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1. FEJEZET: BEVEZETES

Az elmult években, a molekularis onkoldgiai mddszereknek koszonhetden, a lovak
daganatos betegségeivel kapcsolatos klinikopatologiai ismereteink sokat boviiltek. Ezen 1y
ismeretanyag ellenére szdmos megvalaszolatlan kérdéssel rendelkeziink a kiilonb6z6
hisztotipusi malignomak, a planocellularis carcinomak, a kiilonb6z6 eredetli sarcomak
etiologiai, tumorprogresszios hatterérol.

A haemangiosarcoma az vérérképzd szovetek rosszindulati daganata, amely gyakori
kutyakban, azonban lovakban ritkén fordul el6. A haemangiosarcoma agressziv, a kornyezetét
mélyen infiltrald, szoveti destruktiv tulajdonsagt, gyors metastasisra hajlamos daganattipus.
Lovakban ocularis, cutan ¢s multicentrikus formdban jelentkezhet. Jelenleg hatésos
gyogymad a visceralis forma esetében nem létezik, a bor és a szem forma kezelése is gyakorta
reménytelen.

Az immunhisztokémia kozel 50 éve indult fejlddésnek és a '80-as évektdl kezdve
rohamléptékben fejlodott olyan magas szinvonalu kutatdmodszerré, hogy manapsag a
tumorpatologia- és diagnosztika szerves részévé valt.

A véréreredetli daganatok (haemangiosarcoma, haemangioma) immunhisztokémiai
diagnosztikdjara endothel specifikus monoklonélis (anti-claudin-5), vagy poliklonalis (anti-
CD31) ellenanyagokat vehetiink igénybe, amelyek segitségével egyértelmiien elkiilonithetdek

a nem véréreredetli daganatoktol, proliferacidktol.



2. FEJEZET: IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Immunhisztokémia jelentésége a patologiaban

2.1.1. Az immunhisztokémia torténete

Az immunhisztokémia kozel fél évszazados multra tekinthet vissza, amely alatt
rengeteget fejlodott technikai és szemléleti szempontbol. A mddszer alapkozleménye Coons
és mtsai (1942) nevéhez fiizddik, akik eldszor hasznaltak fluoreszcens festékhez kotott
antitestet Pneumococcusok azonositasara. A hatvanas évek masodik felében bevezették
molekularis vizsgalatokba a peroxiddz enzim mint jelzOanyagot haszndlatat (Nakane és
Pierce, 1966). A hetvenes években a peroxidaz-antiperoxiddz (PAP) mddszer (Sternberger és
mtsai, 1971) fény- ¢&s elektronmikroszkdpos alkalmazasa, a monoklonalis antitestek
eldallitasanak kidolgozasa (Kohler és Milstein, 1971), valamint az aranykolloid (Faulk és
Teylor, 1971) és az alkalikus foszfatdz enzim (Mason és mtsai, 1978) jelzéanyagként torténd
bevezetése révén fejlodott tovabb az immunhisztokémia. A formaldehid-oldatbanb rogzitett és
paraffinba agyazott, archivalt szovetekben torténd antigén kimutatas Taylor és Burns (1974)
nevéhez flizédik. A nyolcvanas években dolgoztdk ki a streptavidin-biotin peroxidaz
enzimkomplex (Shi és mtsai, 1981) és az Gin. immunarany-eziist (IGGS, Holgate és mtsai,
1983) moédszereket. A monoklondlis ellenanyag eldallitds hatdsdra ugrasszerien megnétt a
kereslet az antitestek irdnt, €s a patologia nélkiilozhetetlen diagnosztikai eszk6zévé notte ki
magat. A kilencvenes évekre kialakultak az antitestek eldallitasanak, tisztitasdnak és a

reagensekre vonatkoz6 részletes standardleirasok.

2.1.2. A7 immunhisztokémia modszer

Az immunhisztokémia egy specialis immunkémiai eljaras, amely a modern patoldgia és
a tumordiagnosztika nélkiilozhetetlen kutatomodszerévé valt. Segitségével a sejten beliili, a
sejtmembranban, ill. az extracellularis antigének, haptének detektdlhatok ,,in situ” a
szovetekben, antigén-antitest kotddési reakcio alapjan. Az antigén-antitest kotodést a
rendszerbe épitett enzimek, fémkolloidok szines terméket eredményezd katalitikus
reakcigjaval, vagy fluorokromok alkalmazasaval teszik a fénymikroszkdposan detektalhatdva.

Az alkalmazott immunsavokat e célbol jelolni kell enzimmel, fluoreszkald szinezékkel, vagy
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aranykolloiddal. Haszndlat eldtt a gyarté altal megadott, a savora vonatkozo optimalis higitési
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érdekében.

2.1.3. Az immunhisztokémia célja

Az immunhisztokémia segitségével nagy molekulatomegli vegyiileteket: strukturalis
vagy funkciondlis fehérjéket, glilkoproteideket, poliszacharidokat, lipideket mutatunk ki a
sejtekben vagy az extracellularis térben a kiilonféle megbetegedések korisméjének pontos
meghatarozasa céljabol. Emellett alkalmasak a korfolyamat kiterjedtségének meghatarozasara
¢s a koros sejtek bioldgiai jellemzodinek (szoveti eredet, rezidudlis tumorsejtcsoportok
detektalasa, apoptosis, sejtadhézid- ¢&s jelatvitel, transzmembran transzportfolyamatok)
megitélését teszik lehetévé, amelyek szoros kapcsolatban allnak a korlefolyassal és a betegség
kimenetelével. A modszerrel szinte minden kimutathaté, ami ellen kisérleti allatban
ellenanyag termeltethetd; igy a hormonok, lektinek, enzimek, immunglobulinok, hemoglobin,

mioglobin, fehérvérsejtek, protozoonok, baktériumok, virusok is.

2.1.4. Az immunhisztokémiai eljards algoritmusa

1. Konzervalas

. Metszetkészités

. Deparaftinalas

. Antigénfeltaras

. Blokkolas

. Inkubalas primer antitestekkel

. Primer antitest kotodésének kimutatasa

o N N W B~ W

. Magfestés és fedés

2.1.5. Immunisztokémia az dllatorvosi daganatdiagnosztikaban

Az allatorvosi gyakorlatban ma mar az immunisztokémidn alapszik a korrekt

daganatdiagnosztika. Segitségével megallapithaté a daganat primer vagy szekunder volta,



szoveti eredete, a jellegzetes antigén profilja, a neoplasticus elvaltozas molekularis hattere,
illetve a prognézis és a metastasis hajlam. A szovettani metszetek immunhisztokémiai
vizsgalata sordn a daganatok differencialdsa, alcsoportokba soroldsa, nyirokcsomé attétek
azonositasa, neoangiogenezis kimutatasa torténik, és ezek alapjan megitélhetod a progndzis €s
kigondolhato a terapias terv.

Az immunhisztokémiai reakcidk kiértékelését hozzaérto, tapasztalt, megalapozott
hattértudassal rendelkezd szakember végzi. Fontos ismerni a hasznalt markerek indikacios
terlileteit, antigénspecificitasat, szenzitivitasat, a keresztreakcidkat, és az egyes markerek
diagnosztikai specificitasat. A fals negativ és fals pozitiv reakciotermékeket fel kell ismernie,
illetve tudnia kell, hogy melyik marker a sejt melyik alkotd elemével reagal. Kiilondsen a
daganatok hisztopatologiai vizsgalata soran a markerek citoplazmatikus, magbeli, €s

membranban lokalizalddo kombinalt reakcidival kell szamolnunk.

2.1.6. Az immunhisztokémiai vizsgdlatok sordn haszndlt markerek ismertetése

2.1.6.1. Claudinok

A claudin sz6 a latin ,,claudere” 1gébdl szarmazik, amelynek jelentése: ,,zarni”, ezzel is
jelezve a membran funkcidjukat (Mikio Furuse és mtsai, 1998). A claudinok (CLDN) 17-27
kDa molekulatomegli integrans Tight Junction (TJ) membranfehérjék, amelyeknek fontos
szerepe van a hamsejtek ¢és az endothelsejtek fiziologids, ill. patoldgids paracellularis
transzportfolyamataiban, tovabba a luminaris barrier és a sejten beliili jelatviteli folyamatok
fenntartdsaban. A TJ struktirdk feladata, hogy az epithelsejtek két oldalan helyez6do
molekuldk szabad diffuzidjat meggatoljadk az apicalis €s basolateralis oldalon, ennek
érdekében egy szoros, intercellularis illeszkedés alakult ki (Tight Junction), amelyek a lumen
felé¢ tekintd, apicalis felszin kozelében teljesen koriilolelik a sejtet. Ez nem atjarhatatlan
barrier funkcidét jelent, hanem a kiilonb6zd hamtipusok permeabilitdsa eltéro:
makromolekuldk, fehérjék, lipidek, ionok, viz, novekedési faktorok paracellularis
transzportjat szabalyozzak. Alapvetd feladatuk, hogy megdrizzék az apicalis és basolateralis
membran molekularis Osszetételének kiilonbségeit, a membranban taldlhato transzport
fehérjék aszimmetrikus eloszlasat, €s biztositsak az epithelialis sejtek fizioldgias polaritasat.

Jelenleg 24 féle claudintipust kiilonitenek el human vonalon, amelyek koziil a claudin-1, 2, 3,



4,5,6,7,8,11, 14, 15, 16, 18 markereket jol leirtdk a szakirodalomban. Azonban a claudin 9,

10, 12, 13, 17 és a 19-24 markerek még nem kertiltek kiilon-kiilon karakterizalasra.

A claudinok olyan konzervativ fehérjék, amelyek négy transzmembran doménbdl
épiilnek fel, és van egy citoplazmatikus amino- (N-terminalis) és egy karboxil (C-terminalis)
végiik, illetve rendelkeznek két hidrofob extracellularis hurokkal. Alkothatnak homo- vagy

heteropolimereket, és ezeken beliil homofil, és heterofil kapcsolodasuk lehetséges.

2.1.6.2. Claudin-5 marker

A claudin-5 az elséként beazonositott endothelspecifikus fehérje, amely a Tight
Junction-6kben jelenik meg. Genetikus hidnya a human velo-cardio-facialis szindromat
okozza (Sirotkin és mtsai, 1997), amely velesziiletett szivfejlodési rendellenességgel, szajpad-
anomalidkkal és arcdysmorphidval jard tiinetcsoportot eredményez. Morita és mtsai (1999)
leirtdk human ¢&s egér endothelsejtekben. Kojima és mtsai (2002) leirtdk tranziens

expressziojat a retinalis pigment epithelium fejlodése soran.

Ahogyan a kiilonbozd szovetek vérereiben, Uigy a vér-agy gaton is expresszalddik a
claudin-5 fehérje, ahol fontos permeabilitds szabalyozd funkcidt tolt be, melyet egereken

figyeltek meg.

2.1.6.3. Claudin-expresszios vizsgdlatok kutydn

Hazai viszonylatban kisallatokon végeztek claudin-expresszids vizsgalatokat Dr. Jakab
Csaba és mitsai kezdték el a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi karanak
Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékén. Els6ként kutydk eml6mirigyeiben
végeztek claudin-expresszids vizsgalatokat (2008), ahol a claudin-1, 2, 3, 4, 5, 7, és 10
fehérjék immunreaktivitasat tanulmanyoztak a sejtkapcsold strukturdk emlécarcinogenesisben
jatszott szerepének kutatasa kapcsan. Majd leszikitették a kort a csak a claudin-5 fehérje
expressziojanak vizsgalatara, amelyet kutydk emlOmirigyeinek ¢&s emldcarcinomainak
nyirokendothelsejtjein (2008) végeztek. 2009-ben egy ritka daganattipust diagnosztizaltak egy
kutyan, a haemangioma orsdsejtes forméjat, amely vizsgalataban szintén bevetették a claudin-

5 markert a diagnoézis felallitasaban, melyrdl esetismertetést is kozoltek.



Jakab és mtsai (2011) bemutattak a claudin-5 hisztopatologiai és differencial diagnosztikai
jelentdségét kutydk haemangiosarcomdjanak immunhisztokémiai vizsgalata kapcsan. A
vizsgalataik alapjan a marker segit elkiiloniteni a neoplasticus endothelsejt eredetii
proliferaciét a nem-vérér eredetli neoplasticus jelenségekt6l. Az immunhisztokémiai
vizsgalataik alapjan a claudin-5 nagyobb érzékenységet mutatott, mint a CD31 és vW{ (von

Willebrand’s faktor) antigének.

2.1.7. Immunhisztokémiai vizsgdlatok lovak szovetein

Jakab as mtsai (2008) lovak daganatos borelvaltozasai koziil, a sarcoidot vették gorcso
morfoldgidjat, klinikumat, és terapias lehetdségeit ismertették, majd a masodik részben a
sarcoidos mintdk immunhisztokémiai vizsgalati modszereit vették sorra. A sarcoidos mintakat
Ki-67 proliferaciés markerrel, anti-vimentinnel, anti-dezminnel, anti-melan-A, anti-S-100
protein  antigénekkel reagaltattak, hogy kiprobaljdk a  gyakorlatban hasznalt

immunhisztokémiai reagenseket 16bdrbioptatumokon is.

2.2. A haemangioma és haemangiosarcoma

A haemangioma ¢s a haemangiosarcoma a vérérképzo szovetek joindulata és
rosszindulati daganatai, amelyek 16ban ritkabban fordulnak elé, mint a kutydkban. Mindkét

tipust tumor az vérérképz6 szovetek neoplasidjanak eredménye.

2.2.1. HAEMANGIOMA

Elofordulas

A haemangioma az endothelsejtek benignus tumora. A tumorban 1évd érjaratok
nagysagatol fiiggden capillaris vagy cavernosus tipusok kiilonithetdek el, eldfordulhatnak

kilon-kiilon és egyiittesen is. Nehezen elkiilonithetd a vascularis malformatiotél €s a



granulacios szovettdl. Leggyakrabban az iddsebb kutyak béantalma, kevésbé gyakori mas

fajokban. Loban viszonylag ritkan fordul eld.

A haemangioma tipusai:

1. Haemangioma capillare et cavernosum

Kotdszovetes alapvazban kiilonbozd tdgassagu, részben vordsvérsejtekkel, részben
vérplazmaval kitoltott vérerek lathatdak. Az ereket endothelsejtek bélelik, az erek koriil
savosan infiltralt kotdszovetes sovények huzonak. A daganatra expanziv ndvekedés €s primer

multiplex megjelenés jellemzd, de nem metastatizal.

2. Disszeminalt cavernosus haemangioma

Ritka, de borjakban és sertésben leirtdk. Sertésben multiplex, kis tumorok formajaban fordul
elé a bor alatt, belsd szervekben, inyben. Borjakban kongenitalis haemangiomatosisnak vagy
juvenilis bovin angiomatosisnak is nevezik, arra utalva, hogy soliter iny és gerincveld vagy
multiplex angiomatosus 1éziok alakulnak ki. Enzootids hematuria esetén a hugyholyagban is

kialakulhat.

4. Meningoangiomatosis

Kutya, 16 tehén benignus fokalis vérér és meningoendothelsejt proliferacidja a

lagyagyburokokban és az alatta 1évé agyparenchymaban.

5. Glomangioma (glomus tumor)

Kisallatokban ritkan eléforduld joindulata tumor. A neuromyoarteridlis horeceptorok tumora
elsédlegesen az ujjakban, ahol elagaz6 vascularis csatorndk vannak fibrosus stromdban és
glomus (simaizom-) sejtfészkek benne. A glomus jugulare és a glomus pulmonare daganat

kutyaban expanziv ndvekedést, és tokkal koriilhatarolt.



6. Epitheloid haemangioma
Az epitheloid haemangioma a haemangioma egyik tipusa, amely szintén bdrben alakul
ki.Atlagosan 9-12 éves kor koriil diagnosztizaljak, talnyomoérészt herélt lovakban (4.L.

Warren et al., 2007). Fajtadiszpozicid bizonyitottan nincs.

Klinikai tiinetek

Loéban haemangioma leggyakrabban a labakon, lagyékon, nyakon, arcorri teriileten,
szemhéjakon alakul ki, de egyébként barhol megjelenhet a testen. Soliter, gdmbdlyded,
vorosesfekete szinli tumor, amely altalaban 0,5-3 cm nagysagu, és ha ravagunk, szivarog

belodle a vér.

Diagnozis

Szovettanilag vérrel kitoltott vascularis tereket egy rétegben jol differencialt endothelsejtek
bélelnek, és thrombotizaltak is lehetnek. Az erek szepardltak a valtozd mennyiségl
kotészovetes stromatol. Nincs a daganatot koriilvevd tokja, nem képez attéteket, és nem

hajlamos a kitjulésra.

1. Congenitalis bér haemangioma

Biopsziaval (kimetszés vagy teljes eltavolitas) kell korszovettanra mintat venni, €s definitiv

diagnozishoz jutni.

2. Epitheloid haemangioma

Architekturalisan kicsi vérerek fiirtszertien helyezddnek el benne, melyeket koncentrikusan
megvastagodott neoplasticus epitheloid megjelenésti endothelsejtréteg bélel, emellett a
vascularis lumenbe az endothelsejtek egyszerii és eldgazd tubulusok és micropapillakat
formalva nyudlnak be. Nincs cellularis atipia vagy mitotikus alakok. A tumorsejtekben
intracytoplazmatikus vacuolumok lehetnek, amelyek eltoljak a nucleust gy, hogy az

pecsétgyliriiszertien jelenik meg a sejtben. A vakudlumokban 1-1 erythrocyta is felfedezheto.
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2.2.2. HAEMANGIOSARCOMA

Elofordulas

A vérereket képezd szovet malignus daganata. Leggyakrabban iddsebb kutydkban
fordul eld, és a haemangioméahoz képest kevésbé gyakori. Ritkan kialakul macskaban, 16ban,
szarvasmarhaban, juhokban. Bar a test barmely részén kifejlodhet, de kutydban predilekcids
hely a jobb szivfiilcse, a bdr, a Iép, a maj; macskaban a bdr, a 1ép, a belek, mig léban féleg a
szem, a bor (napsugarzas-indukalt és epitheloid/histiocytoid) illetve a multicentrikus
(belsé szervek) kialakuldsu haemangiosarcoma jellemz6. De a primer tumor a karcsonton,
hatcsigolyan, epidural tiregben, distalis végtagi iziiletben/izomban, paranasalis sinusban,

szajliregben, az epithelialis haemangiosarcoma az orriiregi mucosan is kialakulhat.

A haemangiosarcoma zOmében de novo alakul ki, nem pedig egy preexistald
haemangioma malignizalodasanak eredménye. Destruktiv és invaziv novekedésli, gyorsan

metastatizal. A 16ban ritka, a prevalencia 0-0,7% koriil mozog (Francesco et al., 2012).

1. Ocularis haemangiosarcoma

Loban az ocularis értumorok nem gyakoriak. A haemangiosarcoma mégis gyakrabban
alakul ki lovak ocularis szoveteiben, mint a haemangioma. A kotéhartya, a harmadik szemhé;,
a szemhéjak, és a cornea érintett legtobbszor. Egy esetismertetésben leirtak olyan 16 ocularis
tumoros esetet, amelyben egy 12 éves, belga igas herélt loban egy harmadik szemhéji primer
tumoros elvaltozason beliil haemangiosarcomat és carcinomat is azonositottak egymas mellett
(Patricia M. G. et al., 2007), ami nagyon ritka. A daganat immunhisztokémiai identifikaldsara
von Willebrand faktor kapcsolt antigént hasznaltak, amire a haemangiosarcoma pozitiv, az
egyeb angiosarcomék (lymphosarcoma) negativ reakcidt adtak. A daganat hattérokai kozott a

fajtaprediszpozicio, €s a napsugarzas is feltételezheto.

2. Multicentrikus haemangiosarcoma

A multicentrikus forma az egyszerre tobb helyen kialakuld tumoros elvaltozast jelenti,
de akkor is hasznaljak, ha mar olyan mértékben képezett attéteket, hogy nem Ilehet
megmondani a primer daganat helyét egyértelmiien. Egy sok esetben késén diagnosztizalt,

komplett belgyogyaszati kérkép. Nincs fajta, vagy nemi prediszpozicid. 2 és 22 éves kor

11



kozott, de atlagosan a 11-12 éves allatok érintettek. A primer daganat dltaldban a méjon, 1épen

alakulhat ki, de a valddi, egyidejii multicentrikus kialakulas a bels6 szerveken gyakoribb.

Diagnozis

Haemangiosarcoma szévettani megjelenése

Heterogén szoveti szerkezetben vascularis Urok vannak, amelyeket elongalt, nagy
magvu, anaplasticus enothelsejtek bélelnek tobb sorban. A tumorsejtek részben szolidan,
részben differencidltan proliferdlnak. A proliferacios tumorteriileteken kollagénrostos
trabeculdkkal elvalasztott cavernosus vérlrok, illetve capillarisszeri érképzédmények
ismerhetdek fel. Magas a daganat mitdtikus indexe. A tumor allomédnyéaban kiterjedt vérzések,
¢s necrotikus teriiletek is kialakulnak. A nem differencialt haemangiosarcoma elkiilonitése
hasonl6  szerkezetli = sarcomdktél, nem  endothelidlis  malignus  tumoroktdl

immunhisztokémidval lehetséges.

Gyogykezelés

1. Szem haemangiosarcoma
Aggressziv, destruktiv szoveti tulajdonsagt, a mutéti eltdvolitas és a kiegészitd sugarterapia

ellenére is zomében kilatastalan.

2. Multicentrikus haemangiosarcoma

Jelenleg nincs hatasos gyogymod, a lovakat el kell altatni.
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3. FEJEZET: ANYAG ES MODSZER

3.1. A mintak szarmazasa

A vizsgalatainkban felhaszndalt laphdmrakok (differencialt, low grade carcinoma
planocellulare keratoides ¢és differencialatlan, high grade carcinoma planocellulare non-
keratoides), epitheloid haemangioma, conjunctivalis haemangiosarcoma, a sarcoid, a
papilloma, a fibrosarcoma és a gyulladisos bdérminta a SZIE-AOTK, Koérbonctani és
Igazsagiigyi Allatorvostani tanszékére 2008. januar - 2012. junius kozott beérkezett 16
bioptidtumokbdl szarmaztak. Az egészséges, elviltozdsmentes 16 szovetmintdkat az Ullsi

Nagyallat Klinika Korbonctani Osztalyanak diagnosztikai boncolasi eseteibdl gytijtottiik be.

1. abra. Lo biopsias és necropsias mintdk

2008-2012
Szovet Mintaszam (n)

Intakt szovetek vérerei 15
Angiofibroblast szovet 15
Haemangioma 8
Haemangiosarcoma 12
Carcinoma planocellulare 10
Papilloma 10
Fibrosarcoma 10
Sarcoid 10

3.2. A mintak feldolgozasa

A frissen vett szovetmintdkat 8 %-os pufferolt formaldehid-oldatban konzervaltuk,
szobahomérsékleten, 24 oran keresztiil.

A 24 6ras fixalast viztelenités és paraffinos bedgyazas kovette. A paraffinos blokkokbol
3-4 um vastagsagu metszetek késziiltek, amelyeket haematoxilinnal és eosinnal festettiik meg.

Az immunhisztokémiai vizsgalati moddszerhez a paraffinos blokkokbol szilanizalt
targylemezekre helyezziik a mintdkat. A 3-4 um vastagsagu metszetek tapaddsat a viz
szivopapirral torténd leitatasaval segitjiik eld6. Majd 2x10 percig valtott xylollal, és 3x5 percig

valtott alkoholban (100%, 70%, 50%) deparaffinaljuk, és 1x foszfatpufferolt s6oldatban vald
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mosas utdn antigénfeltarasra keriilt sor magas hdmérsékleten, mikrohulldmmal (30 perc, 800
W).

A claudin-5 fehérje kimutatasahoz a kovetkezo ellenanyagot hasznaltuk: anti-claudin-5
monoklonalis egér ellenanyag, (4C3C2 klon, IgG1 izotipus, 1:100 higitas, Zymed Inc., San
Francisco, CA, USA). Az ellenanyagokat a Semmelweis Egyetem II. szamu Patholdgiai
Intézetének Molekularis Osztalya biztositotta.

Az endogén peroxidadz aktivitasat 3 %-os hidrogén-peroxiddal blokkoljuk 5 percig. Az
immunmorfoldgiai reakcid streptavidin-biotin peroxidazrendszerrel (DAKO LSAB2 Kit) és
AEC (3-amino-9-etilkarbazol, GeneTex) chromogennel tessziik lathatova. Hattérfestés

Mayer-féle haemalaunnal torténik.
3.3. A korszovettani metszetek elemzése

A metszeteket Nikon Optiphot-2 tipusu fénymikroszkop segitségével elemeztiik és
Nikon Coolpix 4500 tipusu digitalis kameréaval készitettiink réluk felvételeket.
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4. FEJEZET: EREDMENYEK

A vizsgalat soran egyrészt a SZIE-AOTK Koérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani
tanszékre 2008 és 2012 kozott érkezett 16 eredetli biopsias és necropsias, paraffinba agyazott
daganatarchivum mintait,masrészt az Ull6i Nagyéllat Klinika Kérbonctani osztalyan gytijtott
intakt szoveteket és gyulladdsos bor mintdkat dolgoztuk fel. A vizsgalatot 6sszesen 90 darab
mintan végeztiik el. A 90 db mintabdl 60 db tumor, 15 db patologias angiogenezist mutaté
granulacios (angiofibroblast) szovet, és 15 db intakt szovet. A 60 db tumor: 8 db
haemangioma (epitheloid), 12 db haemangiosarcoma (conjunctivélis), 10 db carcinoma
planocellulare (low grade carcinoma planocellulare keratoides és high grade carcinoma
planocellulare non-keratoides), 10 db papilloma, 10 db fibrosarcoma, ¢és 10 db sarcoid. Az
angiofibroblast szovetet lovak boérlob mintaiban vizsgaltuk.

A standard koriilmények kozott elokészitett mintak immunhisztokémiai vizsgalata soran
Semmelweis Egyetem II. szamu Pathologiai Intézetének Molekuldris Osztalya altal biztositott
claudin-5 antitestet hasznaltuk fel.

A véréreredeti tumorok (haemangioma, haemangiosarcoma) mindegyike erds
pozitivitast (barna szinreakcid) mutatott az antitesttel, mig az epithelialis és mesenchymalis
eredetli tumorok (carcinoma, papilloma, fibrosarcoma) mindegyike negativ reakcidt adott. A
kéros angiogenezist mutatd granulacids szovet a kronikus borgyulladdsos mintdkban szintén
pozitiv reakciot adott a claudin-5 antitesttel. Az intakt szovetek vérér-és nyirokendothelje
szintugy claudin-5 pozitivitast mutatott.

A cutan angiosarcoma hisztopatoldgiai tipusai: sinusoidalis, solid epitheloid/orsdsejtes
¢s kevert tipus. A sinusoidalis tipus esetén szovettanilag jol formalt anasztomozalo érjaratok
szelik at a dermiszt és a subcutan zsirszovetet, melyeket atipikus endothelsejtek bélelnek egy
vagy tobb rétegben. A solid epitheloid/orsosejtes forma esetén orsosejtes és epitheloidsejtes
szigetek ¢s diffuz elrendezddésben kevés stroméval. A kevert tipusu angiosarcoma az el6z6
két forma keveréke.

A haemangiosarcomdban a daganatos endothelsejtek intenziv membran- és
citoplazmatikus claudin-5 pozitivitdssal birnak. Az immunreakcid mérsékelt-erds intenzitasu
az erekben vagy sinusoidokban, mig erds €s diffuz intenzitdsu a tumor solid komponenseiben.
A claudin-5 szelektiv a vérérendothelsejtekre nézve, €s specifikusan reagal az anasztomozald
erekkel is. A marker ott is pozitiv, ahol mas markerek (CD-31) csak gyengén vagy nem
expresszalodnak. A claudin-5 ahogy azt koradbban emlitettiik, a tight junction-okben

expresszalodik és komponense a vér-agy €s a vér-here gatnak is. Az endothelsejtekben
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jelenlévd claudin-5 azt sugallja, hogy azok a tumorsejtek, amelyek claudin-5 fehérjét
termelnek, nagy affinitassal rendelkeznek a vérerekhez. Az itthoni vizsgalatokban kutyak
haemangiosarcomajanak claudin-5 expresszigjat vizsgalva (Jakab et al., 2009) azt
tapasztaltak, hogy a fehérje a neoplasticus endohelsejtekben is expresszalddik, és nemcsak
membran, hanem citoplazmatikus pozitivitas is megjelenik, amelyet jelen vizsgalatok soran
lovak haemangiosarcomdjaban is megfigyeltiink.

A nem véréreredetli daganatok, mint a carcinomak, a fibrosarcomak, a papillomék, a
sarcoidok kivétel nélkiill negativ reakciot adtak. Ezekben az elvaltozasmentes vér- és
nyirokerek endothelje tiinik eld.

A gyulladasos szoveti terlileten a gyulladdsra jellemzd értagulat segitette az
immunhisztokémiai vizsgalat elbirdlasat. Intenziv membrandzus pozitivitds lathatdo a
gyulladasos irhaban, egyéb sejtek nem reagaltak.

A claudin-5 antitest alkalmas a lovak véréreredetli daganatainak hisztopatologiai
diagnosztikdjara, mert nem expresszalodik az intakt hamban, a joindulatd ham eredetii
proliferacidkban, és a laphamrakokban. A szakirodalomban jelent meg publikacid (Miettinen
M. et al, 2011) amelyben a laphdmrakok esetében tapasztaltak claudin-5 pozitivitast, de a
sajat vizsgalataink alapjan sem a low-grade carcinoma planocellulare keratoides, sem a high-
grade carcinoma planocellulare non-keratoides esetén nem tapasztaltunk pozitiv reakcidt.

A claudin-5 pozitivitdst mutat a tumor és kronikus gyulladasos folyamat indukalta

mikroerekben, emellett nyirokér endothelsejtekben.

A kapott eredményeket egy tdblazatban (2. abra) foglaltuk ossze, illetve a 3-19. dbra
szemlélteti az egyes vascularis endothel, epithelialis, tumorok, illetve az intakt erek, és a

granulacios szovet immunhisztokémiai reakcioit.

2. dbra. A mintak anti-claudin-5 reakciojanak eredmeénye

Szovet (n= mintaszam) Claudin-5

Intakt szovetek vér- és nyirokér endothelje Pozitiv
(n=15)

Angiofibroblast szovet vérérendothelje (n=15) | Pozitiv
Haemangioma (n=3§) Pozitiv
Haemangiosarcoma (n=12) Pozitiv
Carcinoma planocellulare (n=10) Negativ
Papilloma (n=10) Negativ
Fibrosarcoma (n=10) Negativ
Sarcoid (n=10) Negativ
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3. dbra. Conjunctivalis haemangiosarcoma H.-E., 40X,
Bar = 200um.
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5. dabra. Conjunctivalis haemangiosarcoma H.-E., 100X,
Bar = 100um.

7. abra. Conjunctivalis haemangiosarcoma H.-E., 100X,

Bar = 100um.

4. abra. Klaudin-5 fehérje expresszios mintazata lo
haemangiosarcomdjdaban IH., 40X, Bar = 200um.

szinreakciot) mutato daganatos endothelsejtek IH., 100X,
Bar = 100um.

8. dabra. Klaudin-5 pozitivitasu daganatos
endothelioblastokban IH., 100X, Bar = 100um.
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10. abra. Low grade carcinoma planocellulare
keratoides IH., 200X Bar = 20 um

11. dbra. High grade carcinoma planocellulare non- 12. dbra. High grade carcinoma planocellulare non-
keratoides IH., 400X Bar = 20 um keratoides IH., 400X Bar = 20 um

e

13. abra. Sarcoid IH., 100X
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15. dbra. Intenziv claudin-5 membranpozitivitasi intakt
vérérendothel bérben IH., 400X Bar = 20 um

16. abra. Claudin-5 pozitiv (barna szinreakciot) mutato
verér (bal), és nyirokér (jobb) IH., 400X Bar = 20 um
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17. abra. Intenziv claudin-5 membrdnpozitiv
endothelsejtekkel bélelt ér idiilt gyulladdsos borben
IH., 20X Bar = 50 um

18. dbra. Intenziv claudin-5 pozitiv endothelsejtek a
CD-31 neeativ érben IH.. 40X Bar = 20 um

' . \:/ X L ,. L

19. dbra. Intenziv claudin-5 membranpozitivitast (barna
szinreakciot) mutato endothelsejtek idiilt gyulladasos bor
mikroereiben IH., 60X Bar = 20 um
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5. FEJEZET: KOVETKEZTETESEK

A claudin-5 endothel specifikus, tight junction, konzervativ fehérje kimutatdsara
hasznal, monoklonalis, anti-claudin-5 ellenanyag, megbizhaté6 markernek bizonyult a lovak
elvaltozdsmentes artéridk és vénak, ill. nyirokerek endotheliumanak feltiintetésére, valamint
az idilt gyulladas- és a tumor indukalta mikroerek detektalasara. Mindezek mellett a
haemangioma és a haemangiosarcoma kivald immunfenotipizalé markerének tekinthetjiik
lovakban is. Ez utobbi malignoma esetében, kiilondsen a solid szoveti szerkezetli, vagyis
caverndkat, capillarisokat nem képzd, differencidlatlan haemangiosarcomandl vehetjiik
hasznat a patologiai diagndzis soran. Az intenziv claudin-5 immunreaktivitds nemcsak a
daganat histotipizalasat, hanem biopsidk esetén a bioptatum sebészi szélének pozitiv (tumoros
infiltraltsag), vagy negativ (tumormentesség) allapotat is segit kimutatni.

A lovakbol szarmazo, claudin-5 negativ laphdmrakokban, sarcoidban és egy
fusocellularis daganatokban megjelend, claudin-5 pozitiv mikroerek, az immunreaktivitasuk
révén alkalmasak a kiilonb6z6 mikroérstirliség vizsgalatok kivitelezéséhez €s a kiillonbozd
antivascularis terapidk prognosztikajahoz.

A vizsgalataink soran, a lovakbol szarmazo szovetekben tapasztalt, intact lymphaticus
endothel claudin-5 pozitivitas felveti a lehetdségét a lymphangioma és a lymphangiosarcoma
immunreaktivitasat is. Ezt a rendelkezésre allo szovet-, ill. tumorbank bovitése utan lehet

tesztelniink.

20



6. FEJEZET: OSSZEFOGLALAS

A lovak haemangiosarcomajanak claudin-5 alapti immunhisztokémiai vizsgélata soran a
SZIE-AOTK Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani tanszék 2008-2012 kozott beérkezett
tumorarchivumat és az Ulléi Nagyallat Klinika Kérbonctani osztalyanak diagnosztikai
boncolasi eseteibdl gylijtott mintdkat dolgoztuk fel Osszehasonlitdé célzattal. A claudin-5
expresszios immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan a vascularis endothel eredeti daganatok
(haemangioma, haemangiosarcoma), a granulacids szovetek (kronikus borlob) illetve az intakt
vér és nyirokerek anti-claudin-5 antitesttel pozitiv, mig az epithelialis (carcinoma, papilloma)
¢s mesenchymalis (fibrosarcoma) daganatok negativ reakciot adtak minden minta esetében.

A claudin-5 fehérje kimutatisa immunhisztokémiai mddszerrel a hisztopatoldgiai
differencidl diagnozis fontos eszkozévé valt a haemangioma ¢s a haemangiosarcoma lovakban
torténd egyértelmii azonositasara.

Azonban annak kideritésére, hogy milyen szerepet jatszik a claudin-5 expresszidja a

cres
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7. FEJEZET: SUMMARY

Claudin-5 based immunohistochemistry studies in equine haemangiosarcoma

In this study, we examined the equine haemangiosarcoma with claudin-5 based
immunohistochemistry. The equine biopsy €s necropsy samples received at the Department of
Pathology and Forensic Veterinary Medicine of the Faculty of Veterinary Science, Szent
Istvan University, between January 2008 and June 2012, and at the Large Animal Clinic of
Ul116.

During the immunohistochemical examination of claudin-5 expression we compared the
samples with each other. The tumours of vascular endothelial origin (haemangioma,
haemangiosarcoma), the intact vessels, and the angiofibroblast tissue (chronic dermatitis)
were positives, until the tumours of epithelial (carcinoma, papilloma) and mesenchymal
(fibrosarcoma) origin were negatives with claudin-5 antibody.

The positive results suggest, that claudin-5 becomes a very important marker to make a
difference between haemangioma/haemangiosarcoma and epithelial/mesenchymal tumours,
with this protein with an unambiguous way we can identify the tumours of vascular
endothelial origin.

Further studies are needed to explore the expression of these proteins in vascular tumor

pathology.
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9. FEJEZET: KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném megkdszonni a sok tiirelmet témavezetdémnek Dr. Jakab Csabdnak. A
segitségének koszonhetden nyerte el a szakdolgozatom a jelenlegi forméjat.

Szeretném még megkoszonni a sok segitséget Pop Rendtdnak is, amit a korszovettani
metszetek elkészitésében nytjtott, illetve az Ulléi Nagyallat Klinika Kérbonctani Osztalydnak
a mintak gyljtésében adott segitségét.
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