pericytak megjelenésével és az Uj érhaldézat stabilizalodasaval valik (Jakab et al.,
2009d; 2009f; Kopper és Timar, 2007; Paku és Déme, 2006).

Az angiogenesist befolyasoldé molekularis tényezék: a (pro)angiogen- (angiogenesist
serkentd) és az antiangiogen faktorok, illetve az endothelsejteken talalhaté receptoraik
kozotti egyensulyeltoloédas/interakcié hatarozza meg, hogy Uj vérerek képzédnek vagy vérér
regresszid kovetkezik be. Az angiogenesist serkent6 faktorok az endothelsejteket
osztédasra, vandorlasra késztetik, mig az angiogenesist gatlé citokinek (pl.: angiostatin,
endostatin, vasostatin) az elébbiekkel ellentétes hatasuak. Jelenleg tébb mint 200 angiogen
faktort ismerink. Ezen tényezdk aktualis aranya hatarozza meg az adott fizioldgias vagy
patolégias folyamatban az angiogenesis folyamatat, amelynek aktivaloé, valamint inaktivalo
citokinjeit a szervezet normalis sejtjei pl.: az endothelsejtek, immunsejtek, macrophagok és
egyes tumorsejtek termelik. A sejt-sejt kdzotti molekularis kommunikacié kézege az

extracellularis matrix, amely kézvetité funkcidjan kivll az érujdonképz8dés szempontjabdl
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egyéb feladatokat is ellat, pl.: angiogenicus névekedési faktorokat raktaroz, amelyeket a
normalis sejtekbdl vagy a daganatsejtekbél felszabaduld fehérjebonté enzimek szabaditanak
fel. A proteazok az extracellularis matrix fehérjéinek lebontasaval emellett szabad mikroteret
biztositanak az endothelsejtek vandorlasanak, burjanzasanak, valamint az U

kapillarishaldzat kialakulasanak (Kopper és Timar, 2007; Paku és Déme, 2006).

7.3.1. Claudin-5 alapu, tumor-indukalt neoangiogenesis vizsgalatok kutyak

emlétumoraiban

Judah Folkman (1971) ismerte fel, hogy a legtdébb solid tumor esetén a
daganatsejtek, bizonyos tumoratmérs, illetve méret (1-2 mm?®, tlihegynyi nagysag) elérése
utan, pusztan a diffuzié altal nem képesek oxigén és tapanyagigényeiket kielégiteni, ezért a
tovabbi ndvekedéséhez a daganat sajat érhalézatot alakit ki. Az érhalézat a ndvekvd
daganatszdvetben kialakuldé hypoxia hatasara felszabadul6 angiogen faktorok, valamint a
daganatstroma sejtjei altal termelt kilénféle citokinek révén indukalodik. (Folkman, 1971). A
daganatnak a ndvekedési tendecidhoz alkalmazkodo, allandéan megujuld, a tumorsejtekkel
kommunikalé érhalézatot kell fenntartania. A daganatok gyors névekedése 1-2 mm?® nagysag
felett az ujdonképzett erek nélkil megall, mivel az oxigén diffuzios kapacitasa elégtelen.
Mind fiziolégias, mind patologias kérilmények kozott a kildnbdzd sejteknek, hogy a
megdfeleld oxigén mennyiséghez diffuzié utjan hozzajussanak kb. 200-250 pym tavolsagban
(diffuziés tavolsag) kell lennilik a szomszédos kapillaristél. Megfigyelték, hogy a legkdzelebbi
kapillaristol mért tavolsag fuggvényében meredeken csdkken a daganatsejtek proliferacios
indexe (Folkman, 1971; 1996; Timar et al., 2001).

A tumor-indukalt angiogenesis (TIA) mechanizmusai egymas jelenlétét nem kizaro,
parhuzamosan is megjelend, helyenként egymasra épilé, heterogen folyamatok (Tablazat
27.).

1. Endothelbimbézas 4. Daganatsejtes  erek (pseudovasculogenesis):
vascularis mimikri, tumor-sinusok, mozaik erek

2. A gazdaszoévet ereinek incorporatidja | 5. Intussusceptiv angiogenesis

3. Glomeruloid angiogenesis 6. Postnatalis angiogenesis, keringé endothelialis
praecursorok, 8ssejtek .

Tablazat 27. A tumor-indukalt angiogenesis mechanizmusai.

Az elsédleges daganatban kialakult TIA-t primer neoangiogenesisnek, az attétekben
kialakultat pedig secunder neoangiogenesisnek nevezziik (Folkman, 1971; 1996; Kopper és
Timar, 2007; Paku és Ddme, 2006; Timar et al., 2001).

Kutyak emldémirigydaganataiban végzett MVD vizsgalataink soran, a daganat

allomanyaban képzddoétt mikroerek  endothelsejtjeiben  tapasztalt intenziv  claudin-5
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immunreaktivitdsra alapozott, szamitégépes morphometriai mddszerrel elemeztik az
érdenzitast. Ennek soran azt tapasztaltuk, hogy a bioldgialiag agresszivabb, primer simplex
eml8carcinomakban nagyobb mikroérslir(iség tapasztalhaté (grade | = 1, 98 pixel %, grade
Il = 5,33 pixel %), mint a benignus simplex adenomaban (0,66 pixel %), vagy a biologiailag
kevésbé agressziv viselkedésl, elsédleges complex carcinomakban (0,70 pixel %).
Egyértelmiien érezhetd volt a primer, tumor-indukalta angiogenesisben az MVD kildnbség a
high grade, solid infiltralé simplex carcinomak (5,33 pixel %) és a low grade, tubularis, vagy
tubulopapillaris infiltralé6 simplex carcinomak (1, 98 pixel %) k&éz6tt. Az elébbi histotipusu
emlémirigy tumorok angiogenicusabbnak bizonyultak az utobbiakhoz viszonyitva (Jakab et
al.,, 2008c). Restucci és mtsai anti-CD 31 ellenanyagra alapozott MVD vizsgalatokat
végeztek kutyak elsédleges emlémirigy daganataiban (Restucci et al., 2000). Eredményeink
az emlitett szerz6k korabbi tapasztalatait alatamasztottak és felhivtak a figyelmet arra, hogy
a kutyak emlémirigy carcinomaiban a malignitas fokozdédasanak egyik alapvetd tényezéje az
emlémirigy carcinomasejtek altal indukalt, elsédleges neoangiogenesis, amely a korai
metastasisoknak lehetéséget adhat.

A kutyak leggyakoribb malignus emlétumoraiban, a complex carcinomakban, amelyek
daganatos luminalis epithel sejtekbdl és myoepithelsejtekbdl épllnek fel, joval kisebb
érs(iriséget (0,70 pixel %) allapitottunk meg, mint a simplex carcinomakban. Ez az alacsony
MVD érték magyarazatul szolgal a complex carcinomak centralis teriletein gyakorlatilag
mindig kialakulé coagulatios necrosisok jelenlétére (Jakab et al., 2008c). Feltételezhetben, a
kevésbé angiogenicus fenotipusu complex carcinomakban a daganatos myoepithelsejtek
okozzak a simplex carcinomakhoz képest visszafogottabb érujdonképzédést, mivel
proangiogen ciktokin termelésik kisebb mértéki. Tovabbi vizsgalatok szikségesek viszont a
complex carcinoma tavoli attétekben tapsztalhaté MVD feltérképezésére.

A solid emlémirigy carcinomak tuddattéteiben kialakult secunder tumor-indukalt
angiogenesisnél végzett MVD vizsgalataink soran, az elsédleges emlémirgy carcinomakhoz
viszonyitva nagyobb (6,22 pixel %) érdenzitast (mikroérsiriiséget) kaptunk (Jakab et al.,
2009c). Feltételezzik, ez részben annak kdszénhetd, hogy a tidd a szervezet egyik
legjobban erezett szbvete és az attéti emlémirigy carcinomaknak a secunder tumor-indukalt
neoangiogenesisiik sordn az eredeti alapszévetben nagyobb Ilehetéségiik volt a mar
korabban is jelenlévd, a tébbi szbvethez viszonyitva nagyobb mennyiségl/sliriségl erek
incorporatidjara. Masrészt feltételezhetd, hogy az attéti emlémirigy daganatsejtek
fokozottabban termelnek proangiogen, érujdonképz8dét Kkivaltd citokineket, mint az
elsédleges emlémirigy tumorsejtek. Elképzelhetd, hogy a tlid&szévet, amely gyakori attéti
allomasa a kilbnb6z6 malignus tumoroknak, az extracellularis matrixaban, fiziologiasan a
tébbi szdveti terlletekhez viszonyitva, nagyobb mennyiségli angiogenicus ndvekedési
faktorokat raktaroz, amelyeket a daganatsejtekbdl felszabaduld fehérjebontd enzimek

szabaditanak fel. Tapasztalataink felvetik az antivascularis terapia lehet6ségét az
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elérehaladott, tavoli emldrakattétektél szenvedd kutydk esetében. Az antivascularis
daganatterapia alapvetéen az angiogenesist gatlé gyoégyszerekre épil. Az elébbiek kdzé
tartozik pl. a neoangigenesis soran az endothelsejtek burjanzasat el6idézd mitogéneket gatlé
szerek (pl. inteferon), vagy a vascularis névekedési faktor (VEGF) inhibitorai (Timar et al.,
2001). Az anti-claudin-5 ellenanyag alkalmas kutyak, nem eml&mirigy eredetli benignus
tumorainak primer (Jakab et al., 2009l) és metastaticus daganatainak secunder
neoangiogenesisének feltiintetésére is (Jakab et al., 2009k).

Az emlbdaganatok a kutyak egyik leggyakoribb neoplasticus elvaltozasait képviselik,
amelyekre a kifejezett heterogen morfoldgiai, bioldgiai és klinikai tulajdonsag a jellemzé
(Rutteman et al., 2001). A kutyakban klinikailag észlelt, mitétileg kezelt emlétumorok kb. 50
%-a rosszindulatu, ezért hasonléan a human onkoldgiai procedurahoz, a korrekt kérjéslathoz
a kisallatgyogyaszatban is szikség van a klinikumban jol hasznosithatdé prognosztikai
markerekre (Karayannopoulou et al., 2005). Kutyak emlédaganatainak kiemelten fontos
prognosztikus jellemzdje a lymphogen- és/vagy haematogen invasio, ezért fontos minden
korszdvettani, ill. immunhisztokémiai technikai segitség, amellyel kozelebb kerulink a
korrekt, teljes értékl definitiv diagnézishoz, igy segitve a tovabbi gyogykezelési eljarasokat.
Vizsgalataink szerint kutyak differencialatlan, rosszindulatu simplex emlécarcinomai esetén a
nyirokérinvasio egzaktabban kimutathaté claudin-5 immunhisztokémiaval. Kutyak
emlérakjainak nyirokérinvaziéja, a claudin-5 negativ tumorembolusok és az erés claudin-5
pozitivitast ad6é endothelsejtek miatt egyértelmlien detektalhaté volt. A kdrszdvettani
analizisre kilddtt malignus hameredetl emlémirigy daganatok haematoxilinnal és eosinnal
festett metszeteinek fénymikroszkdépos vizsgalata soran, gyakorta tapasztalhato
histotechnikai mitermékként, hogy az egyes daganatos sejtfészkek, vagy individualis invasiv
carcinomasejtek levalnak az Oket kdzvetlenul koéruldlelé daganatstromardl (kétészdveti
vazrol) és igy a tumor és a kétészovet kozott kialakult artefactualis hézag kitagult nyirokér
atmetszet benyomasat keltheti. Anti-claudin-5 ellenanyag (marker) segitségével a daganat
kétészbvetes vazanak elvalasaval kialakult szbveti hézag a nyirokerektdl elkuldnitheté
(Jakab et al., 2008d; 2009i).

7.3.2. Claudin-5 alapu, idiilt gyulladas hatasara kialakulé neoangiogenesis vizsgalat
kutyakban

A szervezetben a koéros érujdonképz8dés kulonféle okok miatt Iétrejévd
szOvetkarosodaskor, illetve hypoxia hatasara kovetkezik be. A sejtek oxigén-deficites
allapotra adott molekularis valasza sordan a két alegységbél (a,B) felépllé hypoxia-

indukalhat6 faktor-1 (HIF1), az angiogenesis kezdeményezésére célgének (hypoxiagének):
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VEGF, eritropoetin, tejsav-dehidrogenaz-A és a  gliikéztranszporter  fehérje-1
hypoxiareszponziv elemeihez kapcsolddik és elinditja ezek transzkripciojat. A tumorokban
elsésorban a hypoxias parenchymaseijtek, idult gyulladasban pedig az infiltralé leukocytak
(macrophagok) termelik az angiogenesis iniciatorokat (Kopper és Timar, 2007; Paku és
D6me, 2006).

Az idilt gyulladasok esetén tapasztalhaté patoldégias neoangiogenesis lehet
kontrollalt, valamint nem kontrollalt. Ezek soran differencialt, komplett szerkezet( kapillaris
vagy arteriolaris tipusu erek képz6dnek. Az ujdonképzett gyulladasos ereket a differencialt
endothelsejtek egy rétegben bélelik és az erek altaldaban megfeleld pericytakbpennyel
rendelkeznek. Medgfigyelték, hogy az endothelsejtek korili, megfeleld6 szadmu pericyta
hianyaban, szabalytalan, kontrollalatlan mikroérhalézat alakul ki. A daganatos mikroerekkel
szemben a gyulladasos mikroerek nem, illetve csekély szerkezeti heterogentiassal
rendelkeznek. A gyulladasos neovasculatura oxigént és tapanyagot, tovabba a szdveti
reparatibban fontos szerepet jatsz6 leukocytakat szallit, juttat az érintett szdveti tertiletre. A
gyulladasos tertletet monocytak, macrophagok, thrombocytak, mastocytak és lymphocytak
infiltralhatjdk. Ezek a sejtek gyulladasos és/vagy angiogen faktorokat termelnek, amelyek
elsésorban a VEGF és az angiopoetin-1 (Ang-1), vagy mas sejteket stimulalnak. A gyulladas
soran kialakult erekben elssorban a mutacibmentes névekedési faktor gének fokozott
expresszioja tapasztalhaté. A gyulladasos stimulus megsziinte utan az endothelsejtek
apoptosia, az alaphartya lebontasa és a multiplex thrombotisatio révén megindul az Ujonnan
képzddott kapillarisok regresszidja. A daganatokhoz hasonléan a gyulladasos terlleten
felléepd hypoxia a HIF-1-en keresztil, kontrollalatlan, abnormalis angiogenesist indukalhat. A
kontrollalatlan idilt gyulladasos elvaltozasok hajlamosithatjak a kilénb6z8 szdveteket (pl.
bér, gyomor) a daganatok kialakulasara. A gyulladasos angiogenesissel 06sszefliggd
tumorszer(i, kéros szdveti elvaltozasok a polypus, a hypertrophias heg, vagy a keloid
(Carmeilet, 2005; Kopper és Timar, 2007).

A kutyak iddlt gyulladasos folyamataiban tapasztalt patoldégias angiogenesis
immunhisztokémiai vizsgalata soran, a gyulladasos sejtekbél (leukocytak, monocytak,
macrophagok, lymphocytak, mastocytak) és thrombocytakbdl felszabadulé angiogen
citokinek hatasara kialakult arteriolak endothelsejtjei, intenziv claudin-5 membranpozitivitast
mutattak, hasonléan a tumor-indukalt mikroerekhez. A korabbi vizsgalati eredményeinket
figyelembe véve alapvetd kildnbség a daganat-indukalt mikroerekhez képest, hogy a

mikroerek, komplett pericytakbpennyel, differencialt szerkezettel rendelkeznek. Ezzel

pericytaboritas nélkilinek bizonyultak (Jakab et al., 2009g). A kutyak idalt gyulladasos
folyamataiban, szemben a malignus daganatokkal, nem tapasztaltunk hypoxias, anoxias

alapon kialakult necrosisokat, ami a hatékonyabb, valamint jobb vérellatasra, tovabba az
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angiogen faktorokkal val6 egyenletesebb ellatasra utalhat. A daganatok allomanyaban az
angiogen tulsuly, a daganatsejtek fokozottabb angiogen faktor termelése féleg a daganat
periférias részén érzékelhetd, szemben a necrosissal terhelt centralis részekkel. Az idult
gyulladas soran az érintett szdveti terlletet elaraszté gyulladasos sejtek ehhez képest
egyenletesebb angiogén citokin szekréciot biztositanak az ujdonképzddd mikroerek szamara
(Kopper és Timar, 2007).

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az anti-claudin-5 marker segitheti, kiegészitheti a
rutin kérszévettani vizsgalatot az idilt gyulladasos folyamatokban lezajlé érujdonképzbdés
detektalasa, illetve tanuimanyozasa végett. Az érdjdonképzddést gatld terapia, a kutyakban
lezajlo, angiogenesissel kisért idult, aktiv, gyulladasok esetén még nem kutatott

gyogykezelési eljaras.

7.3.3. Claudin-5 alapu, arteriolaris hyperplasia vizsgalatok kutyak majaban

A kutyak majbetegségeinek korrekt klinikopatoldgiai vizsgalata dsszetett folyamat,
amelyben a patolégus kérszdvettani diagnozisanak jelentds szerepe van. A kérelé6zményi
adatok, a fizikalis- és laboratoriumi vizsgalatok, illetve a képalkotd eljarasok segitségével
megallapithato, hogy a beteg allatnak van-e majkarosodasa, és ha igen akkor ez diffuz, vagy
gocos jellegl. Innen diagnosztikailag tovabblépni csak a majszdvet morfologiai vizsgalataval
lehet. Az Aallatorvosi gyakorlatban a klinikai hepatolégiai diagnosztikai tevékenységet
elsésorban a fizikalis, az ultrahangos és a laboratoriumi vizsgalatok képviselik. A diffuz és
goécos majbetegségek definitiv alaktani vizsgalata, a biopsids mintavételen alapulo
korszovettani analizis, az allatorvoslasban még nem rutinszerl, invaziv diagnosztikai
modszer annak ellenére, hogy a majbiopsia nélkil szamtalan kérdés megvalaszolatlan
marad. A patoldgiai lelet alapvetd, semmi massal nem helyettesitheté adatokat nyujt a
majelvaltozas jellegérél, megfelel6 terapids vonzatokkal és kérjéslattal. Habar nem minden
esetben sikeril egyértelmd diagnézist felallitani, de ezekben az esetekben is a kdrszdvettani
vizsgalattal kizarhatunk fontos koérképeket, a szdveti elvaltozasok leirasaval pedig
szlkithetjuk a szdba j6hetd patologias folyamatok kérét. A majban kialakulé hisztolégiai
elvaltozasok szama kisebb, mint a majkarositdé hatasoké, ezért a patoldgiai leletbél nem
minden esetben derll ki a majelvaltozas oktana. Mindezek mellett a nem megfelelé
mintakezelés, a klinikus és a patologus kdzétti hianyos informaciéaramlas rontjak a biopsias
anyag vizsgalati eredményét (Jakab et al., 2008a).

A majbetegségek Kklinikai vizsgalatokkal, biokémiai (laboratériumi), morfoldgiai,
képalkotdé és immunologiai eljarasokkal allapithatok meg (Kendrey, 2003). A morfolégiai
vizsgalatokhoz sziikséges mintavételi modszereket az 18. tablazat tartalmazza (Tablazat
28.).
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I. Per cutan vaktiibiopszia/vékonytii aspiratio

Il. Per cutan UH-al vezérelt tiibiopsia/ aspiratio

lll. Laparascopos célzott biopsia

IV. Intraoperativ sebészi mintavétel

V. Majresectio

Tablazat 28. A majbol torténd mintavételi médszerek

A klinikus allatorvos feladata a megfelelé maj mintavételi médszer kivalasztasa,
amellyel a legtébb informativ anyagot nyerjik a beteg szamara legkevésbé megterhel6
moédon. A mintavétel  térténhet  diagnosztikus céllal és a  gyogykezelések
eredményességének megitélése érdekében. A patoldgus a majminta vizsgalata sordn nem
egy bizonyos betegséget lat a mikroszképban, hanem a majnak egyes karositd effektusokra
adott valamilyen reakcidjat, amely lehet hepatocellularis szintli, complex sejtszintl és szdveti
szintl (Fehér és Lengyel, 2001).

A majbiopsia akkor sziikséges, ha a kevésbé invaziv modszerek alkalmazasa nem
elegendd ahhoz, hogy a beteg allat gydgykezelését és sorsat meghataroz6 déntést hozzunk.
A biopsia soran szdveti strukturaba rendezett anyag keril kivételre. A majbiopsia javallatait a

29. tablazatban, kontraindikacioit a 30. tablazatban foglaltuk éssze (Kendrey, 2003).

1. Ismeretlen eredetii majelégtelenség 6. Ismeretlen oktani hepatomegalia és
microhepathia
2. Nem ismert oktanu ascites 7. Daganatos majbetegség vizsgalata

3. Perzisztaloan emelkedett majenzim aktivitas 8. Sorozatbiopszia a majbetegség progressziéjanak
vizsgalatara

4. Ismeretlen oktanu elhtizédo 9. Sorozatbiopszia a gyogykezelés eredményének
hyperbilirubinaemia vizsgalatara

5. Azidiopathicus majlipidosis megallapitasa

macskakban
Tablazat 29. A majbiopsia indikaciéi.
1. Haemorrhagias diathesis 4. Acut-subacut cholangitis
2. Extrahepaticus epeut elzarodas 5. Intrahepaticus heamangio(sarco)ma
3. Majtalyog 6. 1 cm-nél kisebb fokalis elvaltozas

Tablazat 30. A majbiopsia kontraindikacioi.
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A mdj elemi egysége a lobulus olyan hexagonalis parenchymamassza, amelynek
kézéppontjaban a v. centralis talalhaté és marginalis részén, a hatarolé lemezen kivil a
portalis tridd (ductus biliferus, v. interlobularis = portalis venula, a. interlobularis = hepaticus
portalis arteriola) helyezkednek el. A portalis mez&ben (Glisson-haromszdg) talalhatok még a
maj kisebb nyirokerei és idegrostjai (Samuelson, 2007). A kutyak, v. portae hypoperfuzié
okozta, kulénb6zd majbetegségeinek: az elsédleges v. portae hypoplasianak, a congenitalis
portosystemas shuntnek, az intrahepaticus arterio-venosus fistulanak és a v. portae
obstructionak  (thrombosis, embolisatio, gyulladasos-, daganatos elzarédas) a
legmarkansabb kérszdvettani jellemzéje a portalis terlletekben kialakuld, kéros hepaticus
portalis arteriola hyperplasia, vagy proliferatio, amely nem daganatos, nem gyulladasos
jellegl, koéros, intrahepaticus neoangiogenesis. Portalis hypertoniaval kisért majcirrhosis,
majfibrosis, idilt majgyulladas esetén szintén tapasztalhaté a majban arteriola hyperplasia
(Rothuizen et al., 2006).

Vizsgalataink soran részben rutin szdvettani metszetekben, részben anti-claudin-5
ellenanyagra alapozott immunhisztokémiai modszer segitségével feltérképeztik az altalunk,
harom csoportba (kis, k6zépnagy, nagy) sorolt, kutyak intact majszéveti portalis mezdinek
vascularis komponenseinek szamat. A portalis arteriola, venula, nyirokerek és a sinusoidok
endothel sejtjei intenziv claudin-5 immunreaktivitast mutattak. A portlais ductus biliferusok, a
fibroblastok, a majsejtek és a Kupffer-sejtek claudin-5 negativitadsuk révén megbizhatd belsd
negativ kontrollok voltak. Felhasznalva a megnagyobbodott, hypertrophisalt endothel
sejtekben tapasztalt intenziv claudin-5 immunreaktivitast, megvizsgaltuk a v. portae keringési
rendellensség (hypoperfusio, hypertonia) kérel6zményi adatokkal rendelkezé kutyak majabdl
szarmazo bioptatumokban a hepaticus arteriola szambeli eltéréseit. Azt tapasztaltuk, hogy a
kis portalis terlleteken 5-6, a k6zépnagy portalis mez&kben 8-12 és a nagy portalis areakban
15-20 proliferald hepaticus arteriola volt (Jakab et al., 2010f). Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy a kutyak sebészi és endoscopos majminta biopsiainak HE és egyéb
klasszikus koérszdvettani festési eljarassal készitett metszeteire alapozott patoldgiai
vizsgalatat, kdérisméjét az anti-claudin-5 ellenanyagra alapozott immunhisztokémiai vizsgalat
kiegésziti, segitve a korrekt definitiv diagndzis felallitdsat. Az anti-claudin-5 endothel marker
kivaldan alkalmasnak bizonyult a v. portae keringési rendellenességeihez tarsuld, portalis
arteriolaris hyperplasiak egyértelmd detektalasara, a kilénbdz6 méretli portalis mez6ékben.
Tapasztalataink alapjan javasoljuk a kutyak majbiopsias mintainak patolégiai feldolgozasanal

az anti-claudin-5 marker hasznalatat, kiléndsen v. portae perfusidos zavar esetén.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Az indirekt immunhisztokémiai vizsgalatok soran bizonyitottuk, hogy a humanizalt
anti-claudin-1, -3, -4, -5 és -7 ellenanyagok kereszt reagalnak kutyakbdl szarmazo
elvaltozasmentes, tumoros és gyulladasos szdvetekben, tovabba kutyakbdl szarmazo
szOvetekben megbizhatd pozitiv kontrollokat szelektatunk.

2. Az anti-claudin-5 ellenanyag alkalmas kutyak haemangiosarcomajanak,
orsosejtes haemangiomajanak, valamint egyéb haemangioma komponenssel rendelkezd,
vegyes szOveti Osszetétell daganatainak patologiai és differencial diagnosztikajara.
Alkalmas tovabba kutyakbdl szarmazd lépmintak sinus rendszerét bélel6, nem continualis
endothelium alaktani feltiintetésére, a Iépben kialakuld neoplasticus €s nem neoplasticus
(lymphoid hyperplasia) eredetii haematomak elkilonitésére, valamint kikisz6boli a
formaldehid konzervalasok soran elkévetett technikai hibakat,

3. Kutyak epeuti hamsejtjei és joindulatu, valamint rosszindulatu daganatai claudin-
7 pozitivitdst mutatnak, amely alapjan a differencialatlan cholangiocellualris carcinoma a
differencialatlan maj carcinomatdl jol elkildnithetd. Kutyak orsésejtes daganatainak,
periférias ideghlvely tumorai és érfal eredeti tumorai elkilénitésére tébb antitestet
tartalmaz6 immunhisztokémiai panelt dolgoztunk ki. A claudin-1, -3, -4, -5 és -7 konstitutiv
komponense kutyak intact emlémirigy simplex hamseijtjeinek, mig az emlémirigy daganatok
carcinogenesise és tumorprogressioja soran a claudin-1, -5 és -7 redukaltan, a claudin-3 és -
4 fokozottan expresszalodik. A claudin-3 és/vagy -4 fokozott expresszié miatt a comparativ
onkoldgiai kutatdsokban kutyak simplex emlérakja human modellként hasznalhato6.

4. A claudin-3, -4, és -7 konstitutiv komponense kutyak intact claudin-1 és -5
negativ colorectalis hamsejtjeinek, mig a colorectalis carcinogenesisben a claudin-1
fokoz6dod expresszidjanak van szerepe. A claudin-1, -3, -4, -5 és -7 kutyak intact hepatoid-
sejtes mirigyhamsejtjeinek konstitutiv komponense, mig a claudin-1 expresszi6 elvesztése a
differencialatlan hepatoid-sejtes carcinomak kialakuldsaban jatszik szerepet. Kutyak intact
pancreasaban, az acinaris sejtjek claudin-1, -3, -4, -5 és -7, az intact ductalis hamsejtek csak
a claudin-7 expressziot mutatnak, mig a hasnyalmirigy acinaris sejtjeibdl kiindulé carcinomak
kialakulasaban donté folyamat a claudin-1, -3, -4 és -5 expresszib elvesztése.

5. Anti-claudin-1 ellenanyaggal kutyak intact majaban a periportalis terileteken a
hatarolé lemezt alkotd majsejtekben és az azokat korulbleld 5-6 majsejt sorban membran
pozitivitas mutathatd ki. Az ellenanyaggal kutyak idilt gyulladasos folyamataiban lezajlé
érujdonképzddés detektalhatd, az intact majszdvetben a portalis mezdk vascularis
komponenseinek szama feltérképezhetd. Ezzel a mddszerrel megallapitottuk, hogy primer
simplex emlécarcinomakban nagyobb a mikroérsliriség, mint a benignus simplex
adenomaban és a simplex emlémirigy carcinoma nyirokérbetdrései megbizhatdéan
detektalhatok.
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Akadémia Allatorvos-tudomanyi bizottsaga, 2008. januar. 24.)

3. Jakab Cs., Kiss A., Schaff Zs, Rusvai M., Galfi P, Kulka J.: Claudinoldgiai vizsgalatok
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Budapest, 2008. junius 13.)
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6. Jakab Cs., Kiss A., Schaff Zs., Szabd Z., Rusvai M., Galfi P., Szabara A., Sterczer A. és
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10.3. A témaban tartott poszterek nemzetkézi konferenciakon

Jakab Cs., Kiss A., Rusvai M., Galfi P., Kulka J. and Fekete S.Gy.: Claudin-5 expression
examinations of hemangiosarcoma in canines. |. KOZEP- ES KELET-EUROPAI LABORALLAT-
TUDOMANY!I KONFERENCIA (CEELA-2009) (Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar
Budapest1078 Budapest, Istvan utca 2. AULA, 2009. majus 23.)
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11. Egyéb kozlemények referalt lapokban
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2. Antal A., Gal J., Jakab Cs. (2003): Kigyok fejlédési rendellenességei. Magy. Allatorv.
Lapja 125, 233-238. IF: 0.051*
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6. Gal J., Vincze Z., Jakab Cs., Ari Cs., Lefler K.K. (2005): Mulj[iplex nyeles fibroma homoki
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150. IF: 0.155*
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Magy. Allatorv. Lapja 129, 515-524. IF: 0.104*

11. Jakab Cs., Fehér M., Kisgergely J., Szabara A., Szabo Gy. (2007): Anaplasticus
eml8carcinoma és bér mastocytoma egyelittes eléfordulasa boxer kutyaban. Magy. Allatorv.
Lapja 129, 623-628. IF: 0.104*

12. Jakab Cs., Veres S., Izing S., Szabdé Gy. (2008): A lovak daganatos és nem daganatos
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vizsgalatok sarcoidos mintakon. Magy. Allatorv. Lapja 130, 67-75. IF: 0.088*
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balesete. Magy. Allatorv. Lapja 130, 707-717. IF: 0.104*
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17. Jakab Cs., Csebi P., Szasz A.M., Szabo Z., Paténai A. (2009): Kronikus, oriasredds
gyomorgyulladas kutyaban. Magy. Allatorv. Lapja 131, 601-609. IF: 0.2*

18. Balogh B., Jakab Cs., Demeter Z. (2009): Szajuregi, tid6 és bor daganat egyidejl
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24. Jakab Cs., Szabara A., Rusvai M., Kulka J. (2010): Faggyumirigy irany differencialédas
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418-424. IF: 0.3*
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IF: 29.182

Ossz IF: 34.446+ 29.182 = 63.628
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12. Készdnetnyilvanitas

Tudomanyos munkam anyagi és infrastrukturalis feltételeinek maradéktalan
biztositdsdban, valamint a Tanszékunkodn tapasztalhatdé kollegialis, barati l1égkor
megteremtéséért szeretném kifejezni készénetemet témavezetdmnek, Prof. Rusvai Miklos
tanszékvezetbnek.

Kdszoénettel tartozom Dr. Halasz Judit human patoldégus kolléganének, aki 2008-ban
javasolta, hogy végezzek immunhisztokémiai vizsgalatokat az akkori SOTE Il. szamu
Pathologiai Intézetének Immunhisztokémiai Laboratériumaban validalt, a kutatasaikban
bevalt, humanizalt anti-claudin ellenanyagokkal, kutyakbdl szarmaz6é emlémirigy
daganatokban.

Kdszéndm Prof. Schaff Zsuzsanak, Dr. Kulka Janinanak és Dr. Kiss Andrasnak, hogy
a Semmelweis Egytetem Il. szamu Pathologiai Intézetében lehet6séget biztositottak
szamomra, a SZIE AOTK Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék konvencionalis
paraffinos blokkokban archivalt, kutyakbdl szarmazo6 tumoros mintainak immunhisztokémiai
vizsgalataira.

Kdsz6ndm Pop Renata szdvettani asszisztens lelkiismeretes, megbizhaté munkajat.

KUlon készéndm turelmét, faradozasait Pekar Magdolna szdvettani asszisztensnek,
aki az immunhisztokémiai metszetek elkészitésének fazisaiban nyujtott kiemelkedd
segitséget.

Kdszdndm Prof. Vetési Ferencnek, témabizottsagom tagjanak, hogy a Kérbonctani és
lgazsaguigyi Allatorvostani Tanszékre keriilésemtél kezdve partolta, és segitette munkamat.

Kilén készdndm tovabba kollégaimnak, Dr. Mandoki Miranak, Dr. Palade Alinanak,
Dr. Gal Janosnak, Dr. Balka Gyulanak és Dr. Demeter Zoltannak hogy a kutatdshoz
szlkséges mintagydjtés céljabdl végzett munkaim soran segitettek.

Kdsz6ndm Csaladom, feleségem, gyermekeim tlrelmét és azt, hogy tamogatasukkal,
gondoskodasukkal lehetdveé tették szamomra, hogy minél tébb idét és energiat fordithassak
kutatasaimra.

Kdsz6ndm Szileim allatorvosi palyam kezdetétdl tanusitott, erbteljes tamogatasat.
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