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Roviditések jegyzéke

ABC: ATP-k6té kazetta (ATP-binding cassette)

ALK: anaplasztikus lymphoma kinaz (anaplastic lymphoma kinase)

BCRP: emlérak-rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein)

bFGF: bazikus fibroblaszt névekedési faktor (basic fibroblast growth factor)

COPA-protokoll: Cytoxan (ciklofoszfamid), Oncovine (vincristin), Prednisolon, Adriblastina
(doxorubicin)-protokoll

COX-2: ciklooxigenaz-2

EGF: hameredetl névekedési faktor (epithelial growth factor)

EGFR: hameredetii névekedési faktor receptor (epithelial growth factor receptor)

EPHR: Erythropoietin-termelé human hepatocellularis receptor (erythropoietin-producing
human hepatocellular receptor)

FGF: fibroblaszt ndvekedési faktor (fibroblast growth factor)

FGFR: fibroblaszt névekedési faktor receptor (fibroblast growth factor receptor)

FLT3: fms-szer tirozin-kinaz 3 (fms like tyrosine kinase 3)

GIST: gastrointesztinalis sztroma tumor (gastrointestinal stromal tumor)

HER-2: human epidermalis névekedési faktor receptor 2, (human epidermal growth factor
receptor 2), masnéven ErbB2

HGF: hepatocita névekedési faktor (hepatocyte growth factor)

HGFR: hepatocita névekedési faktor receptor (hepatocyte growth factor receptor), masnéven
c-met

HPRT: Hipoxantin-guanin-foszforibozil transzferaz

IGF: inzulin-szer(i ndvekedési faktor (insulin-like growth factor)

LRP: tiddrezisztencia fehérje (lung resistance associated protein)

MDR: multidrog rezisztencia (multidrug resistance)

MRP: multridrogrezisztencia-asszocialt fehérje (multidrug resistance associated protein)
MW-protokoll:  Madison-Wisconsin-protokoll  (vincristin, ciklofoszfamid, = doxorubicin,
prednisolone, L-asparginase)

NGF: neuronalis névekedési faktor (neuronal growth factor)

NGFR: neuronalis névekedési faktor receptor (neuronal growth factor receptor)

NK-sejtek: természetes 6l6sejtek (natural killer sejtek)

NSAID: nemszteroid gyulladascsokkenték (nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

OST: teljes tulélési id6 (overall survival time)

OHE: ovariohiszterektomia

PBS: foszfat pufferes séoldat (phosphate buffered saline)



PCNA: proliferaciés sejtmag antigén (proliferating cell nuclear antigen)

PCR: polimeraz-lancreakcié (polymerase chain reaction)

PDGF: thrombocyta eredeti névekedési faktor (platelet-derived growth factor)

PDGFR: thrombocyta eredetli ndvekedési factor receptor (platelet-derived growth factor
receptor)

PGD2: prosztaglandin D2

PGE2: prosztaglandin E2

PGES: prosztaglandin-E szintetaz

PGF2a: prosztaglandin F2a

PGG2: prosztaglandin G2

PGH2: prosztaglandin H2

PGI2: prosztaglandin 12

Pgp: P-glycoprotein

RFP: recidivamentes periddus (relapse-free period)

RTK: receptor tirozin-kinaz

ROC: receiver operating characteristic

S-ABC: streptavidin-biotin-peroxidaz komplex

SCF: 6ssejt faktor (stem cell factor), masnéven KIT-ligand

SCGFR: 8ssejt ndvekedési faktor receptor (stem cell growth factor receptor), masnéven KIT
TGF: transzformal6 névekedési faktor (transforming growth factor)

Tie: immunglobulin és EGF-szerli doménokat tartalmazo tirozin kinaz (tyrosine kinase with
immunoglobulin-like and EGF-like domains)

TXA2: thromboxan A2

VEGEF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
VEGFR: vaszkularis endotelialis névekedési faktor receptor (vascular endothelial growth factor

receptor)



Osszefoglalds

A lymphomak és az emlédaganatok a kutyak leggyakoribb daganattipusai kdzé
tartoznak. A terapiarezisztencia kilénésen nagy jelentéségl klinikai faktor, féként a
nyirokszervi daganatok esetén, mivel dontéen ez felel6s a kemoterapias kezelés kudarcaért.
A multidrog rezisztencia (MDR) egyik f6 kivalté faktora egy ATP-figgé pumpafehérje, a P-
glycoprotein  (Pgp). 33 Iymphomas kutya kezelésének megkezdése elbtti
nyirokcsomomintajanak vizsgalataval megerésitettik az emelkedett Pgp-expresszié negativ
prognosztikai értékét. 35%-os cut-off érték meghatarozasaval validaltuk az altalunk hasznalt
festési modszert, igy a Pgp-immunhisztokémia er8s diagnosztikai értékkel rendelkezett,
markans kulonbséget jelzett mind a teljes, mind a recidivamentes tulélésben és még a kezelés
megkezdése elbtt alkalmas volt a terapiarezisztencia el6rejelzésére. Megerésitettik a Pgp-
fest6dési intenzitas prognosztikus értékét is. A Pgp-expresszio kiértékelése ugyanakkor csak
a daganatsejtek terapiarezisztenciajarél adott relevans informaciot, nem pedig az egész allat
terapias valaszardl (kulonds tekintettel a kemoterapia soran kialakult mellékhatasokra).

Célkitlizéseink kozott szerepelt az emlédaganatok terapiarezisztenciajat okozé
faktorok vizsgalata mellett szamos human onkolégiabdl ismert faktor prognosztikai értékének
meghatarozasa, valamint lehetséges Uj terapias célpontok azonositasa is. Jelenleg kutyak
high-grade emlétumorai esetén a betegek adjuvans kezelése nem megoldott, mivel ezek a
daganatok nem reagalnak megfeleléen a hagyomanyos citosztatikus kezelésre. 30
eml8daganatos minta Pgp-expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgalataval megerdsitettik
az MDR kialakulasaban betoltott szerepét kutyak esetében is, részben magyarazva ezzel a
daganattipus kemoterapirezisztenciajat. Leirtuk, hogy az emelkedett Pgp-expresszio
eml8daganatok esetén is negativ prognosztikai faktor fliggetlenil a szévettani tipustol, mivel
csoOkkent tulélési idével és magasabb recidivara valé hajlammal jar egyitt. Ugyanezeknek a
mintaknak a p53-expresszidjat is vizsgaltuk immunhisztokémiai médszerrel. Megallapitottuk,
hogy a Pgp- és a p53-expresszié mértéke egymassal 6sszefligg, vagyis a terapiarezisztenciat
okozo fehérjék és a mutaciét mutatd p53 fokozott expresszidja hasonlé mértékben jelzi a
rosszabb prognézist, de p53-immunhisztokémia énmagaban nem rendelkezik megfeleld
prediktiv értékkel.

42 kutyabdl szarmazé emldédaganatos minta COX-2-expresszidjat vizsgaltuk
immunhisztokémiai modszerrel. Az eredmeényeink megerdésitették azt az irodalmi adatot, hogy
a malignus emlédaganatok COX-2-expresszidja a benignusakénal jelentésebb. Vizsgalataink
megerésitették, hogy az emelkedett COX-2-expresszid negativ prognosztikai faktor, 50%-0s
cut-off érték meghatarozasaval pedig szignifikdns és markans kilonbséget talaltunk a

tulélésben és a recidivamentes periédusban. Detektaltuk a COX-2 emelkedett expresszidjat



kutyak elérehaladott és nagyméretli emlédaganatai esetén, valamint egyértelm{ 6sszefiiggést
talaltunk a COX-2-expresszié és a tumorméret kozott. Tendenciajaban igazoltuk az
emelkedett expresszid és a rosszabb klinikai kimenetel (csdkkent teljes és recidivamentes
tulélési id8), valamint a malignitas foka kozotti dsszefliggést. Ezekbdl kdvetkez6en a NSAID-
ok (kulénos tekintettel a szelektiv COX-2 gatldkra) a jdvdben fontos szerepet télthetnek majd
be a kutyak rosszindulati emlédaganatainak kiegészité terapiajaban, hatvanyozottan igaz ez
a magas COX-2-expressziét mutatd high-grade formakra. Ez utobbit a firocoxib pozitiv
terapias hatasanak megerdsitésével nekunk is sikerult igazolni. Kulondsen jelentds ez annak
ismeretében, hogy ezeknek a daganatoknak a kemoterapiarezisztencigja miatt eddig nem allt
rendelkezésre kelléen hatékony adjuvans kezelési mod.

Céljaink kdzott szerepelt a tumorgenezisben szerepet jatszo tirozin-kinazok vizsgalata
kutyak eml6daganatai esetén és ezaltal uj, jovdbeli terapias célpontok azonositasa. Human
eml8daganatok esetében régota ismert tény bizonyos receptor tirozin-kinazok diszregulacidja
és fokozott expresszidja. Ezek kozul legismertebb a tumorgenezisben is szereplé HER-2
(ErbB2), amely az emlérakok 20—30%-aban megtalalhat6 és negativ prognosztikai faktorként
révidebb tuléléssel jar. Ennek célzott gatlasa emberek esetén a rutin terapia része. Mi a
kovetkez6 tirozin-kinazokat, valamint a VEGF-et detektaltuk realtime PCR eljaras
segitségével: VEGFR1, VEGFR2, EGFR, ErbB2 (HER-2), PDGFRa, KIT, illetve MET.
Megallapitottuk, hogy a felsorolt faktorok mindegyike szignifikansan magasabb mennyiségben
van jelen a daganatos emldszévetben, mint ugyanazon egyed egészséges emlbjében.
Vizsgalataink megerésitették azt a tényt, hogy az onkogén tirozin-kinazok fontos szerepet
jatszanak a  daganat  novekedésben, proliferacioban,  angiogenezisben  és
metasztazisképzésben. Kutyak esetében elséként mutattuk be a tirozin-kinazok komplex és
szimultan szabalyozasi zavarat, nem csak egyetlen receptor, hanem gének sokasaganak
érintettsége révén. Eredményeink igazoltak azt is, hogy a jovében az eml6daganatok
gyogykezelésekor figyelembe kell venni a tirozin-kindzok potencialis diszregulaciojat és a
hatékony terapia tervezéséhez szikséges lehet ezek szintjének mérése, majd azok célzott

gatlasa.



1. Bevezetés és irodalmi attekintées

1.1. A vizsgalt daganattipusok révid
ismertetéese

1.1.1. Kutyak lymphomaja

1.1.1.1. A lymphoma eléfordulasa

A lymphoma a kutyak koérében a leggyakrabban eléforduld haematopoieticus
daganattipus, melynek gyakorisaga a hazai kutyapopulacidban az utébbi évek soran
folyamatosan nétt. A kutyak dsszes daganatos betegségének 7-24%-at, haematopoieticus
tumoraiknak pedig 83%-at teszi ki, incidenciaja 20-100/100000 kutya (Zandvliet és Teske,
2015; Vail és mtsai., 2019).

Bar ez a koérkép gyakran az idésebb (> 9 év) korosztalynal fordul eld, elvileg minden
életkorban és barmely ivaru, illetve fajtaju egyedben kialakulhat (Vail és mtsai., 2019). Az
incidencia az életkor elérehaladtaval né: 1 éves kor alatt 1,5/100000, mig 10 éves kor felett
84/100000 kutya. Kdézepes/nagytestii kutyak esetében a kialakulasi valészinlisége nagyobb
és néhany fajta esetén (pl. rottweiler, bullmasztiff) familiaris halmozddast is leirtak (Zandvliet,
2015). Kialakulasanak hatterében a fiatal, blasztos transzformaciot mutaté lymphoid sejtek
proliferacidja all, amely a nyirokcsomokban, illetve egyes visceralis szervekben okozhat
elvaltozasokat (Vail és mtsai., 2019). Kutyakban az emlitett korkép az emberek kézepes vagy
nagy malignitasu (medium-, illetve high-grade) non-Hodgkin-tipust lymphomajaval mutat
hasonlésagot (Vail és mitsai.,, 2019; Zandvliet, 2015). A leggyakoribb a periférias
nyirokcsomokban mutatkozé un. multicentrikus forma (az esetek kb. 75%-a), amely kezdetben
jellemzéen a fejkdrnyéki (submandibularis és retropharingealis) nyirokcsomdkban okoz
elvaltozasokat (megnagyobbodast), de potencialisan barmely nyirokcsomét, nyirokszervet
érinthet. Ebben az esetben altalaban a periférids nyirokcsomok toébb helyen, sét gyakran
testszerte tapasztalhatdé megnagyobbodasat észleljiuk. Ismert a korkép alimentaris formaja is
(7%-ban), ilyenkor a belekben, a mesenterialis nyirokcsomokban és/vagy a majban talalunk
elvaltozasokat. Ezen kivil 1étezik bérre terjedd (6%-ban), mediastinalis (3%-ban), illetéleg a
lépforma (0,5%) is. Ha a visceralis szervekben (pl. a Iépben, a majban) és a mesenterialis,
illetve a mediastinalis nyirokcsomokban is van elvaltozas, akkor generalizalt formarol

beszéllink. A betegség ritkan megjelenhet extranodalisan még mas szervekben is, igy pl. a



kdézponti idegrendszerben, a csontokban, a szivben, az orriiregben, a szemben és a vesében
(Vail és mtsai., 2019; Zandvliet, 2016).

A lymphoma gyogykezelésének alapjat kutyak esetében a citosztatikumok képezik, a
terapias kudarc legfébb oka pedig a kemoterapias szerekkel szemben kialakulod

gyogyszerrezisztencia, ami az esetek tdbbségében a paciens korai halalahoz vezet.

1.1.1.2. A lymphoma stadiumba soroldsa

A WHO (TNM Classification of Tumors in Domestic Animals, Geneva, 1980.) ajanlasa
alapjan kutyak lymphomajanak a stadiumbesorolasa a kdvetkezé:

I.: egy nyirokcsomot érint6 elvaltozas,

Il.: egy azonos régioba tartozo tobb nyirokcsomot érinté elvaltozas,

[.: generalizalt nyirokcsomé-duzzanat,

IV.: a lép és/vagy a maj érintettsége (a lll. stddium fennallasa vagy nem megléte
mellett),

V.: a csontveld érintettsége vagy a vérben daganatsejtek megjelenése és/vagy barmely

nem lymphoid szerv érintettsége.

Mindezeken tul alstadiumok is meghatarozhatok: ,a”-val jeldlik azt az alstadiumot,
amelyben nem jelentkeznek a betegséggel szoros 6sszefiiggésben 1évd allapotromlassal,
étvagytalansaggal, lesovanyodassal, kedvetlenséggel, dyspnoevel, anaemiaval stb. jard

tinetek, ,b’-vel pedig, amikor mar ezek a tiinetek is megfigyelheték (Vail és mtsai., 2019).

1.1.1.3. Sz6vettani tipusok, immunfenotipus

A nagy malignitasu (un. high-grade) formak kozé tartozik tébbek kézoétt a diffuz nagy
B-sejtes, a B-lymphoblastos és a T-lymphoblastos lymphoma. Kutyakban ezek a gyakoribbak
(70,5-74%). A follicularis, a T-zona, illetve a lymphoplasmocytomas alakokat az alacsony
malignitasu (un. low-grade) formak kdzé soroljuk. Kutyakban ezek ritkabbak, az esetek 26—
29,5%-aban fordulnak el (Valli és mtsai., 2011, 2013). Ezenkivil a daganatsejtek CD3, CD8,
CD20, CD21 és CD79a fellleti markereinek meglétének immunhisztokémiai vizsgalataval
torténd immunfenotipus-meghatarozas is a diagnosztika részét képezi. Altalanossagban
elmondhaté az is, hogy a T-sejt-eredetli lymphomak ritkabbak, mint a B-sejtekbdl kiinduldk (ez
utodbbi az esetek 62-90%-a) (Vail és mtsai., 2019; Valli és mtsai., 2011, 2013).

A kutyak lymphomainak aktualis szévettani klasszifikacidja a kovetkezé (Valli, Bienzle,
Meuten, 2017):
1. B-sejtes lymphomak

Precursor B-sejtes daganatok
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Precursor B-lymphoblastos leukaemia/lymphoma
Erett (periférias) B-sejtes daganatok
B-sejtes kronikus lymphocytas leukaemia/kis lymphocytas lymphoma
B-sejtes prolymphocytas leukaemia
Lymphoplasmacytas lymphoma
Plasmablastos lymphoma
Kdpeny-sejtes lymphoma
Marginalis zéna lymphoma (nodalis, 1ép, MALT)
Follicularis lymphoma
Diffuz nagy B-sejtes lymphoma
szubtipus: T-sejt gazdag diffuz nagy B-sejtes lymphoma
Angiocentricus B-sejtes lymphoma (lymphomatoid granulomatosis)
Burkitt's lymphoma/leukaemia
Burkitt’s like high-grade B-sejtes lymphoma
Plasmasejtes myeloma
Plasmacytoma
2. T-és NK (natural killer, természetes 6l6sejt)-sejtes lymphomak
Precursor T-sejtes daganatok
Precursor T-lymphoblastos lymphoma/leukaemia
Erett (periférias) T-sejtes/NK-sejtes daganatok
T-sejtes kronikus lymphocytas leukaemial/kis sejtes lymphoma
T-sejtes prolymphocytas leukaemia
Nagy granularis lymphocytas leukaemia/lymphoma (LGL)
Mashova be nem sorolt periférias T-sejtes lymphomak (PTCL-NOS), szubtipusok:
Mycosis fungoides és Sézary szindroma
T-zéna lymphoma
Angioimmunoblastos T-sejtes lymphoma
Angiocentricus (v. intravascularis) T-sejtes lymphoma
Hepatosplenic és hepatocytotroph lymphoma
Intestinalis T-sejtes lymphoma
Subcutan panniculitis-like T-sejtes lymphoma
Agressziv NK-sejtes leukaemia/lymphoma
(Adult T-sejtes leukaemia/lymphoma)

Anaplasticus nagy sejtes lymphoma (cutan és szisztémas)
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1.1.2. Kutyak emlédaganatai

1.1.2.1. Az emlédaganatok el6fordulasa

Az eml6tumorok a néstény kutyak leggyakoribb daganatai, az 6sszes daganatos
megbetegedéseik kb. 50%-t teszik ki, incidenciaja 250/100000 kutya (Vascellari és mtsai.
2016; Sorenmo és mtsai., 2019). Az emlédaganatok 6 évnél fiatalabb kutyakban ritkak, az
el6fordulasuk valészinlsége az életkor elérehaladtaval né: a 8—13 év kdzotti szukak kb. 60%-
anal kialakul. A fajtatiszta kutyak rizikdja nagyobb, mint a keverékeké, kifejezett
fajtaprediszpoziciot talaltak egyebek mellett a szamojédek, Yorkshire terrierek, dobermannok
és schnauzerek esetén (Vascellari és mtsai., 2016). A tumor eléfordulasanak kockazatat
jelentésen csokkenti a korai (elsé tlzelés elétt, illetve az azt kdvetd) ivartalanitas, mig ndveli
a progesztagén injekciok ivarzas megel6zésére torténd alkalmazasa (Sorenmo és mtsai.,
2019). A klinikai vizsgalat soran egy vagy — az esetek tébb mint a felében — tébb csomot
tapintunk az emlében. A daganatok 65-70%-at a hatulsé (4.-5.) emlbételepekben taldljuk,
feltehetéen azért, mert itt nagyobb mennyiségli eml&szdvet van jelen. Az emlédaganatok kb.
30%-a benignus, 70%-a malignus (Vascellari és mtsai., 2016). A jéindulatu tumorok altalaban
aprok, jol korulhatarolhatok és tomor tapintatuak. A malignus daganatok rendszerint gyorsan
ndévekednek, nehezen hatarolhatok koérll, szorosan kapcsolédnak a bérhdéz vagy az alatta
fekvd szodvetekhez, gyakran tarsul hozzajuk gyulladasos folyamat és fekélyesedésre is
hajlamosak. Kilénésen rossz a progndzis az un. gyulladasos carcinomak (inflammatory
carcinoma) esetén, amelyek tomor tapintatuak és az emlészovet diffuz gyulladasat, valamint
terimendvekedését okozzak, és végtagddémaval is jarhatnak. Az ilyen tipusu daganatokat (a
gyogykezelés szempontjabdl) fontos elkuloniteni a tejmirigy-gyulladastél, amely kisebb
teruletre lokalizalt folyamat, és legtdbbszdér alvemhesség vagy ivarzas esetén jelentkezik. A
carcinomak gyakran képeznek attétet az inguinalis nyirokcsomokba, amelyeken keresztll a
pudendalis nyirokérhalézat kézvetitésével a belsd csipbtajéki (lymphonodus iliaca interna)
nyirokcsomokban is attétek jelenhetnek meg. Ez utdbbi nyirokcsomdék megnagyobbodasa
vastagbélsziiklletet okozhat. Az eml6daganatok altaldban a tlidébe, majba, vesébe,
csontokba adnak attétet (Sorenmo és mtsai., 2019).

A fizikalis vizsgalatkor a primer tumor prognosztikai megitélése soran az alabbiakat kell
figyelembe venni: gyors névekedés, az invazivitas klinikai jelei (bérrel vagy polyakkal valo
Osszefluiggés), fekélyesedés, inflammatory carcinomara utalé tlnetek jelenléte. Az
eml8daganatok legtdbbszdér carcinomak, de sarcomak és kevert, vegyes szoveti eredetil
daganatok is kialakulhatnak. A sarcomak progndzisa tdbbnyire rossz (Sorenmo és mtsai.,
2019).
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Az emlédaganatok terapiaja elsésorban sebészi, de a high-grade formak esetén azok
magas metasztatikus potencialja miatt adjuvans terapia is sziikséges. Ennek ellenére jelenleg
nem léteznek altalanosan elfogadott és javasolhatd kemoterapias protokollok. Ennek oka
részben a rendelkezésre allé vizsgalati eredmények kis szama miatti alacsony evidenciaszint,

masreészt pedig az emlédaganatok kemoterapia-rezisztenciaja (Sorenmo és mtsai., 2019).

1.1.2.2. Az emlédaganatok stadiumba sorolasa

A stadiumba sorolas célja a betegség pontosabb prognosztizalasa. A stadium
meghatarozasa fizikalis vizsgalattal (emlbtelepek tapintasa, tapinthaté nyirokcsomoék
vizsgalata), valamint kiegészit6 vizsgalatokkal mint a 3 iranyd mellkas rontgen, hasi UH
vizsgalat torténik.

TNM klasszifikacio kutyak emlétumorai esetén (a gyulladasos carcinoma kivételével,

Sorenmo és mtsai., 2019):

T: primer tumor
T1: < 3 cm maximalis atmérd
T2: 3-5 cm maximalis atmeré
T3: > 5 cm maximalis atméré
N: regionalis nyirokcsomé
NO: szévettanilag vagy citolégiailag attét nem igazolhato
N1: szbvettanilag vagy citolégiailag igazolt attét
M: tavoli metasztazis
MO: tavoli attét nem igazolhato

M1: igazolt tavoli attét

TNM stadiumokba sorolas:

I. stadium: T1, NO, MO

. stadium: T2, NO, MO

lll. stadium: T3, NO, MO

IV. stadium: barmely T, N1, MO

V. stadium: barmely T, barmely N, M1.
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1.1.2.3. Szovettani klasszifikacio

A kutyak emlédaganatainak aktualis szOvettani klasszifikaciéja (Zappulli és mtsai,
2019):

1. Malignus tumorok:
A. Malignus epithelialis daganatok

In situ carcinoma

Simplex carcinomak
Tubularis cc. (benne a cribriform cc. is)
Tubulopapillaris cc.
Solid cc.
Invaziv micropapillaris cc.
Comedocarcinoma
Anaplasztikus cc.

Nem-simplex carcinomak
Komplex adenomaban v. benignus kevert tumorban kialakulo cc.
Komplex cc.
Carcinoma és malignus myoepithelioma
Kevert (mix) cc.

Ductus-asszocialt carcinomak
Ductalis cc.
Intraductalis papillaris cc.

Specialis carcinomatipusok
Orsosejtes cc.
Lapham cc.
Adenosquamosus cc.
Mucinosus cc.
Zsir-dus (lipid-rich) cc.
Malignus myoepithelioma

Inflammatory cc.
B. Az eml6 malignus mesenchymalis eredetl neoplasmai

Osteosarcoma, chondrosarcoma, fibrosarcoma, haemangiosarcoma, egyéb sarcomak

C. Carcinosarcoma
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2. Benignus neoplasmak:

A. Simplex benignus neoplasmak
Simplex adenoma
Myoepithelioma

B. Nem-simplex benignus neoplasmak
Komplex adenoma (s. adenomyoepithelioma)
Benignus kevert tumor
Fibroadenoma

C. Ductus asszocialt benignus neoplasmak
Ductalis adenoma (s. basaloid adenoma)

Intraductalis papillaris adenoma (s. ductalis papilloma)

3. Az eml6 hyperplasiaja/dysplasiaja:
Ductectasia
Lobularis hyperplasiak (s. adenosisok)
Epitheliosis
Papillomatosis
Fibroadenomatosus elvaltozas

Gynecomastia

4. A csecsbimbo hyperplasticus, dysplasticus vagy neoplasticus elvaltozasai

1.1.2.4. Grading-rendszer

A grading célja a szdvettani malignitasfokozat megallapitasa. Kutyak emlédaganatai
esetén aktualisan 3 fokozatu Grading-rendszert hasznalunk, az egyes daganatok besorolasa
pontrendszer alapjan torténik. A pontozas szempontjait az 1. sz. tablazatban foglaltuk 6ssze.
3-5 pont esetén a daganatot az alacsony malignitasu Grade | (low-grade) csoportba, 6—7 pont
esetén a kdzepes malignitasu Grade Il (intermediate-grade) csoportba, 8-9 pont esetén pedig

a nagy malignitasu Grade lll (high-grade) csoportba soroljuk (Sorenmo és mtsai., 2019).
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1.tablazat: Kutyak emlédaganatainak aktualis Grading-rendszerében hasznalt szempontok

és azok pontértékei (Sorenmo és mtsai., 2019.)

Tubulusképzés

Nuklearis polimorfizmus

Mitézisok szama 10

nagylatoterenként

Tubulusképzési hajlam a Egységes vagy kis 0-9: 1 pont
minta > 75%-ban: 1 pont sejtmagok, néhany

nucleolus: 1 pont
Mérsékelt tubulusképzés Mérsékelt foku variabilitas a | 10-19: 2 pont
(minta 10-75%-a) szolid nucleusok méretében és
daganatndvekedési alakjaban, hyperchromaticus
terlletekkel keverve: 2 pont | sejtmagok, nucleolusok

jelenléte (ezek kdzll néhany

lehet prominens): 2 pont
Minimalis tubulusképzési Kifejezett variabilitas a >19: 3 pont

hajlam vagy a
tubulusképzés hianya (<
10%): 3 pont

sejtmagok méretében,
hyperchromaticus sejtmagok
egy vagy tébb prominens

nucleolussal: 3 pont
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1.2. P-glycoprotein (Pgp) és multidrog
rezisztencia (MDR)

Régéta ismert tény, hogy bizonyos tipusu daganatok esetén a citosztatikus terapia a
tumorsejtek kialakuld vagy ab ovo rezisztenciaja miatt nem kelléen hatékony. Multidrog-
rezisztencianak (MDR) nevezziik ezt a jelenséget, melynek lIényege, hogy az adott szévetek
vagy sejtek nem reagalnak az alkalmazott gyogyszerekre. Az MDR napjainkban az egyik
legfontosabb probléma a daganatos betegek kezelésében, hiszen dontéen ez felelés a
kemoterapia sikertelenségéért. Az MDR egyik fontos kivalto faktora egy, az ABC (ATP-binding
cassette, azaz ATP-kot6 kazetta) transzporter f6csaladba tartozé pumpafehérje, a P-
glycoprotein (Pgp), melynek klasszikus formaja az MDR-1 gén terméke (Ginn és mtsai, 1996).

Az MDR-t létrehozé6 mechanizmusok nemcsak a daganatsejtekben, de az ép testi
sejtekben is jelen vannak; ennek alapjan el tudunk kulldniteni velesziletett (intrinsic) és
szerzett rezisztenciat. Az el6bbi esetben a tumorsejtek olyan szdvetbél erednek, amely
élettanilag is expresszal Pgp-t (ilyen a mellékvese, maj, vastagbél, agy, tidd, csontveld sejtjei
és a legtébb magzati sejtvonal), ezek a daganatok mar a kemoterapias szerrel valo talalkozas
el6tt drogrezisztensnek tekintheték. Szerzett rezisztencia esetén a tumorsejtek kezdetben
meg érzékenyek a citosztatikus kezelésre, majd a terapia soran ellenalléva valnak az
alkalmazott gyégyszerrel szemben, ily moédon okozva a kezelés kudarcat (Bergman, 2000).

Az MDR kialakulasaban szerepet jatszik a kemoterapia aluldozirozasa vagy nem
megfeleld lUtemezése, a szajon at adott gydgyszerek esetében a nem megfeleld felszivodas
vagy hasznosulas, a csOkkent gyogyszeraktivalédas, a fokozott DNS-hibajavitas, vagyis a
DNS-repair, a gyoégyszer nem megfelel6 penetracidja a daganatszévetbe, valamint a
gyogyszer fokozott kijuttatasa a sejtbél (Bergman, 2000.; Zandvliet és Teske, 2015). Az MDR-
t kivalté fontosabb mechanizmusokat a 2. sz. tablazatban foglaltuk dssze.

A Goldie-Coldman-hipotézis szerint a daganat ndvekedésével a spontan mutaciok
szamanak emelkedése miatt aranyaiban és abszolut szamban is egyre tobb rezisztens sejt
keletkezik. Az 6sszefliggés a terapia sikeressége, valamint a tumor mérete és a spontan
mutaciok szama koézott a kdvetkezd: P = e-aN, ahol P a kezelés sikerességének
valészinlsége (vagyis a rezisztencia kialakulasanak elmaradasa), N a daganatsejtek szama,
a pedig a spontan mutaciok aranya. Ebbdl az kovetkezik, hogy a leginkabb eredményes
kezeléshez a kemoterapiat minél el6bb, még a daganat kis meéreténél el kell kezdeni, illetve a
tobb kulonboz6, eltérd rezisztencia mechanizmussal rendelkezd hatéanyag kombinalasaval
jobb eredmény érhetdé el, mint egyetlen citosztatikum monoterapias alkalmazasaval. 1x10
mutacios rataval szamolva 1 cm?® tumorméret esetén a rezisztens klonok kialakulasanak
eselye 60% feletti (Zandvliet és Teske, 2015).
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Lymphomas kutyak esetében elsésorban azokban a betegekben figyelték meg a
kemoterapias szerekkel szemben kialakulo rezisztenciat, melyeket korabban glikokortikoiddal
kezeltek (Vail és MacEwen, 2000). Ezt tAmasztja ala az is, hogy non-Hodgkin’s lymphomas
emberek esetében példaul az el6kezelést nem kapott csoportban 2—49%-os értékeket, mig az
elbkezelést kapott csoportban 64%-0os MDR-1-expresszios atlagértéket tapasztaltak, mig
mMRNS analizissel ezek az adatok 22 + 50% , illetve 30 + 60% voltak (Sonneveld, 2000).

2. tablazat: A terapiarezisztencia kialakulasi mechanizmusa a fontosabb kemoterapias

szereknél (Zandvliet és mtsai., 2015)

Kialakulasi mechanizmus Hatéanyagcsoport

Csokkent felvétel metotrexat, egyéb antimetabolitok,

nitrogénmustar, melphalan, ciszplatin

Valtozasok a gydgyszermetabolizmusban legtébb antimetabolit (pl. 5-fluorouracil,

(aktivacio/inaktivacio megvaltozasa) citozin-arabinozid), alkilal6é szerek, ciszplatin

Fokozott kijuttatds a sejtb6l (megvaltozott | metotrexat, melphalan, taxanok, etoposid,

pumpafunkcio) vinca-alkaloidok, antraciklinek

Enzimatikus valtozasok metotrexat, egyéb antimetabolitok,

topoizomeraz-gatlok

Fokozott DNS-repair alkilalé szerek, ciszplatin, antraciklinek,
etoposid

CsoOkkent érzékenység az apoptozisra alkilalé  szerek, ciszplatin, antraciklinek,
etoposid

A sejtszintl MDR kialakulasanak tdbb mechanizmusa is ismert (2. tablazat), de a
leggyakrabban megfigyelt formaja a P (permeability)-glycoprotein tulzott expresszidja miatt
kovetkezik be. Ez egy 160-180 kDa témegl ATP-fliggé membranpumpa, amely hidrofob
molekulakat juttat ki a sejtb6l. A membranpumpa a karos molekulakat, koztuk a
citosztatikumok jelentés hanyadat is kipumpalja a sejtekbdl, emiatt nem tud kialakulni a
daganatellenes hatashoz szukséges intracellularis gyodgyszerkoncentracio. Kutyak
kemoterapiajaban hasznalt leggyakoribb szerek kozul eddig a kovetkezdkkel szemben
mutattak ki a Pgp hatasat: vincristin, doxorubicin, actinomycin-D, mitoxantron, etoposid,
vinblastin (1. abra). Komoly gyakorlati probléma, hogy ezekkel a szerekkel szemben
keresztrezisztenciat is leirtak, vagyis amennyiben az itt felsorolt vegytletek valamelyikével

szemben kialakul a rezisztencia, a daganatsejt a tdbbi Pgp-szubsztrat citosztatikumra is
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rezisztens lesz, fliggetlendl attél, hogy azt a terapiaban addig hasznaltak vagy sem. A vincristin
és doxorubicin kutyak lymphomajanak kezelésében elséként valasztandd szerek, ezért az
MDR ebben a kérképben kiléndsen nagy jelentéségl, ugyanis a terapias kudarcok donté
tobbségéért ez tehetd feleléssé (Zandvliet, 2015).

A Pgp a pumpafunkcién kivil védelmet nyujt a komplement-fliggd citotoxicitas ellen és
plazmamembranon keresztlli elektrokémiai aramlasokat koordinal (Bergman, 2000).

A Pgp-t kodold gének megtalalhatoak virusokban, baktériumokban, ndvényekben,
rovarokban és eml6sokben. Ez a szélsGséges ,konzervatizmus® is jelzi ezen gének
fontossagat (Bergman, 2000). A klasszikus Pgp az MDR-1 gén terméke. Az MDR-1 cDNS
pimerek (A, B, C, D) mar tdbb mint 95%-a ismert (Mealey és mtsai., 1998). A kutyaban
talalhaté mRNS 4,5 kilobazis méretii és 93%-ban egyezik az ember, valamint 90%-ban az
egér mRNS-ével (Steingold és mtsai., 1998). Az MDR-1 mRNS-expresszidja in vitro korrelal a
kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciaval.

Az 6rokletes MDR-1-génmutaciét szamos allatfajpan és az emberben is kimutattak.
Bizonyos kutyafajtak (pl. collie, bobtail, egyéb angol, illetve ausztral juhaszkutyak) esetében
familiarisan halmozddva, kifejezetten gyakran eléfordul. Ez a magyarazata a felsorolt fajtak
ivermectin-érzékenységének, ugyanis a csokkent Pgp-funkci6 miatt az ivermectin és
szarmazékai felhalmozédnak az agyszdvetben sulyos mérgezéses tlineteket okozva. Tovabbi,
az allatgyogyaszatban hasznalt érintett vegytiletek a citosztatikumokon kivil az acepromazin,
a metronidazol, a metoklopramid, a fentanyl, a morfin, a butorphanol, a ciklosporin és a digoxin
(Mealey és mtsai., 2002).

166 kutyabdl szarmazé daganatmintanak egér monoklonalis ellenanyagokkal (C494:
MDR-1 altal kodolt fehérje, C219: MDR-1/MDR-3 altal kédolt fehérje, JSB-1: MDR-1/MDR-3
altal koédolt fehérie) Pgp-re végzett immunhisztokémiai vizsgalatai soran hepatoma,
colorectalis adenoma, colorectalis carcinoma, atmeneti sejtes carcinoma és mellékvese
adenoma esetén 100%-os pozitivitdst tapasztaltak. Histiocytomabdl, plazmasejtes
bértumorbdl, fibrosarcomabdl, fibromabdl és leiomyomabdl szarmazé mintakbdl pedig
egyaltalan nem sikerllt kimutatni Pgp-t. Apokrin mirigy adenocarcinomaban 80%,
lymphomaban  27,2%, melanomaban 30,8%, leiomyosarcomaban 50%, emlé
adenocarcinomaban 63,2%, eml6 adenomaban 20%, laphamrakban 80%, bazalsejtes
tumorban 71,4%, apokrin mirigy adenomaban 50%, biliaris sejtes carcinomaban 66,7%,
pajzsmirigy adenoma esetén pedig 50%-os pozitivitast tapasztaltak (Ginn, 1996).

Az MDR klinikai jelentéségét alatamasztja, hogy a human onkologiaban alkalmazott
kemoterapias protokollok soran prognosztikai faktorként hasznaljak, ugyanis a Pgp fokozott
expresszidja negativ korrelaciét mutat a tulélési idével (OST), illetve a recidivamentes
periodussal (RFP). Mindez a Pgp membranpumpa funkciéjanak kdszénhetd, ami a

kemoterapeutikumok csdkkent sejtbeli aktivitasat eredményezi (Bergman, 2000).
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A Pgp blokkolasa kutyak esetében sajnos jelenleg még nem megoldott, de az utdbbi
években biztaté eredmények szlilettek. Szamos vegytlet képes a Pgp pumpafunkcidjat gatolni
oly mdédon, hogy kompetitive a Pgp-hez kétédnek. Kutyaeredetl sejteken in vitro kériilmények
kozott Pgp-gatldé tulajdonsaggal rendelkezik a verapamil, tamoxifen, kinidin, kloroprin,
rezerpin, ciklosporin és annak egyes analdgjai (Bergman, 2000). Azonban ezek a szerek in
vivo csak nagy dozisban hatékonyak, amelyben meglehetésen toxikusak, tobbek kdzott
myeloszupresszivek. Ez azért is probléma, mert a legtobb kemoterapeutikum alkalmazasanal
a myeloszupressziv hatas limitalo tényezoként szerepel. Zandvliet és mtsai. (2013) masitinib
hasznalataval biztatdé eredmeényeket értek el kutyakbol szarmazd doxorubucin-rezisztens
lymphoid sejtvonalakon. Az eredményeik alapjan a masitinib in vitro alkalmas a Pgp-funkci6

gatlasara és ezaltal a doxorubicin-rezisztencia visszaforditasara.

Pgp/MDR1
Vincristine
Vinblastine
Etoposide

Actinomycin D
Taxane
Taxol
Colchicine

Chlorambucil
Carmustine
Cis-platin
Leucovorine

Anthracyclines
Mitoxantrone

Topotecan
Irinotecan

Methotrexate

1. abra: Atfedések a fontosabb ABC-transzporterek (Pgp, MRP1 és BCRP)
citosztatikus szubsztratjai kozott. Szamos kemoterapias szer egyszerre tébb ABC-

transzporter szubsztratja is lehet (Zandvliet és mtsai., 2015)

A human és az allatorvosi onkolégiaban egyarant bizonyitott, hogy a magas P-
glycoprotein expresszid negativ prognosztikai faktornak mindsul szamos daganat esetében.
Els6ként a human onkolégiaban nyert bizonyitast az, hogy az emelkedett P-glycoprotein szint
és az MDR kozotti 6sszefliggés az emlédaganatok esetében is fennall (Sanfilippo és mtsai.,
1991).

A Pgp-n kivul szamos egyéb mechanizmus is okozhat multidrog-rezisztenciat, ilyenek
tobbek kozo6tt a multridrogrezisztencia-asszocialt fehérje (multidrug resistance associated
protein, MRP), a tiddrezisztencia fehérje (lung resistance associated protein, LRP), eml&rak-
rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein, BCRP), a topoizomerazok, valamint a

glutation-rendszer (Bergman, 2000; Zandvliet és mtsai., 2015).
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1.2.1. Pgp kutyak lymphomajaban

A Pgp kutyak lymphomaja esetében régdéta ismert negativ prognosztikai faktor (Ginn,
1995; Moore és mtsai, 1995; Bergman és mtsai, 1996; Lee és mtasi, 1995). A lymphomas
kutyak tdbbsége az els6 kemoterapias ciklus utan visszaesik és a kiujult daganat altalaban az
eredetinél rezisztensebb a citosztatikumokra. Ennek oka az eredeti daganatsejteknél
rezisztensebb, un. MDR-klénok megjelenése. Ezek a kezdetben nagyon kis létszamban jelen
Iévd sejtek vagy mar a kezelés megkezdése elétt is intrinsic rezisztenciaval rendelkeztek és a
csontvel6be visszahuzdédva élték tul a kemoterapiat vagy a citosztatikus terapia soran
szelektaldédtak ki rezisztenciat kifejlesztve (Zandvliet, 2015; Vail és mtsai., 2019). A
kutyalymphomak Pgp-expresszidjanak intenziv vizsgalata 1995/96-ban indult Lee (1996),
Moore (1995), valamint Ginn (1995) munkassagaval. Mindharom vizsgalatban a kiujult
lymphomak esetében a daganatsejtek nagyobb mértékben expresszaltak az MDR-1 gént, mint
a kiindulasi allapotban. Moore és munkatarsai (1995) a kezelés megkezdése elétt 30 kutyabal
1 esetben talaltak Pgp-pozitivitast, mig a recidivalt mintak esetén ez a szam 8-bél 3 volt.
Bergman és mtsai. (1996) ugyanazon betegek kemoterapia el6tti, majd utani mintait
Osszehasonlitva a terapia befejezését kdvetben szignifikansan magasabb Pgp-expressziot
mértek. Lee és mtsai. (1996) a kezelés megkezdése elbtt 33%-0s de novo pozitivitast
tapasztaltak, ugyanez a vizsgalat recidivalt betegek esetén szignifikansan magasabb
pozitivitast mutatott. Zandvliet és mtsai. (2014) kutyakbdl szarmazé doxorubicin-rezisztens B-
sejtes leukaemia-sejtvonal Pgp-expresszidjanak vizsgalatakor a rezisztens sejtvonalban
szignifikdnsan magasabb Pgp-expressziét tapasztaltak mind immunhisztokémiai médszerrel,
mind az mRNS-expresszié RT-qPCR vizsgalatakor, mind pedig rodamin festéses funkcionalis
vizsgalatkor. Ezzel szemben az MRP1, illetve BCRP-szint 6sszehasonlitasakor egyik
maodszerrel sem talaltak szamottev6 eltérést, megerdsitve ezzel azt, hogy kutyak esetében az
MDR kialakitasaban az ABC-transzporterek kozul a Pgp-nek van dénté szerepe. Zandvliet és
mtsai. (2014) egyuttal a doxorubicin-rezisztens sejtvonalban vincristin-keresztrezisztenciat is
tapasztaltak. Zandvliet és mtsai. (2015) 63 multicentrikus lymphomas kutya mintainak Pgp-
expressziojat hasonlitottak 6ssze RT-qPCR vizsgalattal. A betegekbdl a kezelés elétt, az elsd
recidivakor, valamint a terapiarezisztencia miatti terapias kudarckor vettek mintat. Nem talaltak
Osszefuggést a kezelés el6tti Pgp mRNS-koncentracio és a késébb kialakuld
terapiarezisztencia kdzott, ez a megallapitds megfelel mas tanulmanyok tapasztalatainak is
(Steingold és mtsai, 1998; Tomiyasu és mtsai, 2010). Ugyanakkor a B-sejtes lymphomak
esetén a terapias kudarc idején vett mintak Pgp-expresszidja szignifikansan magasabb volt,

mint a kezelést megel6z8en tapasztalt érték (Zandvliet és mtsai., 2015).
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1.2.2. Pgp kutyak emlédaganataiban

N6k terapiarezisztens emlérakjanak emelkedett Pgp-expresszidja régéta ismert tény.
Mechetner és mtsai. 1998-ban leirtdk a taxol- és doxorubicinrezisztens emlérakok emelkedett
Pgp-expresszidjat. Ezenkivil er6s korrelaciét talaltak a késébbiekben kialakuld
terapiarezisztencia és az emelkedett Pgp-expresszié kozott, amit kifejezett negativ
prognosztikai faktorként azonositottak. Leirtak azt is, hogy az el6kezeléskor mért 11%-os Pgp-
expresszid a kemoterapia hatasara 30%-ra nétt. Tovabbi problémat okoz az eml6rakok
kezelésénél, hogy szamos tirozin-kindz gatld, tébbek kozott az imatinib is Pgp-szubsztrat
(Szakacs és mtsai, 2008).

2006-ban Petterino és munkatarsai kutyak eml6daganataiban vizsgaltak a Pgp-
expresszio mértekét immunhisztokémiai mdédszerekkel. Eredményeik azt mutattak, hogy mig
az egészséges, illetve hyperplasias emlészovet sejtiei nem vagy alig festédtek, addig a
jéindulatu daganatokbdl szarmazoé sejtek diffuz citoplazmafestédést, a malignus tumorok

sejtjei pedig féleg membranfestédést mutattak.
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1.3. A pb53 tumorszupresszor fehérje

A pb53 tumorszupresszald gén a leggyakrabban mutalédott gén a human
daganatokban, mutacidjat az emberi tumorok tébb mint 50%-aban kimutattak (Levine és mtsai,
1991). A gén altal kddolt fehérje egy sejtmagban talalhat6 foszfoprotein, amely részt vesz a
sejtciklus szabalyozasaban és az apoptozis beinditasaban. Mikddése fontos részét képezi a
sejtek azon szabalyozasi mechanizmusainak, amelyek gatoljak a daganatos mutaciok okozta
tumorgenezist a PCNA (proliferating cell nuclear antigen) és az MDR gének expresszidjanak
csokkentése révén (Levine és mtsai, 1991; Blagosklonny, 2002). A p53 gén un. germ-line
(csirasejtvonal) mutacioja emberekben kilonb6zé daganatos betegségekre hajlamosit, mivel
a mutacio kovetkeztében a termelt fehérje inaktivva valik. Ezt a folyamatot leirtak példaul
emberek emlbcarcinomaja, lagyszbveti sarcomaja, osteosarcomaja és kuldénb6zé
agydaganatai esetén is (Argyle és mtsai, 2019). Kutyak szamos daganataban igazoltak a p53
tulzott expressziojat. Ezekben az esetekben igazolddott, hogy ezek a fehérjék nem megfeleld
funkcidju, mutans formak voltak. Rossz prognézisra utalhat a p53 daganatszdvetben valo
csokkent vagy fokozott megjelenése is. A mutacié kimutatasa pedig valdszinlileg még tébb
informaciot nyujt (Nasir és Argyle, 1999; Veldhoen és mtsai, 1998).

Emberek emlbrakjanal az esetek 15-34%-aban mutattak ki a p53 mutéciojat, ami
rosszabb progndzissal és csokkent tuléléssel tarsult (Bergh és mtsai., 1995; Elledge és Allred,
1998; Yang és mtsai., 2013). Sawaki €s mtsai. (2006) leirtak azt is, hogy gyulladasos emlérak
esetén a p53 mutacidja ennél lényegesen gyakoribb (kb. 50%). Az embereknél leirtakhoz
hasonldan a p53 tumorszupresszor gén mutacioja kutyak rosszindulatu emiédaganatai esetén
is a leggyakoribb genetikai elvaltozas. Veldhoen és munkatarsai (1998) kimutattak, hogy
kutyak rosszindulatu emlédaganataiban a p53-as fehérjekddolé gén germ-line régidja
pontmutaciét szenved. Az igy termel6dott hibas fehérjék tumorszupresszor hatdsa nem
jelentkezik, azonban a sejtek citoplazmajaban, esetleg magjaban fokozott expresszio
tapasztalhatd, ugyanis a kimutatasuk alapjat képez6 hapténben a mutans fehérje megegyezik
az ép fehérjével (Lee és mtsai., 2004). A mutans p53-as fehérjék expresszidjanak mértéke
aranyban all a daganatok malignitdasanak mértékével és a rovidebb tulélési idével (Chu és
mtsai., 2004). Lee és mtsai. 2002-ben a p53 5-8 exonjat vizsgalva a malignus emlétumorok
40%-aban, a benignusak 30%-aban talaltak elvaltozast és tdbb aminosavcserével jaro (un.
missense) mutaciét is azonositottak. Ochiai és mtsai. (2018) a CTM-m2 kutya emlédaganat-
sejtvonal vizsgalatakor az emberek esetében mar leirt Leu344 mutaciénak megfeleld,
csOkkent tetramerizaciot, ezaltal funkcidcsokkenést kivaltd mutaciot talaltak (Leu332), amely
fokozott proliferaciohoz vezetett. Hasonléan a human onkolégiaban megfigyeltekhez, a p53

emelkedett expresszidja kutyak emlédaganatai esetén is negativ prognosztikai faktor: Dolka
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és mtsai. (2016) megallapitottak, hogy a pozitiv p53-statusz magasabb mitotikus indexszel,
alacsonyabb differenciaciés fokkal, infiltrativabb névekedési hajlammal és gyakoribb
tumornekrozissal jart egyltt. Tovabba azt is tapasztaltak, hogy a nagytesti kutyakbdl, valamint
a Grade lll tumorokbdl szarmazé mintakban szignifikansan magasabb volt a p53-expresszio.
A magasabb p53-expresszié csokkent tuléléssel jart egyltt, de ez a kilénbség nem bizonyult
szignifikansnak. A p53 immunhisztokémiai prediktiv értékének hianyat kutyak emlédaganatai
esetében a mi vizsgalataink utan mas tanulmanyok is megallapitottak (Munday és mtsai,
2019).
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1.4. Ciklooxigenazok

A ciklooxigenazok (COX, Prostaglandin Endoperoxid synthase) a prosztaglandinok
biokémiai szintézisének kulcsenzimei. A prosztaglandinok rdvid lancu, lipid eredeti
metabolitok, amelyek szamos fiziologias folyamatban részt vesznek. Fontos szereplk van
egyebek mellett a gyomor nyalkahartyajanak védelmében, az ovulaciéban, a veseperfuzio
fenntartasaban és a vérlemezke-funkcidoban. Azonban szamos prosztaglandin vezetd szerepet
tolt be daganatos megbetegedések kialakulasaban (Doré és mtsai, 2003; Queiroga és mtsai,
2010; Doré, 2011). A ciklooxigenazok glikozilalt, homodimer, membranhoz kotott, hem-
tartalma enzimek. Két izoenzimik ismert, a COX-1 és COX-2. Bar aminosavszekvenciajuk
60-65%-ban homoldg, a génjeik kilonb6zd kromoszémakon talalhaték, emiatt az enzimek
cellularis, genetikai, élettani, patolégiai és gyoégyszertani profilia eltéré: mig a COX-1
homeosztatikus cellularis funkcidkat lat el, addig a COX-2 kéros folyamatokban vesz részt,

ugymint gyulladas, hyperalgesia, tumorgenezis (Otto és Smith, 1995; Seibert és mtsai, 1994).

1.4.1. A COX-2 szerepe a tumorgenezisben

A COX-2 egyes sejtekben fizioldgias kérilmények kozott is jelen van, szabalyozva az
arachidonsav metabolikus transzformacidjat prosztaglandinokka megfeleld stimulus hatasara
(Otto és Smith, 1995). PGE2-n keresztl serkenti a sejtproliferaciot, a bcl-2 fehérjén keresztil
gatolja a sejtek apoptdzisat, fokozza az angiogenezist a vascular endothelial growth factors
(VEGF)-szintézisen, valamint a bazikus fibroblast névekedési faktor (bFGF) termelésén
keresztul (pl.: hypoxia esetén). A COX-2-szint emelkedése amellett, hogy fokozza a VEGF-,
bFGF-termelést, megemeli az egyéb proangiogenikus faktorok szintjét is. Ilyenek a
thrombocyta-eredetli noévekedési faktor, illetve a matrix-metalloproteinaz-2 és matrix-
metalloproteinaz-9 is, melyek elengedhetetlenek a tumor invaziéjahoz. Emellett a COX-2
elnyomja az immunvalaszt, immunszupresszioét okoz, ugyanis a PGE2 gatolhatja a B- és T-
lymphocytak, valamint a NK-sejtek mikodését. Ennek oka a vegytulet kettés szerepe: egyfelél
el6seqiti a heveny helyi gyulladas kialakulasat, valamint a fagocitasejt-medialt immunitas
kialakulasat, ugyanakkor specialis gatlé funkcidja is van a cellularis immunvalasz potencialisan
karos hatasainak megakadalyozasara, féként annak késébbi szakaszaban (Doré és mtsai.,
2003, 2011).

Normal szévetben a COX-2-t tébbnyire alig lehet kimutatni, de hormonalis, gyulladasos
vagy daganatos stimulusokra indukalédhat. llyen mediatorok a VEGF, a bFGF, valamint egyes
onkogének és specifikus intracellularis allapotok, mint példaul a hypoxia (Fosslien, 2000;
Tamura és mtsai, 2001). A gyulladasos mediatorok hatasara a COX-2 enzim szintetizalodik,

ami altal kimutathatéva valik, aktivitasa lényegesen megnd. A stimulus megsziinése utan
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azonban az expresszidé mértéke az alapvonal ala csdkken. Ezzel ellentétben, a tumorokban —
féleg a malignus daganatok esetében — a COX-2 aktivitasa folyamatosan magas szinten
detektalhatd. Ez a bioldgiai jel pedig kedvezdtlen klinikai végeredmeényt feltételez (Chan és
mtsai, 2005; Chang és mtsai, 2004; Khuder és Mutgi, 2001; Salinas és mtsai., 2010).

Arachidonsav

COx-1 7 S0

COx-2 -  COXIB

PGiG2/PGH;

PGE2 Szintdz (PGES)

N

T Sejt praliferacia T Angiogenezeis T Sejtinvazio T Immunszupresszio

\

2. abra: A prosztaglandin-E2 (PGE2) szintézis lefolyasa, valamint szerepe a
daganatos folyamatokban.

A ciklooxigenaz-1 és ciklooxigenaz-2 enzimek szabalyozzak az arachidonsav PGG2-vé és
PGH2-vé alakulasat, majd a Prosztaglandin E szintaz (PGES) a PGH2-t PGE2-vé alakitja. A
PGE2 a sejtproliferacio, a tumor angiogenezise, sejtinvazié, metasztazis, valamint az
immunmodulacié segitése révén hozzajarul az onkogenezishez. A nemszteroid
gyulladascsdkkenté gyogyszerek (NSAIDs) gatoljak a COX-1 és COX-2 enzimek aktivitasat,
mikdzben a specifikus inhibitorok (COXIBs) kifejezetten a COX-2-t blokkoljak.

A COX-2 enzim legmagasabb intracellularis aktivitdsa az endoplazmatikus
reticulumban mérhetd, mivel a gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatszo
prosztaglandinok (PGG2, PGH2) itt képzédnek. Ezt kdvetéen a cytoplazmaban a PGH2-bél
PGE2, PGD2, PGF2a, prosztaciklin (PGI2) és tromboxan A2 (TXA2) keletkezik (Morita és
mtsai., 1995). A daganatos sejtek citoplazmajaban az endoplazmatikus retikulumon kivil a
COX-2 jelen van a mitokondriumokban és a lipidtestekben is. A mitokondriumban detektalhato
COX-2-aktivitas az oxidativ stressz okozta apoptdzis szabalyozasaban is részt vesz. A

lipidtestekben l1évé COX-2 pedig a tumor ndvekedésének kritikus pontjait befolyasolja (Liou és
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mtsai., 2005; Accioly és mtsai., 2008). A citoplazman kivil magas COX-2-expressziét
allapitottak meg a sejtmagban is, ahol a mitogenezis folyik (Morita és mtsai., 1995).
Osszességében elmondhatd, hogy a COX-2 fontos szerepet jatszik a tumorgenezisben
és a daganatok novekedésében, valamint a malignitas fokanak ndvekedésével a COX-2-
expresszio is emelkedik (2. abra). Szamos daganat (pl. human colorectalis tumorok,
meéhnyakrak, kutyak emlédaganatai) esetén szignifikans kapcsolat van a magas COX-2-
expresszio, valamint a tavoli metasztazisok kialakulasa ko6zott. Ez rdvidebb tulélést
eredményez, a COX-2 magas szintje tehat bizonyos daganattipusok esetén negativ
prognosztikai faktor, amelynek gatlasa klinikai elényokkel jarhat (Tsujii €s mtsai, 1997; Stack
és DuBois, 2001; Giles és mtsai, 2002; Kim és mtsai., 2002; Thun és mtsai., 2002; Heller és
mtsai., 2005; Costa és mtsai, 2012). Kutyak daganatainak vizsgalata soran is azonositottak a
COX-2 magas szintli expresszidjat, példaul intestinalis carcinomaban (McEntee és mtsai.
2002), atmeneti sejtes holyagcarcinomaban (TCC) (Mohammed és mtsai., 1999; Khan és
mtsai., 2001), laphamrakban (SCC) (Pestili és mtsai., 2001), vese carcinomaban (Khan és
mtsai. 2001), valamint eml6carcinomaban (Doré és mtsai., 2003). Ezek az eredmények
alatamasztjak a specifikus COX-2-gatlé nemszteroidok alkalmazasat daganatos betegségek

kombinalt terapiajaban kutyak esetében is (Knapp és mtsai., 1994; Schmidt és mtsai., 2001).

1.4.2. COX-2-expresszio emlé6daganatok esetén

A huméan emlédaganatok 40-50%-a magas COX-2-expressziét mutat, de ennek
kapcsolata a prognézissal ellentmondasos. Schreinemachers és Everson 1994-ben leirta a
colorectalis daganatok, a tidérak, valamint az emlérak el6fordulasi valészinlisége és az
aspirin hasznalata kozotti forditott dsszefliggést. Denkert és mtsai. (2003) megerdsitették,
hogy az emelkedett COX-2-expresszido emberek esetén negativ prognosztikai faktor, amely
korrelal a recidivamentes tulélési iddvel, valamint a tavoli metasztazisok kialakulasanak
esélyével. Az ujabb vizsgalatok azonban a COX-2 expresszid prognosztikai jelentéségét
cafoljak. Nassar és mtsai. (2007) leirtak ugyan az emelkedett COX-2-expresszio korrelaciojat
a tumormérettel és a szdvettani Grade-del, de a prognosztikai értékét nem sikerdlt
megerésitenitik. Simonsson és mtsai. 2016-ban nagylétszamu kohorsz vizsgalata soran pedig
cafolta az emelkedett COX-2-expresszid negativ prognosztikai értékét, sét bizonyos
betegcsoportokban a magas COX-2-expresszié kedvezdbb tulélési adatokkal tarsult. Egyuttal
leirtak azt is, hogy a COX-expresszid prognosztikai értékét befolyasolja a beteg korabbi
NSAID-hasznalata.

A human medicinaban tapasztaltaknak megfeleléen kutyak egészséges emlészdvete
nem, vagy csak minimalis mértékben mutat COX-2-expressziét. Ezzel szemben az

emlédaganatok tobbségénél emelkedett COX-2-expresszié detektalhatd, amely negativ
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prognosztikai faktorként 0sszefliggést mutat a malignitas fokaval, a recidivara valé hajlammal,
valamint a metasztatikus potenciallal (Doré, 2011; Lavalle és mtsai., 2009; Anadol és mtsai.,
2017). Szamos tanulmany igazolta a COX-2 emelkedett expresszidjat kutyak rosszindulatu
eml8daganatai esetén, az agresszivebb besorolasu, anaplasztikus formak esetén pedig
kifejezetten magas értékeket tapasztaltak (Dias Pereira és mtsai., 2009; Anadol és mtsai.,
2017). A COX-2 metasztazisképzésben betoltdtt szerepét igazolja az is, hogy az attétek
tobbségében szintén emelkedett COX-2-expressziot talaltak, aminek intenzitasa vagy
megegyezett a primer tumoréval, vagy meghaladta azt (Dias Pereira és mtsai., 2009). Ezt
erésitette meg Araujo és mtsai. (2016) vizsgalata is, ahol a magas COX-2-expressziot mutatod
eml6daganatok nyirokcsomd metasztazisaiban szintén magas COX-2-expressziot
tapasztaltak, figgetlendl attél, hogy a primer tumor COX-2-expressziojanak prediktiv értékét
kutyak esetében ez a tanulmany nem erésitette meg.

A COX-2-gatlok terapias hasznalatardl kutyak emlédaganatainak esetében egyre tébb
publikacio all rendelkezésre. Az inflammatory carcinoma bar ritka (a kutyak emlédaganatainak
minddssze 1,4%-a), rendkivil rossz prognézisa miatt nagy klinikai jelentéséggel bird korkeép.
Kutyak esetében ez szamit a legrosszabb progndzisu emlédaganatnak: kitjulasban a hazard
ratio: 12,22, a tumormentes idészak 1,6—28,5 nap, a tulélés 4,6—-28,7 nap (Nguyen és mtsai.,
2018). Egy 12 esetszamos inflammatory carcinomas vizsgalat a piroxicam monoterapiara
adott valaszt hasonlitotta O0ssze doxorubicin+ciklofoszfamid kombinaciés kemoterapias
protokollal. Palliativ terapiaval altalaban 25 napos median tulélés érhet6 el szemben az egyéb
emlédaganatoknal leirt 14,2 honappal. A vizsgalatba bevont 7 allat mindegyikébdl szarmazé
daganat minta kifejezett COX-2-expressziot mutatott, illetve valamennyi allat pozitiv klinikai
valaszt adott a piroxikam monoterapiara. A progressziémentes tulélés 183, mig a teljes tulélés
185 nap volt. Retrospektiv ciklofoszfamid+doxorubicin terapiara nem kdvetkezett be javulas,
mindharom vizsgalt allat 1 hénapon belll elpusztult, a median tulélés 7 napnak bizonyult (de
M. Souza és mtsai., 2009).

2016-ban Arenas és mtsai. firocoxib monoterapia hatékonysagat hasonlitottak 6ssze
mitoxantron kemoterapiaval kutyak kifejezetten malignus (Grade Il és/vagy Stadium 1V)
eml6daganatai esetén a tumor sebészi eltavolitasat kovetéen. A daganatok mindegyike
mutatott COX-2-expressziot. A firocoxib terapiaban részesullt betegek tulélése és
recidivamentes periédusa szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporténal, mig a
mitoxantron kezelésben részesiilt csoport esetében nem talaltak szignifikans kiuldnbséget.

Hurst és mtsai. 2019-ben megallapitottdk, hogy mavacoxib hasznalata
kutyaemlédaganat-sejtvonalon a sejtek COX-2-expresszidjanak mértékétél fliggetlendl in vitro
koralmények kozott apoptdzist indukal.

Ezek a vizsgalatok megerésitették a COX-2-gatld terapia létjogosultsagat kutyak high-

grade eml6daganatainak adjuvans kezelésében.
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1.5. Tirozin-kinazok

A tirozin-kinazok a sejtnovekedés és -differencialodas szabdlyozasaban dontd
szerepet jatszo, specifikus jelatvivd molekuldk. Receptoraik a sejtfelszinen talalhatok,
foszforilacidos kaszkadok inditasaval juttatnak el szignalokat a sejtmagig. Jelent6s szerepet
jatszanak a daganat altal el6idézett neovascularisatioban, azaz a daganat sajat érhal6zatanak
kialakitasaban.

Azokat a sejtfelszinen talalhaté tirozin-kindzokat, amelyek ndévekedési faktorokat
kdtnek, receptor tirozin-kinazoknak (RTK) nevezzik. Valamennyi receptor tirozin-kinaz
rendelkezik egy extracellularis doménnel, ahova a névekedési faktor kétédik, valamint egy
transzmembran, illetve egy citoplazmaban Iévé kinaz doménnal. Utobbi szabalyozza az
autofoszforilaciét. A legtdbb RTK monomer formaban talalhaté a sejtfelszinen, ezek a
novekedési faktorok koétédésének hatasara dimerizalédnak, ami a receptor szerkezetének
térbeli valtozasat eredményezi, ez aztan lehetévé teszi az ATP kotddését és az
autofoszforilacié, majd a jelatviteli kaszkad elindulasat (Lemmon és Schlessinger, 2010;
London, 2013).

A kaszkadot altalaban kilsé jel inditja el, pl. névekedési faktorok. Ezek olyan kis
molekulasulyu szolubilis mediatorok, amik a sejtproliferaciét, -tulélést, -metabolizmust és a
szoveti differenciaciot szabalyozzak. A legfontosabb névekedési faktorok a PDGF (platelet-
derived growth factor, azaz thrombocyta eredeti névekedési faktor), EGF (epithelial growth
factor, vagyis hameredetli névekedési faktor), NGF (neuronal growth factor, azaz neuronalis
novekedési faktor), FGF (fibroblast growth factor, vagyis fibroblaszt névekedési faktor), TGF
(transforming growth factor, azaz transzformalé névekedési faktor), IGF (insulin-like growth
factor, vagyis inzulin-szerli névekedési faktor) (London, 2013).

A kinazok megvaltozott funkciojat szamos folyamat okozhatja, ilyenek a mutaciok, a
fokozott expressziok, a fuzids proteinek, illetve az autokrin hurkok (amikor a sejt ugyanazt a
mediatort valasztja ki, amelyhez receptora is van, igy 6nerésité folyamatot gerjeszthet). A
mutaciok (pl. pontmutacio, torlédés, bels6é tandem duplikacid) a protein-kinazok foszforilacidjat
okozzak a kivaltd jel hianyaban is. Ezek a folyamatok egyebek mellett fokozott
sejtndvekedéshez és tuléléshez vezetnek (London, 2013).

Az egyik legalaposabban tanulmanyozott fuzidés protein a human krénikus myeloid
leukaemias betegek 90%-aban megtalalhat6 BCR-ABL (Breakpoint cluster region protein-
Abelson murine leukemia viral oncogene homolog). A rendellenes fuzié kivalté oka egy
kromoszémaseérilés. A 22-es kromoszoma megrévidil, ezaltal az uan. Philadelphia-
kromoszdma jon létre, amely a sejt malignus transzformaciéjahoz vezet (Goldman és Melo,
2003).
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1.5.1. Tirozin-kinazok szabalyozasi zavara a daganatos sejtekben

Szamos human daganatban ismert jelenség a receptor tirozin-kinazok (RTK)
szabalyozasi zavara (diszregulacidja) okozta abnormalis jelatviteli utak aktivalodasa (3.
tablazat). A daganatos korképekben szerepet jatszé legfontosabb tirozin-kinaz receptorok a
KIT (CD117, mast/stem cell growth factor receptor, SCGFR, vagyis 6ssejt novekedési faktor
receptor), a MET (hepatocyte growth factor receptor, HGFR, azaz hepatocita ndvekedési
faktor receptor), HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2, vagyis human epidermalis
ndvekedési faktor receptor), az EGFR (epidermal growth factor receptor, azaz hameredeti
novekedési faktor receptor), PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor, vagyis
thrombocyta eredetli névekedési faktor receptor) és az ALK (anaplastic lymphoma kinase,
azaz anaplasztikus lymphoma kinaz). Ezek aktivalédhatnak mutacié altal, fokozott
expresszioval vagy kromoszomalis transzlokaciéval (London, 2013).

Az RTK-jelatvitel dontbé szerepet jatszik a kilénb6zd sejtfunkcidkban és igen fontos
szerepet t6lt be az angiogenezis szabalyozasaban. Ez a folyamat elsddleges jelentéségi a
daganatsejtek folyamatos ndvekedésében. A receptor tirozin-kinazok a kévetkez6 ndvekedési
faktorokon keresztil idéznek el6 angiogenezist: VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor, vagyis vaszkularis endotelialis néveekdési faktor receptor), PDGFR, FGFR, Tie-1
(tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1, azaz immunglobulin és
EGF-szer(l doménokat tartalmazo tirozin kinaz 1), Tie-2 (angiopoietin-1 receptor).

A VEGFR az érbelhartya sejtieinek membranjaban expresszalddik. Aktivalédasa
endothel-burjanzast, illetve -vandorlast/migraciot eredményez. A PDGFR az erek stromajaban
eés a pericytdkban expresszalodik. Kritikus jelentéségl az ujonnan képz6dott vererek
stabilizalasaban. Ezen tul a VEGF transzkripciéjanak és szekréciojanak fokozasaval segiti az
angiogenezist. Az FGFR az erek endothel falaban expresszalddik és a VEGFR-rel egydtt
elésegiti a VEGF megndvekedett expressziojat. Tie-1 és Tie-2 angioprotein receptorok a
daganatok véredényeiben képz6dnek, fontos szereplk van a pericytak, illetve simaizom sejtek
migraciojaban, ezaltal az () vérerek képz6désében a tumor sajat érhaldézatanak
|étrehozasakor (Yamada és mtsai., 2011; Cherington és mtsai., 2008).

A receptor tirozin-kinazok fokozott expresszidja altalaban azt eredményezi, hogy a
daganatos sejt a normal mennyiségben jelen 1évé névekedési faktorokra is erételjesebb
valaszt ad. Eléfordulhat a RTK-k spontan dimerizacioja is, igy azok a ligand tavollétében
spontan aktivalédhatnak. Emberek emlémirigy-, illetve petefészekcarcinomajaban ismert tény
a HER-2 receptor tirozin-kinaz (human epidermal growth factor receptor-2, human epidermalis
novekedési faktor receptor 2, ErbB2 néven is ismert, az EGDR csalad tagja) fokozott

expressziodja, ami gyakran jéval agresszivabb fenotipussal korrelal (London, 2013).
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3. tablazat: Abnormalis mikodési receptor tirozin-kinazok a human daganatokban

(Lemmon és Schlessinger, 2010)

Tirozin-kinaz

Daganattipus

EGFR-csalad

emlémirigy-, petefészek-, gyomor- vastagbéldaganatok, glioblastoma

Inzulin-receptor
csalad

sarcomak, méhnyakrak, vesedaganatok

PDGFR-csalad

glioblastoma, petefészekdaganat, GIST, kronikus myeloid leukaemia

KIT

akut myeloid leukaemia, GIST, seminoma, melanoma, mastocytoma

FIt3

akut myeloid leukaemia

VEGFR-csalad

angiogenezis barmely tumorban, Kaposi-sarcoma, haemangiosarcoma,
melanoma

PDGFR-csalad

akut myeloid leukaemia, lymphoma, myeloma multiplex, eml6- és
prosztatadaganatok, atmeneti sejtes carcinoma

NGFR-csalad pajzsmirigydaganatok, neuroblastoma, fibrosarcoma, akut myeloid
leukaemia

Met/Ron pajzsmirigydaganatok, osteosarcoma, rhabdomyosarcoma, maj-, vese-,
vastagbéldaganatok, melanoma

EPHR-csalad melanoma, gyomor-, vastagbél-, emlé-, nyel6csédaganatok

AXL akut myeloid leukaemia

Tie-csalad angiogenezis barmely tumorban, gyomorrak, neuroblastoma

RET-csalad pajzsmirigydaganatok, multiplex endokrin neoplasia

ALK non-Hodgkin’s lymphoma, tlidérak

Az un. autokrin hurkok esetében a daganatos sejt egyszerre expresszalja a receptor

tirozin-kinazt és a ligandjaul szolgalé ndvekedési faktort. Kutyak haemangiosarcomajaban

leirtak ilyen folyamatot. A tumorsejtek egyszerre expresszaljak a c-kit fehériét és a

haematopoieticus progenitor SCF-et (stem cell factor, éssejt faktor vagy KiT-ligand). Ez a

folyamat nagymértékben hozzajarul a haemangiosarcomakban zajlo6 extrém mértéki
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daganatos endothelioblast burjanzashoz (Fosmire és mtsai., 2014). Szintén autokrin hurkot
feltételeznek kutyak osteosarcomaja esetében is, itt a MET és ligandja, a HGF (hepatocyte
growth factor, vagyis hepatocita ndvekedési faktor) expresszalédik egyszerre (MacEwen és
mtsai., 2003).

A KIT-mutacié, amely fokozott proliferaciot és/vagy csdkkent apoptotikus hajlamot
okoz, a Grade I, valamint Grade Ill mastocytomak jelentds részében megtalalhaté kutyaknal.
A KIT gén az SCF-receptor (stem cell factor, 8ssejt faktor) c-kit fehérjét kddolja (mas néven
CD117 vagy SCFR). A mutacio soran egy un. internal tandem duplikacio kovetkezik be a c-kit
tirozin-kinaz juxtamembran doménjan és ez a ligand tavollétében is autofoszforilaciot okoz
(Downing és mtsai., 2002). Mastocytomak esetén a mutacié megléte fokozza a helyi recidiva
és a tavoli attétek kialakulasanak esélyét. A human gasztrointesztinalis sztroma tumorok
(GIST) kb. 50%-aban szintén megtalalhaté ez a mutacio és leirtak kutyak GIST tumoraiban is
(Frost és mtsai., 2003).

A MET-gén az epithelialis eredetl sejtek fellletén talalhaté onkogén c-met (HGFR)
receptor tirozin-kinaz termelésért felelés, amelynek eddig ismert egyetlen ligandja a HGF
(hepatocyte growth factor, azaz hepatocita ndvekedési faktor). A HGF az invaziv, vagyis
szorodassal kisért sejtproliferacié legismertebb fizioldgias indukald faktora, emiatt kiiléndsen
fontos szerepet t6lt be daganatok metasztazisa soran. Mindezek mellett a c-met fontos
feladatot t6lt be az embrionalis fejl6dés és a sebgydgyulas soran. Aktivalédasa ezen kivl
gatolja az apoptozist és indukalja mas receptor tirozin-kinazok proliferaciojat. Fiziologias
koralmények kozott Gssejtek és progenitor sejtek expresszaljak, de leirtak szamos human
daganat esetében is, pl. melanoma, nem kis sejtes tlidérak, osteosarcoma (itt autokrin hurkot
is igazoltak), vastagbélrak, petefészekdaganatok. Fokozott jelenléte rosszabb progndzissal jar
egyutt, mivel jelentds szerepet t6lt be a daganatok proliferacidjaban, névekedésében,
angiogenezisében, illetve a metasztazisok képzddésében (Stellrecht és Ghandi, 2009).
Melanomak esetében a c-met fokozott expresszidja korrelal a tumor ndvekedésével és
metatasztatikus potencialjaval, ezaltal igéretes terapias célpont (Kenessey és mtsai., 2010).
Fontos megjegyezni azt is, hogy a HGF/c-met szoros kapcsolatban all az EGFR jelatviteli uttal.
A HGF kotédése jelatvitelt indukalhat az EGFR-en keresztll, illetve olyan daganatsejtekben,
ahol tartésan jelen van az EGFR ligand. A MET foszforilacidja HGF tavollétében is
bekdvetkezhet (Stellrecht és Ghandi, 2009).

1.5.2.Tirozin-kinazok szabalyozasi zavara kutyak emlédaganatai esetén

Human emlécarcinomak esetén régota ismert tény a HER-2 (ErbB-2) fokozott
expresszioja az esetek 20-30%-aban. A tumorgenezisben is szerepet jatszé fehérje fokozott

jelenléte emberekben révidebb recidivamentes és teljes tuléléssel, illetve altalanossagban
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rosszabb progndzissal jart egyutt (Slamon és mitsai.,, 1989), amig tirozin-kinaz gatlé
kezeléseket nem alkalmaztak. A HER-2 célzott gatlasa ma a rutin terapia részét képezi, igy a
tulzott expresszid megfelelé gydgyszerezés esetén mar nem jar szikségszerlien rosszabb
prognoézissal. A fehérje fokozott expresszidja kutyak emlémirigy-daganataiban is ismert, de a
human onkolégidban tapasztaltakkal ellentétben ugy tlinik, hogy a mennyisége pozitivan
korrelal a tuléléssel. Nagy mintaszamon (91 malignus és 6 benignus emlédaganat, tovabba 2
egészseéges emld) végzett immunhisztokémiai vizsgalatok a malignus daganatok 29,7%-aban
igazoltdk a HER-2 fokozott expresszidjat. A kizarélag sebészi uton kezelt, fokozott HER-2
expressziot mutatod kutyak egyeves és kétéves tulélési aranya, valamint a teljes tulélési ideje
is jobb volt a HER-2 negativ csoporténal, bar a kildnbség egyik esetben sem volt szignifikans.
Ugyanebben a vizsgalatban real time PCR mddszerrel a HER-2 nukleotid-polimorfizmusat is
leirtak (Hsu és mtsai., 2009).

A szintén receptor tirozin-kinaz HER-3 fokozott expresszidja human
eml8daganatokban ismert jelenség, de a prognosztikai szerepérél ellentmondasosak az
eredmeények. Expressziojat kutyak benignus és malignus emlédaganatai esetében egyarant
leirtak. A membranban, illetve citoplazmaban talalhat6 HER-3 kutyaban nem mutatott
Osszefliggést a prognodzissal, ellentétben a nuklealis expresszidval, amit csak malignus
daganatok esetében detektaltak és negativ prognosztikai markernek bizonyult. Pozitivan
korrelalt a nyirokér-invazivitassal, illetve a rosszabb szOvettani besorolassal, valamint
szignifikans dsszefliggést mutatott a tumor progesszidjaval és metasztatikus hajlamaval (Kim
és mtsai., 2010).

VEGF és VEGFR-1/-2 (FIt-1/KDR) fokozott expresszidjat tébb tanulmany leirta kutyak
emlédaganataiban is, sét egy autokrin hurok jelenlétét is valészinlsitik, de a progndzissal,
tuléléssel, malignitassal, illetve a tumor mikroér-denzitdsaval kapcsolatos dsszefliggéseket
tekintve ellentmondasos eredmények szulettek (Millanta, és mtsai., 2006; Al-Dissi és mtsai.,
2010; Restucci és mtsai., 2004). N6k eml6rakja esetén a VEGF célzott gatlasa (bevacizumab)
a kombinalt terapia része és a VEGF, valamint a VEGFR-2 polimorfizmusat is leirtak
(Schneider és mtsai., 2008).

EGFR szerepe n6k emlérakja esetén részleteiben ismert és kutyak esetében is
hasonl6é eredmények szllettek. N6k esetében a tripla negativ emlérakok kb. felében, valamint
a gyulladasos eml6karcinomakban is emelkedett expressziét irtak le (Masuda és mtsai., 2012).
Az EGFR célzott gatlasa jelenleg az emlérak kombinalt terapiajanak része. Queiroga és mtsai.
(2017) ELISA vizsgalat segitségével hasonlitottak 6ssze 45 emlédaganatos és 8 egészséges
kutya eml6ib8l szarmazé mintak EGFR-szintjét. A daganatos emlékben az egészségeseknél
szignifikdnsan magasabb EGFR-szintet detektaltak, valamint szignifikans 0Osszefliggést
talaltak a magasabb EGFR-szint és a recidivara, illetve az attétképzésre vald hajlam kozott. A

magasabb EGFR-szint ennek megfeleléen rovidebb recidivamentes és teljes tuléléssel jart
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egyutt. Az inflammatory carcinomakban ezenkivil szignifikansan magasabb EGFR-szintet
meértek, mint a tobbi szdvettani tipusban. Hasonldé eredményekre jutottak Carvalho és mtsai.
(2013) is 61, kutyabdl szarmazé malignus emlédaganatos minta EGFR-expresszidjanak
immunhisztokémiai vizsgalataval. Az emelkedett expressziods szint szignifikdnsan nagyobb
daganatmérettel, gyakoribb tumornekrézissal, magasabb mitotikus aktivitadssal, magasabb
szOveti Grade-del, elérehaladottabb stadiummal és nagyobb mikoérsiirliséggel jart egyutt.
Ezek a Vvizsgalatok megerésitették az EGFR-szint prognosztikai jelentéségét és
angiogenezisben jatszott szerepét, valamint azt is, hogy kutydk eml&daganatai esetén

potencialis terapias célpont lehet.
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1.6. Célkitizesek

A lymphoma és az emlédaganatok a kutyak leggyakoribb daganattipusai kézé
tartoznak. Az emlédaganatok incidenciaja 250/100,000 kutya (Vascellari és mtsai., 2016), a
lymphomaé pedig 21,4/100,000 kutya (Merlo és mtsai., 2008).

Vizsgalati célok a lymphoma esetén. A terapia- vagy multidrog rezisztencia kiléndsen
nagy jelentéségl klinikai faktor, f6ként a nyirokszervi daganatokban, amelyek kezelése
citosztatikus gyogyszerekkel torténik, mivel dontéen ez felelés a kemoterapias kezelés
kudarcaért. A multidrog rezisztencia (MDR) egyik f6 kivalté faktora egy ATP-fuggé
pumpafehérie, a P-glycoprotein (Pgp). Ez a fehérje képes szamos kulcsfontossagu
citosztatikumot kipumpalni a daganatsejtbdl. Vizsgalatunk egyik f6 célja volt, hogy
megerdsitsik a Pgp-immunhisztokémia prognosztikai értékét kutyak lymphomaja esetén.
Cékitlizéseink kozott szerepelt ezzel dsszefliggésben az is, hogy validaljuk az altalunk
hasznalt festési modszert a lymphomak esetében egy Pgp cut-off érték meghatarozasaval.
Mivel a szakirodalmi adatokban eltéré6 Pgp-expresszidos szazalékok szerepelnek, a
prognosztikai érték er8sitése céljabdl javasolt a kilénbdzé modszerek validalasa. Hosszutavu
célunk ezzel az volt, hogy a kezelés megkezdése elbtt informaciokat szerezzlink a varhato
terapiarezisztenciarol, ezzel segitve az egyedre szabott gydgyaszat megvaldsitasat.
Vizsgalatunk masik célja a kilonbdzé klinikai jellemz8k értékelése volt, kiildnds tekintettel a
recidiva, illetve gyégyszermellékhatasok okozta halalozasra, valamint az ezekkel kapcsolatos
prognosztikai faktorok azonositasa, tovabba az MDR-rel val6 kapcsolatuk vizsgalata.

Bar az eml6édaganatok terapiaja els6sorban sebészi, féleg a high-grade, elérehaladott
formak esetén indokolt lenne az adjuvans kezelés is, azonban ez jelenleg nem megoldott,
mivel ezek a daganatok nem reagalnak megfeleléen a hagyomanyos citosztatikus kezelésre.
Célkitlzéseink kozott szerepelt a terapiarezisztencia okainak vizsgalata mellett szamos
human onkoldgiabdl ismert faktor prognosztikai értékének meghatarozasa, valamint
lehetséges Uj terapias célpontok azonositasa is.

Vizsgalati célok az eml6daganatok esetén. A ndk terapiarezisztens emldrakjanak
emelkedett Pgp-expresszidja ismert tény, kutyak esetében eddig azonban csak limitalt szamu
vizsgalat allt rendelkezésre, ezek a daganatos eml&szovet emelkedett Pgp-expresszidjat
mutattak. Célkitlizéseink kozott szerepelt az emlédaganatok Pgp-expresszidjanak
vizsgalataval az MDR kialakulasaban betéltott szerepének megerdsitése kutyak esetében is,
valamint a prognosztikai értékének a vizsgalata. Ugyanezeknek a mintaknak a p53-
expressziojat is vizsgaltuk. Ez egy olyan tumorszupresszor fehérje, amelynek mutacidja mind
az emberek, mind a kutyak rosszindulati emlédaganatanal leirt, de kutyak emlédaganatai

esetén eddig kevés informacié allt rendelkezésre réla. Célul tlztik a p53 prognosztikai
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értéekének megerdsitését, valamint dsszefliggéseket kerestink a Pgp- és p53-expressziod
kdzott.

A human emlédaganatok 40-50%-a magas ciklooxigenaz-2 (COX-2) expressziot
mutat. F6 célunk a COX-2-expresszid vizsgalata kutyak emlédaganataiban, prognosztikai
értékének megerdsitése, illetve a kiilénbdz6 COX-gatlok alkalmazasabdl szarmazd klinikai
elény igazolasa és dsszehasonlitasa volt.

Céljaink kdzott szerepelt a tumorgenezisben szerepet jatszo tirozin-kinazok vizsgalata
kutyak eml6daganatai esetén és ezaltal uj, jovébeli terapias célpontok azonositasa. Human
eml8daganatok esetében régota ismert tény bizonyos receptor tirozin-kinazok diszregulacidja
és fokozott expresszidja. Ezek kozul legismertebb a tumorgenezisben is szereplé HER-2
(ErbB2), amely az emlérakok 20—30%-aban megtalalhato és negativ prognosztikai faktorként
révidebb tuléléssel jar. Ennek célzott gatlasa emberek esetén a rutin terapia része. Mi a
kovetkez® tirozin-kinazokat, valamint a VEGF-et detektaltuk realtime PCR eljaras
segitségével: VEGFR1, VEGFR2, EGFR, ErbB2 (HER-2), PDGFRa, KIT, illetve MET. Az
altalunk vizsgalt tirozin-kinazok tdbbsége a masitinib és a toceranib targetje, ezek kutyak

szamara térzskoényvezett, Eurépaban forgalomban Iévé kismolekulaju tirozinkinaz-gatlok.
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2. Anyag és modszer

2.1. A Pgp-expresszio vizsgalata kutyak
lymphomaja esetén

2.1.1. A vizsgalatokban szerepl6 allatok

Vizsgalatunkban 33 kutya szerepelt, 18 kan, 15 néstény, atlagéletkoruk 7,36 év volt. A
nyirokcsomé mintavétel a praescapularis nyirokcsomo eltavolitasaval tortént. Fajta: keverék
(n = 6), rottweiler (n = 4), német juhasz (n = 3), magyar vizsla (n = 3), cocker spaniel (n = 2),
bullmasztiff (n = 2), dan dog (n = 2), angol szetter, csau-csau, bullterrier, szamojéd, bajor hegyi
véreb, ir szetter, tacsko, sarplaninai juhaszkutya, berni pasztor, bordéi dog, shi-tzu.

A betegeket az elsé vizsgalatkor a kdvetkezé stadiumokba soroltuk: Il stadium (n = 1),
[l stadium (n = 4), IV stadium (n = 22) és V stadium (n = 6). A nyirokcsomémintak szdvettani
vizsgalata alapjan 26 (78,78%) kutyanak high-grade (3 B-lymphoblastos, 13 diffuz nagy B-
sejtes magas mitotikus indexszel, 8 periférias T-sejtes, 2 Burkitt-like) és 7 (21,21%) kutyanak
low-grade lymphomaja volt (5 diffuz nagy B-sejtes lymphoma alacsony mitotikus indexszel,

egy Mantle-sejtes és egy T-zone lymphoma).

2.1.2. Az alkalmazott kemoterapias protokollok leirasa

A betegek kezelése az un. modositott COPA protokollon alapult (Cotter és Glodstein,
1987). A dozisok a kovetkezdk voltak: Doxorubicin 30 mg/m? iv. az 1., 10. és 19. héten,
vincristin 0,75 mg/m? iv. a 2-9. héten, illetve a 11-18. héten, ciklofoszfamid 250 mg/m? iv. a
4., 7., 13. és 16. héten, prednizolon az 1. héten 2 mg/ttkg po, a 2. héten 1,5 mg/ttkg po, a 3.
héten 1 mg/ttkg po, a 4. héten 0,5 mg/ttkg po. Ezt a protokollt 19 héten keresztul hasznaltuk.
Amennyiben a beteg visszaesett, felajanlottuk a tulajdonosnak az un. Madison-Wisconsin
(MW)-protokollt (Rassnick és mtsai., 2007), ebben az esetben L-Asparaginase injekciéval
inditottunk 400 NE/ttkg dozisban sc. 18 kutya részesilt kizarolag COPA, 4 pedig kizarélag
MW-protokollban. 10 kutya részesilt mindkét protokollban (COPA elséként, MW visszaesés
utan). Eredetileg az volt a terviink, hogy a vizsgalatban szereplé valamennyi beteg MW
protokollt kap elsé protokollként, de a tulajdonosok nagy része kedvezdbb ara miatt a COPA-

t valasztotta.
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2.1.3. A mellékhatasok kiértékelése

A kezelés soran fellépé mellékhatasokat a Veterinary Cooperative Oncology Group
2011-es ajanlasa alapjan soroltuk be sulyossag szerint (Grade) és a szamszer(sitést is ez
alapjan végeztik. Ezenfellll egy un. kumulativ pontszamot is megadtunk abbdl a célbdl, hogy
a kezelések soran megjelené egyes mellékhatasok 6sszességének olyan szamszer( értéket
tudjunk adni, amibél azok sulyossagara is kévetkeztetni lehet. A kumulativ pontszamot az
egyes epizdodok szamabdl és sulyossagabdl kalkulaltuk. Minden egyes szamadatot egy
matematikai ,esemeénynek” tekintettunk és ezek atlagat szamoltuk ki a kdvetkez6 maodon:
kumulativ pontszam = az 0sszes epizdd szama + az elsé epizdéd Grade értéke + a masodik

epizod Grade értéke stb., elosztva az ,események” szamaval.

2.1.4. Szbvettani vizsgalatok, immunfenotipus-meghatarozas, grading

A metszetek rutin hematoxilin-eozin festését kdvetéen minden esetben elvégeztik az
immunfenotipus-meghatéarozast is. Az immunhisztokémiai festéshez B-sejt markerként
CD79A-t (egér anti-CD79A monoklonalis ellananyag, DAKO Ltd., High Wycombe, UK), T-sejt
markerként pedig CD3-at (nyul anti-CD3 monoklonalis ellananyag, DAKO Ltd., High
Wycombe, UK), hasznaltunk. A gradinget a kutyak lymphomajara adaptalt aktualis WHO-
ajanlas alapjan végeztik (Valli és mtsai., 2011). Valli és mtsai. (2013) leirasanak megfeleléen
a betegeket a kdvetkezd csoportokba soroltuk: low-grade B-sejtes, high-grade B-sejtes és T-
sejtes, low-grade T-sejtes. Emellett az egyes altipusok meghatarozasat is elvégeztik. A
csoportba sorolas alapja a szévettani Grade volt, ez a nagylatéterenkénti osztédasok szaman
alapult: low-grade 0-5 mitdzis/NNL, intermediate-grade 6—10 mitdzis/NNL, high-grade > 10
mitézis/NNL (Valli és mtsai., 2013). A grading-rendszer Carter és mtsai 1986-0s eredeti cikkén

alapult Valli és mtsai. (2013) ajanlasainak figyelembevételével.

2.1.5. A Pgp kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal

Vizsgalatainkhoz 4%-o0s neutralis formalin oldatban fixalt, majd paraffinba agyazott
metszeteket hasznaltunk. A metszetek elkészitése soran készen vasarolt xilanizalt
targylemezt alkalmaztunk. Az elkészult paraffinos metszeteket 12 éran at 56 °C-os
termosztatban taroltuk. A mintak feldolgozasa eddig a fazisig az Orszagos Allategészségligyi
Intézet Eml6skérbonctani Osztalyanak Szovettani Laboratériumaban (amely jelenleg Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésag Emlés-, Vad-

és Baromfibetegségek Laboratériuma) és a Szent Istvan Egyetem Allatorvostudomanyi Kar,
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Belgyégyaszati Tanszék, Koérélettani laboratériumaban tortént (jelenleg Allatorvostudomanyi
Egyetem, Korélettani és Onkoldgiai Tanszék laboratériuma). A festések soran egy alkalommal
sem tudtunk immunhisztokémiai festéautomatat hasznalni. A manualis médszerhez Ramos-
Vara 2005-6s Vet Pathol. cikkét vettik alapul. A deparaffinalt metszeteket kdrberajzoltuk
"Maszkolé" fedéfolyadék filctollal (4 mm, CSZ: 728002). Ez a kor segitett megtartani az
oldatokat a metszeten a reagensekkel végzett késébbi inkubacidk soran.

A Pgp immunhisztokémiai kimutatasat P. E. Ginn 1996-os Veterinary Pathology cimii
lapban megjelent cikke, valamint az Orszagos Onkolégiai Intézet munkatarsainak ajanlasa
alapjan végeztik. A mintak deparaffinalasat, valamint rehidralasat xilolban, majd leszallé
alkoholsorban térténé aztatassal végeztuk. A 2x20 perces xilolban (Reanal Kft.) aztatast 2x5
perc abszolut-alkoholban, majd 2x5 perc 96%-o0s alkoholban (Reanal Kft.) torténé aztatas
kovette. Ezutan a metszeteket desztillalt vizzel oblitettiik. Az endogén peroxidazokat (pl. a
vorosveérsejtekben talalhaté pszeudoperoxidazok) 3%-os hidrogén-peroxid oldattal blokkoltuk
10 percig ugy, hogy 30%-os hidrogén-peroxidot (Reanal Kft.) desztillalt vizzel higitottunk.
Ezutan a metszetek PBS-es (foszfat pufferes) oblitése kdvetkezett. A PBS-t a SZIE-AOTK
(jelenleg ATE) Belgydgyaszati Tanszék és Klinika laboratériumanak munkatarsai készitették
a kovetkezbk szerint: 10 liter desztillalt vizben 80 g natrium-kloridot (NaCl, Reanal 1000 g), 29
g dinatrium-hidrogénfoszfat-12-hidratot (Na,HPO,, Reanal 1000 g), 2 g kalium-kloridot (KCI,
Reanal 1000 g), valamint 2 g kalium-dihidrogénfoszfatot (KH.PO4, Reanal 1000 g) oldottak fel.
Ezt kdvetéen az oldat kémhatasat pH 8-ra allitottak be 1 mélos NaOH, illetve 1 mélos HCI
oldat hozzaadasaval. Az antigéneket 90°C-ra elémelegitett, lugos kémhatasu, PBS-sel 1:3
aranyban higitott Retrieve All 1. oldatban (Signet Laboratories) tartuk fel. A nem immuneredeti
kotédéseket PBS-sel 1:10 aranyban higitott 4%-0s normal l6szérumban valé inkubacioval
blokkoltuk (Vector Laboratories). Az antigéneket 90°C-ra elémelegitett, lUgos kémhatasu,
PBS-sel 1:3 aranyban higitott Retrieve All 1. oldatban (Signet Laboratories) 10 percig tartuk
fel. Erre a Iépésre azért volt sziikség, mert a formaldehid alapu szdveti rogzités soran a
fehérjék természetes konformacidjat tébbnyire irreverzibilisen megvaltoztatd keresztkotések
létesliinek. Ennek kdvetkeztében az antigén determinansok (epitdopok) az antitestek szamara
hozzaférhetetlenné valhatnak. Az antigén (epitép) feltaras célja, hogy az antigén
determinansokat felszabaditsuk, a szamunkra fontos epitdopokat hozzaférhetéve tegyik ugy,
hogy kdézben a szdveti finomszerkezet ne sériljon Iényegesen.

A feltaras utan desztillalt vizes Oblités, majd 5 perc PBS-ben torténd aztatas
kovetkezett. A nem immuneredeti kétédéseket PBS-sel 1:10 aranyban higitott 4%-os normal
I6szérumban valé 20 perces inkubaciéval blokkoltuk. Erre a célra a kitben talalhaté l6szérumot
hasznaltuk (Vector Laboratories). Nemspecifikus kapcsolatok forrasa lehet a pozitiv téltési
szOveti molekulak (pl. kollagén, magfehérjék, elasztin) és a reagens negativ csoportjai kdzott

kialakuld elektromos vonzéeré (a legtébb IgG izoelektromos pontja enyhén savas kdzegben
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van, igy neutralis vagy lugos pH-n enyhén negativak). Hasonlé problémat okozhat még a
szOveti aldehidcsoportok és az immunglobulinok kdzétt, illetve a szdvet és az immunglobulinok
hidroféb csoportjai k6zétt kialakuld ,nem kivant” kapcsolat (a formaldehides rogzités ugyanis
hidrofdbba teszi a szévetet). Ezen folyamatok miatt kell a metszet nemspecifikus kétéhelyeit
nagy koncentraciéju indifferens fehérjeoldattal (esetlinkben l6szérummal) teliteni még az
immunreagensek alkalmazasa el6tt.

A lészérummal valé inkubacié utan 2x5 perc PBS-ben valé aztatas kovetkezett. Ezt
kdvetéen 4%-os l6szérumot tartalmazé PBS-ben higitott primer Pgp elleni ellenanyaggal
(C494, Signet Laboratories) 60 percig szobahémérsékleten inkubaltuk a metszeteket.

A primer ellenanyag eltavolitasat kdvetéen 2x10 perc PBS-es dblités kdvetkezett, majd
45 percig inkubaltuk a metszeteket 16 anti-egér biotinilalt ellenanyaggal, amelyet a Vectastain
Elite ABC kit-ben lévé (Vector Laboratories) alapanyagokbdl, a gyartd utasitasa alapjan
készitettlink el. Az elkészités pontos menete a kdvetkez6 volt: 3 csepp, kitbél szarmazé normal
[6szérumot 10 ml PBS-ben oldottunk fel, majd ehhez 1 csepp kitben talalhaté biotinilalt
ellenanyagot cseppentettunk. A biotinilalt ellenanyaggal valé kezelés célja a primer antitest
kotédésének kimutatasa. Ez az eljaras egy indirekt immunreakcid, mivel a primer ellenanyag
kotédését biotinnel konjugalt masodik antitesten keresztil mutatjuk ki.

A 45 perces inkubaciot 2x5 perces PBS-es dblités kovette, majd 60 percig inkubaltuk
a mintakat a gyarté utasitasa alapjan el6készitett ABC-oldatban. Az ABC-reagenst 30 perccel
a felhasznalas el6tt készitettlik el a kdvetkezd maédon: a kitb8l szarmazoé 2 csepp ,A” reagenst
5 ml PBS-ben oldottuk fel, majd az igy készilt keverékhez 2 csepp ,B” jelzésl reagenst
cseppentettiink. Az S-ABC (streptavidin-biotin-peroxidaz komplex) médszer alapja az avidin-
biotin kétés nagy affinitasa és stabilitasa. A Streptomyces avidinii tenyészetbdl izolalhaté 60
kDa-os streptavidin 4 biotin molekulat is képes megkoétni. Lényeges elbnye a hasonlé
tulajdonsagu avidinnel szemben, hogy izoelektromos pontja a neutralis tartomanyba esik, és
nem tartalmaz oligoszacharid oldallancokat, amelyek nemspecifikusan a széveti lektinekhez
kotédhetnek. Az ABC-kitben a reakcid lathatova tételében kulcsfontossagu szerepet jatszo
peroxidaz a streptavidinhez kovalens kotéssel kapcsolodik.

A metszetek 2x5 perces PBS-es 6blitése utan a mintakat — kézvetlenul a felhasznalas
el6tt — a gyartd utasitasa alapjan elkészitett DAB (diamino-benzidin, gyartécég: Vector
Laboratories) oldatban inkubaltuk 2 percig. A DAB elkészitésének pontos menete a kdvetkezé
volt: 5 ml desztillalt vizhez 2 csepp, a kitben talalhaté Buffer Stock Solution-t tettiink, alapos
razas utan a keverékhez 4 csepp DAB Stock Solution-t adtunk, 6sszeraztuk, hozzaadtunk 2
csepp H20- Solution-t, majd a kész keveréket 6sszeraztuk. A reakcio lathatova tételének rovid
elméleti hattere az, hogy az elbontott szubsztrat (H.0:) oxidalja az elektrondonor kromogént

(DAB), amelybdl rosszul oldodo sététbarna szinl polimerizalt csapadék valik ki.
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Ezt kétszeri desztillalt vizes 6blités, aztan 2 percig festés haematoxilin oldattal, végul
2 perces csapvizben kékités kdvette. A metszetek szaradasa utan folyékony halmazallapotura
melegitett glicerinzselatint tartalmazé oldattal (DPX mountant BDH Laboratory Supplies)
fedtlk le a mintakat.

Pozitiv kontrolinak kutyabdl szarmazd ép maj- és veseszovetet, negativ kontrollnak
pedig egészséges kutyabdl szarmazd nyirokcsomoészovetet hasznaltunk. Ezenkivil
alkalmaztunk egy un. ,belsé negativ kontrollt” is, ebben az esetben a primer monoklonalis
ellenanyagot PBS-sel helyettesitettiik.

A sejtek festédésének mértékét és annak sejten bellli helyez6dését fénymikroszképos
elemzéssel vizsgaltuk, double blind mddszerrel két gyakorlott vizsgalo segitségével. A Pgp-
pozitiv sejtek szazalékos aranyat (un. festédési index) szemikvantitativ moédon becsiiltik meg
10 véletlenszerlien kivalasztott nagy latoteri mezdn (400x nagyitas) talalhaté daganatseijt
(mezénként 60—-180, dsszesen 500-1000 sejt) vizsgalataval. A festédés soran keletkezett
muitermékek zavaré hatasanak kikliszobolésére a véletlenszeriien kivalasztott tertletek kozott
széli mez8k nem szerepeltek. A Pgp-expresszidé mértékét Lee és Ramos-Vara ajanlasa szerint
4 pontos skalan jeldltik a pozitiv sejtek szamanak becslése alapjan: 10% alatti pozitivitas = 0
pont, 10%—-30% pozitivitas = 1 pont, 30%—75% pozitivitas = 2 pont, 75% feletti pozitivitas = 3
pont (Lee és mtsai., 1996; Ramos-Vara és Miller, 2007).

A fest6dés intenzitasat is vizsgaltuk az expresszids pontrendszertél fliggetlentl: 0
értéket kapott, ha nem tapasztaltunk festédést, 1-est a gyenge, de a negativ kontrollhoz
viszonyitva detektalhatd festédés, 2-est a normal, a pozitiv kontrollhoz hasonlé erdsségi
festédés, 3-ast pedig az erds festédés (3. abra).

Céljaink kozott szerepelt egy Pgp-pozitivitasi hatarérték (cut-off pont) megallapitasa is,
vagyis hogy mi az expresszidés szazalék, ami folétt Pgp-pozitivnak véve a betegeket a
legerdsebb korrelaciot kapjuk a tulélési idével. Ennek érdekében a kutyakat emelkedd Pgp-
expresszios szazaléku csoportokba osztottuk: az els6é esetben a mintakat 10%-0s expresszio
alatt vettik negativnak, majd 20%, 30%, 40%, 50% és végul 60% alatt. Ezt kovetben
statisztikai elemzéseket végeztink a kildnb6zé csoportok adatainak felhasznalasaval, majd
ROC-analizis segitségével kerestik meg a tuléléssel legerésebben korrelald Pgp-pozitivitasi

hatarértéket.

2.1.6. Statisztikai moédszerek

A median recidivamentes peridodust (RFP, relapse-free period) és a median teljes

tulélési idét (OST, overall survival time) Kaplan-Meyer analizis segitségével allapitottuk meg.
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A kllénb6zd csoportok recidivamentes és teljes tulélési idejét Log-rank teszttel és Cox
»proportional hazard” analizissel hasonlitottuk éssze.

A kllénbozé valtozok kozotti dsszefliggések felderitésére Fisher-féle egzakt tesztet
hasznaltunk, az eredményt p < 0,05 esetén tekintettlk szignifikansnak.

A specificitasi és szenzitivitasi értékeket a Pgp-expresszids hatarérték (cut-off érték)
megallapitasakor ROC-analizis segitségével szamoltuk ki.

A kilénb6z6 csoportok klinikai és laboratoriumi paramétereinek dsszehasonlitasakor
kétmintas nem egyenld varianciaju Student-féle t-probat alkalmaztunk.

A vizsgélatokat a Statistica, Microsoft Excel, illetve R program hasznalataval végeztuk.

A kapott eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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3. abra: Pgp-immunhisztokémia. 1. Pozitiv kontrollként kutya veseszdvetet hasznaltunk.
Pgp-expressziot barna, rogdés membran-, illetve gyenge magfestédés jelzi (200x nagyitas). 2.
Pozitiv kontrollként kutya majszdvetet hasznaltunk. Pgp-expressziét barna, régdés membran-,

illetve gyenge magfestédés jelzi (200x nagyitas). 3. Negativ kontrollként kutya
nyirokcsomoébol szarmazoé mintat hasznaltunk. Gyenge, nemspecifikus festédés lathato
(400x nagyitas). 4. Kod: 124833. T-lymphoblastos lymphoma, Pgp 70%. Er6s membran- és
citoplazmafestddés lathatd (400x nagyitas). 5. Kod: 123613. Diffuz nagy B-sejtes lymphoma,
centroblastos forma (alacsony mitotikus index), Pgp 50%. Er6s membran- és
citoplazmapozitivitas lathato a follicularis zonaban, gyenge a nem follicularis zénaban (100x
nagyitas). 6. Kod: 123613. Follicularis centrumsejtes lymphoma (alacsony mitotikus index),

Pgp 50%. Gyenge membran- és citoplazmapozitivitas lathatd (200x nagyitas).
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2.2. A Pgp- és a p53-expresszié vizsgalata
kutyak emlédaganatai esetén

paye

2.2.1. A vizsgalatokban szereplé allatok

Vizsgalatunkban 30 kilénb6z8 fajtaju és koru emlédaganatos kutya szerepelt. A
betegek kdzott volt 5 éves (n = 3), 6 éves (n=4), 8 éves (n =5), 9 éves (n=3), 10 éves (n =
4), 11 éves (n = 3), 12 éves (n = 6) és 13 éves (n = 2). A daganatok rutin szdvettani
vizsgalatanak eredményei a kdvetkezdk voltak: 9 tubulopapillaris carcinoma, 12 komplex
carcinoma, 2 komplex adenoma, 2 benignus kevert daganat, 1 fibroadenoma, 1 ductalis
papilloma, 2 carcinosarcoma, 1 lipid gazdag komplex carcinoma.

Ebben a vizsgalatban a kutyak mind mdatéti daganatkimetszésen estek at, és
utdkezelésként fajdalomcsillapité nemszteroid gyulladascsdkkentét (meloxicam 0,1 mg/ttkg),
ill. cephalexin-t (20 mg/ttkg 2x naponta) kaptak 2 héten at szajon at. Egyéb onkoterapias
utdkezelés nem tortént.

Vizsgalatainkhoz 4%-o0s neutralis formalin oldatban fixalt, majd paraffinba agyazott
metszeteket hasznaltunk. A metszetek elkészitése soran készen vasarolt xilanizalt
targylemezt alkalmaztunk. Az elkészilt paraffinos metszeteket 12 6ran at 56 °C-os
termosztatban taroltuk. A mintak feldolgozasa eddig a fazisig az Orszagos Allategészségiigyi
Intézet Eml6skoérbonctani Osztalyanak Szdvettani Laboratériumaban (amely jelenleg Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésag Emlés-, Vad-
és Baromfibetegségek Laboratériuma) és a Szent Istvan Egyetem Allatorvostudomanyi Kar,
Belgydégyaszati Tanszék, Koérélettani laboratériumaban tortént (jelenleg Allatorvostudomanyi
Egyetem, Korélettani és Onkoldgiai Tanszék laboratériuma). A festések soran egy alkalommal
sem tudtuk immunhisztokémiai festbautomatat hasznalni. A manualis médszerhez Ramos-
Vara 2005-6s Vet Pathol. cikkét vettik alapul. A deparaffinalt metszeteket korberajzoltuk
"Maszkol¢" fed6folyadék filctollal (4 mm, CSZ: 728002). Ez a kor segitett megtartani az

oldatokat a metszeten a reagensekkel végzett kés6bbi inkubaciok soran.

2.2.2. A p53 kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal

A p53 immunhisztokémiai kimutatasat Wolf és munkatarsainak 1997-ben megjelent
cikke alapjan végeztik. A mintak deparaffinalasat, valamint rehidratalasat a Pgp-vel

megegyez6 modszerrel végeztik. Ezutan az antigéneket 90°C-ra elémelegitett, PBS-sel 1:10
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aranyban higitott citrat oldatban tartuk fel. A nem immuneredet(i kétédéseket PBS-sel 1:10
higitott 4%-0s normal kecskeszérumban (Vector Laboratories) vald inkubaciéval blokkoltuk.
Ezutan egész éjszakas inkubacié kovetkezett az 1:75 aranyban higitott primer ellenanyaggal
(CM-1, polyclonal rabbit anti-human p53 oncoprotein, Signet Laboratories). A festés tovabbi
folyamata megegyezik a Pgp-nél leirtakkal, annyi kilonbséggel, hogy itt kecske anti-nyul
biotinilalt ellenanyagot hasznaltunk.

A pozitiv kontroll human invaziv ductalis carcinoma volt, negativ kontrolinak pedig
egeészséges kutyabdl szarmazo nyirokcsomét hasznaltunk.

A sejtek festddésének mértékét fénymikroszképos elemzéssel vizsgaltuk. A p53-
expresszio mértékét Lee és mtsai. altal leirtaknak megfeleléen 4 pontos skalan jeldltik a
pozitiv sejtek szamanak becslése alapjan az alabbiak szerint: 0% expresszio = 0 pont, 1-10%
pozitivitas = 1 pont, 10-50% pozitivitas = 2 pont, 50-80% pozitivitas = 3 pont, 80-100%
pozitivitas = 4 pont (Lee, 2004). A citoplazma- és magfestédést nem értékeltik kuldn, mivel a
mintak mintegy kétharmadaban nem tapasztaltunk magfestédést. A vizsgalat double blind
modszerrel tortént két gyakorlott vizsgalo altal. A festédés intenzitasat nem vizsgaltuk kalon.
Klasszikusan a p53-pozitivitds abban az esetben mondhatd ki, ha a sejtek >10%-ara jellemzé

a p53-expresszid (Angelé és mtsai., 2004).

2.2.3. A Pgp kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal

A Pgp kimutatasa és a festbédés kiértékelése megegyezett a 2.1.5. fejezetben
leirtakkal. A Pgp-pontszamokat az alabbiak szerint szamoltuk: 10% alatti pozitivitds = 0 pont,

10%-30% pozitivitas = 1 pont, 30%—75% pozitivitas = 2 pont, 75% feletti pozitivitas = 3 pont.

2.2.4. A kiilonb6z6 klinikai paraméterek vizsgalata

A betegek stadiumbasorolasa az 1. fejezetben leirtaknak megfeleléen tértént. A mtét
el6tt minden esetben sor kertlt mellkasi rontgenvizsgalatra, illetve hasi ultrahangvizsgalat
elvégzését is felajanlottuk a tulajdonosoknak. A caudalis emlbtelep eltavolitasakor mindig
eltavolitottuk az inguinalis nyirokcsomét is, amibél szdvettani vizsgalat készult. Az axillaris
nyirokcsomoét normal esetben nem tavolitottuk el, csak ha a mitét soran alapos tapintassal az
élettaninal nagyobbnak vagy tomottebbnek talaltuk

A varratszedést kdvetben rendszeres kontrollvizsgalatokat végeztink: fél évig 2
havonta, majd utana 3 havonta mindkét emléléc, ill. a regionalis nyirokcsomok tapintasos
vizsgalata allatorvos altal, illetve a tulajdonosokat minden esetben megtanitottuk az emldk

tapintasos vizsgalatanak otthoni elvégzésére, ez idedlis esetben hetente megtortént. Indokolt
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esetben (high-grade formak, elérehaladott stadium) a kontrollvizsgalatok havonta térténtek.
Mellkas rontgen és hasi ultrahang vizsgalatot a szdvettani eredménytdl fliggéen 2—-6 havonta
vagy panaszok jelentkezése esetén javasoltunk. Sajnos a tulajdonosi egylttmikoédés hianya
miatt el6fordult, hogy a kontrollvizsgalatokra a fent leirtnal ritkabban kertilt sor, illetve néhany
esetben telefonos utankévetést végeztiink. Az elhullott betegek boncolasara a tulajdonosok

kérésének megfeleléen nem kerllt sor.

2.2.5. Statisztikai analizis

Betegeinket a daganat kérszdvettani besorolasa alapjan 4 csoportra osztottuk:
tubulopapillaris carcinoma (n = 9), komplex carcinoma (n = 12), egyéb malignus daganat (n =
3), jéindulatu daganat (n = 6).

Minden csoportnal vizsgaltuk, hogy tortént-e ivartalanitas az emlédaganat kialakulasat
megel6zben, a betegek életkorat az emléddaganat miitéti eltavolitasakor, azt, hogy az altalunk
vizsgalt daganat primer tumor volt vagy mar egy recidivalt daganat, nyirokcsomé-attét vagy
lymphovascularis invazio meglétét, recidiva megjelenését, az allat élete soran jelentkezett-e
egyéb daganatos megbetegedés a mitét el6tt vagy utan, és azt, hogy az allat elhullasat
daganatos betegség okozta-e.

A kilénbdzé paraméterek kildnbségét Wilcoxon rank-sum teszttel és kétmintas, nem
egyenlé varianciaju Student-féle t-probaval vizsgaltuk a kilonbdzé diagndzisu csoportok
kozott SAS-STAT programmal. A paraméterek kozott Pearson-féle korrelaciés analizist is
végeztlink az SPSS 8.0 szamitdgép program segitségével. A kapott eredményeket p < 0,05

esetén tekintettik szignifikansnak.
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2.3. A COX-2-expresszié vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

2.3.1. A vizsgalatokban szerepl6 allatok

A vizsgalatainkban 42 kutya (41 ndstény, 1 him) eml6édaganat mintai szerepeltek. A
betegek atlag életkora 9,17 év volt. 2 éves (n = 1), 4 éves (n = 3), 5 éves (n = 2), 6 éves (n =
2), 7 éves (n=3), 8 éves (n =4),9 éves (n =2), 10 éves (n = 6), 11 éves (n = 2), 12 éves (n
= 10), 13 éves (n = 2), 14 éves (n = 2), 15 éves (n = 3).

A pacienseket fajtajuk alapjan csoportositva a vizsgalt egyedek kdzott az alabbiak
fordultak el6: amerikai staffordshire terrier (n = 1), beagle (n = 1), bobtail (n = 7), bolognese (n
= 1), boxer (n = 1), csivava (n = 1), cocker spaniel (n = 2), howawart (n = 1), kerryblue terrier
(n = 1), keverék (n = 13), kdzép uszkar (n = 1), kuvasz (n = 1), labrador (n = 1), maltai
selyemkutya (n = 2), német juhasz (n = 2), német spicc (n = 2), érias schnautzer (n = 2),
rottweiler (n = 1), shi-tzu (n = 1), tacskoé (n = 3), toérpe uszkar (n = 1), weimari vizsla (n = 1),
westhighland white terrier (n = 7).

28 daganatminta primer, 15 pedig recidivalt tumorbdl szarmazott (1 betegnek mind
primer, mind recidivalt daganata is volt). A daganatok k6ézul 13 benignus, 29 malignus volt. A
malignus daganatok szdvettani besorolas alapjan solid carcinoma (n = 8), tubulopapillaris
carcinoma (n = 7), anaplasztikus simplex carcinoma (n = 1), ductalis carcinoma in situ (n = 1),
komplex carcinoma (n = 8), carcinosarcoma (n = 1), fibrosarcoma (n = 1), osteosarcoma (n =
1), chondrosarcoma (n = 1) voltak.

Az emldédaganatok Grade-besorolasa a Goldschmidt és mtsai. (2011) altal leirt
klasszifikaciés rendszernek megfeleléen tortént.

A daganatok atlagos térfogata 191,8 cm? volt, ennek magyarazata, hogy néhany egyed
extrém nagy méretl, 10—-16 cm atmérdji tumorral rendelkezett.

A mitétet kodvetben 31 beteg részestlt min. 4 hoénapig tartdé NSAID-kezelésben,
kozilik 16 beteg tébbféle hatdanyagot is kapott: piroxicam (0,3 mg/ttkg po. naponta) (n = 23),
meloxicam (0,1 mg/kg po. naponta) (n = 18), firocoxib (5 mg/ttkg po. naponta) (n = 72), ennek
magyarazata a vizsgalat hosszu lefutasa és a korszer(i hatéanyagok késébbi megjelenése.

Osszesen 13 kutya részesllt posztoperativ kemoterapiaban, kdzilik 4-en tdbbféle

hatéanyaggal: doxorubicin (n = 7), ciklofoszfamid (n = 1), carboplatin (n = 10).
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2.3.2. A COX-2 kimutatasa immunhisztokémiai vizsgalattal

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz paraffinba agyazott metszeteket hasznaltunk. A
mitétileg eltavolitott daganatok mintéi 4%-os neutralis formalin oldatban kertltek fixalasra,
majd ezutan tortént a paraffinba valé beagyazas. A metszetek elkészitése soran készen
vasarolt xilanizalt targylemezt hasznaltunk. Az elkésziilt paraffinos metszeteket 12 6ran at 56
°C-os termosztatban taroltuk. Ezen eljarasoknak kdszdnhetd, hogy a késdbbi a feltaras soran
alkalmazott hé hatasara a metszetek nem valtak le a targylemezrél, illetbleg igy
szobah&mérsékleten korlatlan ideig tarolhatok. A minték feldolgozasa eddig a fazisig az
Orszagos Allategészségiigyi  Intézet Emléskorbonctani  Osztalyanak — Szdvettani
Laboratériumaban  (amely jelenleg Nemzeti  Elelmiszerlanc-biztonsagi  Hivatal,
Allategészségligyi Diagnosztikai Igazgatésag Emlés-, Vad- és Baromfibetegségek
Laboratériuma) tortént.

A COX-2-expresszié immunhisztokémiai kimutatasat Queiroga és mtsai. 2007-ben
megjelent cikke, valamint az Orszagos Onkoldgiai Intézet munkatarsainak ajanlasa alapjan
végeztuk. A mintak deparaffindlasat, rehidratalasat, valamint a nem immuneredetl kotések
blokkolasat a Pgp-vel megegyez6 modszerrel végeztik. Ezt kbvetéen a mintakat monoklonalis
primer IgG1 (Rat Cox-2 aa. 368-604) ellenanyaggal inkubaltuk 4 “C-on egy éjszakan at.

A festés tovabbi folyamata megegyezett a Pgp-nél leirtakkal. A pozitiv kontroll
Queiroga és mtsai. altal hasznaltakkal megegyez6en egészséges kutya maj- és veseszdvet
mintak voltak.

Queiroga és mtsai. (2007) altal leirtaknak megfeleléen a festddés értékelése
fénymikroszképos vizsgalattal, double blind mddszerrel tértént két gyakorlott vizsgalé altal. A
pozitivitast a kifejezett barnas festédés megjelenése jelezte.

A pozitiv kontrollal megegyez6 festédést mutatd sejtek szazalékos aranya alapjan
meghataroztuk a mintak COX-2-pontszamat: 0: nincs festédés; 1 pont: 1-10%; 2 pont: 11—
50%; 3 pont: 51-80%; 4 pont: 81-100%. A festédés intenzitasat az alabbiak szerint jeloltik:
negativ (0); gyenge (1); mérsékelt (2); erds (3).

Az elsd publikacio, amely kutyak emlétumoraban vizsgalta a COX-2 expressziot, mas
pontmeghatarozast alkalmazott. A COX-2-pozitiv tumorsejtek szazalékos aranya alapjan 0
pont: <5%, 1 pont: 15-25%, 2 pont: 26-50%, 3 pont: 51-75% és 4 pont: <75% (Doré és mtsai,
2003).
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2.3.3. A kiilonb6z6 klinikai paraméterek vizsgalata

A betegek stadiumbasorolasa az 1. fejezetben leirtaknak megfeleléen tértént. A mitét
el6tt minden esetben sor kerllt mellkasi rontgenvizsgalatra, illetve hasi ultrahangvizsgalat
elvégzését is javasoltuk. A caudalis emlbtelep eltavolitasakor mindig eltavolitottuk az
inguinalis nyirokcsomét is, amibél szdvettani vizsgalat késziilt. Az axillaris nyirokcsomot
normal esetben nem tavolitottuk el, csak ha a m{itét soran alapos tapintassal az élettaninal
nagyobbnak vagy tdméttebbnek talaltuk
A kemoterapias kezeléseket az alabbiak alapjan alkalmaztuk. Négy—hat ciklusban carboplatint
(300 mg/m?), esetleg ciklofoszfamidot (250 mg/m?) (Sorenmo és mtsai, 2003; Lavalle és mtsai,
2012) vagy doxorubicint (30 mg/m?) (Simon és mtsai, 2006) adtunk intravénasan min. 1 6ran
at tartoé cseppinfuzioban, 21 naponként.

A varratszedést kdvetben rendszeres kontrollvizsgalatokat végeztink: fél évig 2
havonta, majd utana 3 havonta. Mindkét emléléc, ill. a regionalis nyirokcsomok tapintasos
vizsgalata allatorvos altal, illetve a tulajdonosokat minden esetben megtanitottuk az emldk
tapintasos vizsgalatanak otthoni elvégzésére, ez idedlis esetben hetente megtortént. Indokolt
esetben (high-grade formak, elérehaladott stadium) a kontrollvizsgalatok minimum havonta
torténtek. A recidivat ugy definialtuk, hogy a mtét helyén jelentkezé duzzanatbdl vékonyti
aspiracios citoldgiai vizsgalatot végeztink, ill. ha ismét mitétre kerilt a sor, akkor a kimetszett
daganat szdvettani vizsgalata is megtértént, amikor a tulajdonosok hozzajarultak. Azokban az
esetekben, amikor a citologiai vagy szdvettani megerdsités nem volt lehetséges, a miitéti
helyszinen toérténd barmilyen duzzanatot recidivanak tekintettiink. Amennyiben a beteg
intravénas kemoterapiaban részesilt, az emlélécek és a regionalis nyirokcsomaok tapintasos
vizsgalatat 21 naponta valamennyi kezelés alkalmaval elvégeztiik. Az utokdvetés soran az
emlitett fizikalis vizsgalat mellett teljes vérkép, rutin szérum biokémiai vizsgalat tértént és
mellkasi rontgenfelvételeket is készitettiink. Az esetek mintegy 50%-aban hasi
ultrahangvizsgalat is tortént. Az elsé egy évet kovetéen mellkas rontgen- és hasi
ultrahangvizsgalatot a szOvettani eredménytdl fuggéen 4-6 havonta, illetve panaszok
jelentkezése esetén javasoltunk. Az elhullott betegek boncolasara a tulajdonosok kérésének

megfelel6éen nem kerdlt sor.

2.3.4. Statisztikai analizis

A betegeket a daganat kérszdvettani besorolasa alapjan tébb csoportra osztottuk:
benignus daganatok (n = 13), carcinosarcoma (n = 1), komplex carcinoma (n = 8),

chondrosarcoma (n = 1), ductalis carcinoma in situ (n = 1), fibrosarcoma (n = 1), osteosarcoma
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(n = 1), anaplasztikus simplex carcinoma (n = 1), solid carcinoma (n = 8), tubulopapillaris
carcinoma (n = 7). A statisztikai vizsgalatok egy részénél néhany csoportot dsszevontunk.
Valamennyi sarcomat egy csoportba soroltunk, ill. az in situ ductdlis carcinomat a
tubulopapillaris carcinomakhoz, az anaplasticus simplex carcinomat pedig a solid
carcinomakhoz soroltuk, igy a kdvetkezé 5 csoport jott Iétre: benignus daganatok (n = 13),
solid carcinoma (n = 9), komplex carcinoma (n = 8), tubulopapillaris carcinoma (n = 8), valamint
sarcomak (n = 4).

Osszehasonlitottuk a COX-2-expresszios értékeket a kiilénbézé csoportok kdzott,
Osszefuggést kerestiink a COX-2-expresszidé és tumormeéret, illetve tuléléssel 6sszefliggd
klldnb6zd paraméterek kdzott.

Vizsgalataink soran Kruskal-Wallis ANOVA-t, illetve Bonferroni-tesztet végeztink. A
kildonbdzd csoportok recidivamentes és teljes tulélési idejét Log-rank teszttel és Cox
~proportional hazard” analizissel hasonlitottuk 6ssze.

A specificitasi és szenzitivitasi értékeket a COX-2-expresszids hatarérték (cut-off érték)
megallapitasakor ROC-analizis segitségével szamoltuk ki.

A statisztikai analizisek soran SPSS 8.0, Free Statistics Software (WESSA, 2013),
Microsoft Excel 7.0 és StatsDirect 3.2.8 programokat hasznaltunk. A kapott eredményeket p <

0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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2.4. Tirozin-kinazok vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

paye

2.4.1. A vizsgalatokban szereplé allatok

Vizsgalatunkban 13 eml6daganatos néstény kutya szerepelt, az allatok atlagéletkora
9,8 év volt. A daganatok szévettani besorolasa simplex carcinoma (n = 5), komplex carcinoma
(n = 5), orsésejtes carcinoma (n = 1), osteosarcoma (n = 1), illetve chondrosarcoma (n = 1)
volt. Minden esetben az adott egyed egy, daganatos elvaltozast nem mutatd, egészséges
emldje is eltavolitasra kerult, ami a késdbbiekben kontrollként szolgalt.

Mindig olyan emlét hasznaltunk fel, melyben nem voltak lathat6 elhalasok. Az igy nyert
mintakbol 0,5 és 1,0 g kozotti mennyiséget tavolitottunk el, majd homogenizaltuk Potter-
Elvehjem-féle homogenizator segitségével, 1 ml Trizolreagens (Total RNA Isolation reagent,

Invintrogen) hozzaadasaval. Tovabbi feldolgozasig a mintakat -80 °C-on taroltuk.

2.4.2. Tirozin-kinazok kimutatasa rt-PCR modszerrel

RNS-kivonas, DNazos emésztés: A Trizol oldatban homogenizalt mintat 5 percig
inkubaltuk 4 °C-on, ezt kdvetéen hozzaadtunk 0,2 ml —20 °C-os kloroformot, majd vortexeltik
15 masodpercig. Ezutan Ujabb 5 perces inkubacié kovetkezett 4 °C-on, majd 15 perc
centrifugalas 12000 g-vel 4 °C-on. Az RNS a centrifugalas utan a felsé vizes fazisba kertilt.
Ovatosan, hogy sem az alsé réteget, sem az interfazist ne szivjuk fel, leszivtuk és egy steril
Eppendorf-cs6be pipettaztuk. Ennek a folyamatnak a megismétlésével végeztik az oldat
tovabbi tisztitasat. A kdvetkezd 1épés az RNS kicsapasa volt. Az elébb kapott oldathoz 1:1
aranyban htétt izoporopil alkoholt (Merck 100995.1000) kevertiink, majd vortexeltik és 4 °C-
on 5 percig inkubaltuk. Ezutan djra 4 °C-on centrifugaltuk 12000 g-n, ezuttal 10 percig. Végul
ledntottik a fellluszot és megtisztitottuk az RNS-t. Ennek soran elészér hozzaadtunk 1 ml
75%-0s —20 °C-os etanolt (Merck 100971.1000), ismét vortexeltik, majd centrifugaltuk 4 °C-
on 7500 g-n 5 percig, végul az utdbbi két lépést megismételtik. Az RNS ujrafeloldasa soran
lepipettaztuk a folyadékfazist, majd tovabbi 5-10 percig levegdn szaritottuk a pelletet. A
szaritast kovetéen felodottuk 50 pl RNaz-mentes vizben (Merck). A mintat tovabbi
vizsgalatokig —80 °C-on taroltuk.

cDNS iras (RevertAid™ H minusFirst Strand cDNASynthesis Kit, Fermentas) menete:
1 ug RNS mintahoz 1 pl random hexamer primert adtunk, majd DEPC-kezelt vizet mértink

hozza ugy, hogy a végtérfogat 12 ul legyen. Ezeket alaposan 6sszekevertlk, centrifugaltuk,
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és 70 °C-on 5 percig inkubaltuk, ezt kdvetéen 4 °C-ra hitéttik. A csé falara ragadt cseppeket
centrifugalassal gyjtéttik Gjra 6ssze. Az elkészilt keverékhez (folyamatosan jégen dolgozva)
4 ul 6tszords tdménységi reakciopuffert, 20 U/ul ribonukleaz inhibitort és 2 ul 10 mM dNTP
mixet adtunk. Osszekevertiik az oldatot, majd centrifugaltuk. 25 °C-on 5 perces inkubacié utan
hozzaadtuk a reverztranszkriptdz enzimet (200 U/ul) ugy, hogy a végtérfogat 20 ul legyen.
Ezutan 10 perc 25 °C-os és 60 perc 42 °C-os inkubacio kovetkezett, majd az enzim
inaktivalasara 10 percig 72 °C-on tartottuk az oldatot. Az elkészllt cDNS-t tovabbi
feldolgozasig —20 °C-on taroltuk.

Real-time PCR reakcio: A PCR (polymerase chain reaction) reakciohoz Mini Opticon™
(Biorad) tipusi PCR miszert hasznaltunk. A primereket a Primer-BLAST programmal
terveztlk és a Sigma-aldrich, illetve Bio-science cégektdl rendeltik meg. Minden mintabdl két
parhuzamost, bennik kilenc fehérje mMRNS-ét vizsgaltuk (4. tablazat). A reakcidban 25 ul IQ™
SYBR GreenSupermixet (Biorad), 18 ml DEPC-vizet, 1-1 ul primer-part hasznaltunk 5 pl
cDNS-hez.

A PCR reakciot 3 perc 95 °C-os enzimaktivacioval kezdtik. Ezt kdvette 40 ciklus az
alabbiak szerint: 95 °C 10 mp, 56 °C 10 mp, 72 °C 20 mp. A reakcio végtermékeit az olvadasi
gorbével és agardz gélen tortént futtatassal is ellendriztik.

A PCR eredmények mennyiségi értékeléséhez a relativ modszert hasznaltuk (2°°¢).
Azonban a hatvanyozas azonossagait kihasznalva a szamitas egyéb lépéseit is érdemesnek
talaltak a publikalasra, mert fontos kiilénbséget mutattak (39. abra).

Az elbvizsgalatok soran tobb haztartasi gén is tesztelésre kerult: GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase), HPRT (Hipoxantin-guanin-foszforibozil
transzferaz), B-actin. A szamitasok alapjan a legstabilabb HPRT-t valasztottuk, hasonléan

Etschmann és mtsai 2006-os Vet Pathol cikkében leirtakhoz.

2.4.3. Statisztikai analizis

Osszehasonlitottuk ugyanazon 4llat daganatos, illetve egészséges eml6jébél
szarmazo expresszios értékeket, valamint a pacienseket csoportokra osztottuk a daganat
szOvettani malignitasi foka alapjan: Grade | (n = 4), Grade Il (n = 7) és Grade Ill (n = 4).
Vizsgalataink soran Student-féle t-prébat, Kruskal-Wallis ANOVA-t, valamint Mann-Whitney
prébat végeztiink a Statistica program hasznalataval. A kapott eredményeket p < 0,05 esetén

tekintettik szignifikdnsnak.
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4. tablazat: Az alkalmazott primerek szekvenciai

Primer Szekvencia

EGFR Forward CGCAGACTGCTGCAAGAAAG
EGFR Reverse CAAGAGAGCCTGGTTGGGAG
ERBB2 Forward GACCCACCTGGATATGCTCC
ERBB2 Reverse TTGGCAGGCAGGTAAGTGAG
VEGFR1 Forward ATTCGAGGAAAGGGGAAGGG
VEGFR1 Reverse AGGGAACGCTCCAGGGTTTA
VEGFR2 Forward GTTGGGAGAGGAGAGAGGGT
VEGFR2 Reverse CAGTGCACCACAAAGACACG
PDGFR1 Forward GAGGAACAGACACAGCTCACA
PDGFR1 Reverse TCCTCGATGGTTTCGTCCTC
PDGFR2 Forward CTGCTGTTGATGCTGAGCCC
PDGFR2 Reverse CGAGCAGGTCAGAACGAAGG
c-KIT Forward GGAAGCCTCTTCCCAAGGAC
c-KIT Reverse TACTCGCGCTTCACGTTTCT
c-MET Forward TCTCTCTTTGAACATGTTTTGGCA
c-MET Reverse AGAAGCACAAGGATGCCAGG
HPRT Forward 5'-GACCAGTCAACAGGGACAT-3'
HPRT Reverse 5-ACACTTCGAGGGGTCCTTTT-3'
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3. Eredmények

3.1. A Pgp-expresszio vizsgalata kutyak
lymphomaja esetén

Klinikai paraméterek. 18 kutyat kizarélag COPA protokoll, 10 kutyat COPA, majd a
visszaesés utan Madison-Wisconsin (MW)-protokoll, 4 beteget pedig kizarélag MW-protokoll
szerint kezeltlink. A leggyakrabban tapasztalt mellékhatas a hasmenés volt, 28 esetben fordult
el6 (sulyossag szerint csoportositva Grade | 19 esetben, Grade Il 5 esetben, Grade IIl 3
esetben, Grade IV pedig 1 esetben). 20 esetben tapasztaltunk anorexiat (Grade | 17
alkalommal, Grade Il 2 alkalommal, Grade Ill 1 alkalommal). 12 esetben volt hanyas, Grade |
(n=9), Grade Il (n = 1), illetve Grade Ill (n = 2). Lazas allapot 6 alkalommal alakult ki (Grade
I: n =5, Grade Il: n = 1). Alopecia 8 esetben jelentkezett (Grade |: n = 7, Grade Il: n = 1).
Talyog 12 esetben alakult ki (Grade I: n = 11, Grade Il: n = 1). 7 kutya kapott pneumoniat,
valamennyi Grade | volt. 6 esetben tapasztaltunk neutropeniat (Grade I: n = 5, Grade Il: n =
1). 3 betegnél alakult ki cystitis. 15 kutyanal alakult ki thrombocytopenia (Grade I: n = 9, Grade
II: n =3, Grade lll: n = 3). Egy kutya az elsé kemoterapias kezelés (doxorubicin) utan
elpusztult, ezt az egyedet a tulélést vizsgalod log-rank tesztben nem szerepeltettik. 4 eb élete
végeéig nem recidivalt, de ezek kozil 3 még az elsé kemoterapias ciklus lezarasa el6tt
elpusztult, ezeket az adatokat a recidivamentes idészak (RFP) szamitasakor cenzoraltuk.
Osszesen egy olyan beteg volt, amelyik az elsé kemoterapias ciklus befejezése utan élete
végeéig nem mutatott tlineteket. A median recidivamentes idészak (RFP) valamennyi beteget
figyelembe véve 134 nap volt [95% CI: 95-232], a median teljes tulélés (OST) 333 nap (95%
Cl: 240-540). A kezelés megkezdése utan 1 évvel 5 kutya volt tiinetmentes. A leghosszabb
tulélés 790 nap volt. 11 kutya pusztult el a 19 hetes COPA protokoll befejezése elétt. 17 kutya
(51,51%) esetében tapasztaltunk recidivat a 19 hetes COPA protokoll befejezése el6tt. A
recidivat kdvetbéen 2 kutya tulajdonosa romlo altalanos allapotuk miatt nem kért tovabbi
kemoterapiat (a betegeket cenzoraltuk). A kitjulast kdvetéen 10 kutya részesult egy masodik
kemoterapias ciklusban (MW-protokoll). A kizarélag COPA protokollal kezelt kutyak (n = 18)
esetében a median recidivamentes periédus 95 nap volt, a median tulélés pedig 150 nap.
Kizarolag MW-protokoll esetén a median RFP 100 nap, a median OST 135 nap volt. Mindkét
protokoll hasznalata esetén a median RFP 243 nap volt, mig a median OST 404 nap. A
kizarélag COPA vagy MW protokollban részesilt betegek esetén nem volt szignifikans
klldnbség sem a teljes tulélésben, sem pedig a recidivamentes idében. Azok a kutyak, amik

egymast kovetéen COPA és MW-protokollt is kaptak, szignifikdnsan magasabb
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recidivamentes és teljes tulélést értek el, mint csak az egyik protokollt kapé kutyak (p = 0,022,
Cox proportional hazards regression). A median tulélés egy protokoll hasznalata esetén 165,3
nap volt, 2 protokoll hasznalatakor 414,3 nap. A kutyak tébbsége (n = 22) komplett remissziét
(CR) mutatott, 8 beteg részlegeset, 3 pedig nem reagalt megfeleléen (60%, 50%, illetve 40%
remisszid). 22 kutya esetében az elhullas oka a primer tumor vagy recidiva volt. A fennmaradé
11 kutyabdl 9 esetén a halal oka szeptikus, gyulladasos folyamat és/vagy
gyégyszermellékhatas volt, 2 esetben pedig klinikailag nem lehetett kilénbséget tenni a
daganat altal kivaltott vagy egyéb okok (gydgyszermellékhatas) k6zott. A kemoterapia soran
fellépett mellékhatasok (egyes epizodok szama, sulyossag foka (Grade), 6sszesitett
pontszamok) az 5. sz. tablazatban lathatok.

Immunfenotipus szerint a lymphomak 72,72%-a B-sejtes (n = 24), 27,27%-a pedig T-
sejtes volt (n = 9). B-sejtes lymphomak esetén nem szignifikansan magasabb teljes tulélést
(253 nap) és recidivamentes peridédust (167 nap) tapasztaltunk, mint a T-sejtes formak esetén
(150 és 81 nap).

Stadium és alstadium szerint a IV stadiumu betegek teljes median tulélése (n = 22,
median: 415 nap) szignifikdnsan kilonbdzott az egyéb stadiumokétdl, Il stadium (n = 1,
median: 135 nap), lll stadium (n = 4, median: 124 nap) és V stadium (n = 6, median: 150 nap)
(p=0,0174). Az egyes alstadiumok median teljes tulélése nem kiildnbdz6tt szignifikansan (,a”:
n = 15, median: 404 nap, ,b”: n = 18, median: 124 nap).

Ivararany. Szukak és kanok esetében a teljes tulélésben nem talaltunk szignifikans
kildénbséget (kanok: n = 18, median: 342 nap, szukak: n = 15, median: 244 nap).

Pgp-expresszio: A daganatsejtek fest6édésének atlagos mértéke 32,3% (£ 30,1) volt.

Pgp-pontérték: Az anyag és modszer részben leirt pontrendszer alapjan 15 beteg volt
negativ (0 pont), 18 pozitiv (1 vagy tdbb pont). 1 pontot 2, 2 pontot 11, 3 pontot pedig 4 beteg
kapott. Mind a recidivamentes, mind pedig a teljes tulélés szignifikansan kilonb6zott az eltérd
pontértékl csoportok kozott (6. tablazat, 4. abra). ROC-analizis segitségével a pozitivan
fest6dott sejtek %-os aranya alapjan cut-off pontot hataroztunk meg az OST és RFP
tekintetében. A ROC-analizist < 35% fest6dési értékekkel végeztik el a cenzoralt adatok
felhasznalasaval (5. abra). Szenzitivitas és specificitas a tulélésre 0,7 és 0,75 volt, a recidivara
pedig 0,533 és 1. Az OST és RFP a kdvetkezdképpen alakult: = 35% pozitivan festédott sejt
esetén 240, illetve 95 nap, < 35% Pgp-pozitivitas esetén pedig 428, illetve 232 nap (OST: p =
0,0027; RFP: p = 0,004) (7. tablazat, 5., 6. abra).
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5. tablazat: Mellékhatasok COPA, illetve Madison-Wisconsin kemoterapias protokoll
alkalmazasa alatt (33 lymphomas kutya adataival, a Veterinary Cooperative Oncology Group

2011-es ajanlasa alapjan)

Mellékhatasok Grade Atlag/ Atlag/
1 2 3 4 5 dsszes Tlnetek

Hanyas (n = 12) 9 1 2

Epizéd 0,72 2,08
Kumulativ 0,50 1,48
Anorexia (n = 20) 17 2 1
Epizod 1,24 2,05
Kumulativ 0,87 1,43
Hasmenés (n = 8) 19 5 3 1
Grade 1,46

Epizod 1,30 1,65
Kumulativ 1,14 1,44
Laz (n = 6) 5 1
Epizod 0,30 1,67
Kumulativ 0,23 1,28
Abscessus (n = 12) 11 1

Epizod 0,45 1,25
Kumulativ 0,42 1,13
Alopecia (n = 8) 7 1

Epizéd 0,30 1,25
Kumulativ 0,29 1,19
Pneumonia (n = 7) 7

Epizod 0,30 1,43
Kumulativ 0,24 1,11
Cystitis (n = 3) 3

Epizod 0,15 1,67

Osszesen 0,11 1,17
Neutropenia (n = 6) 5 1

Epizod 0,24 1,14

Osszesen 0,21 1,14
Thrombocytopenia (n = 15) | 9 3 3

Epizod 0,73 1,6
Kumulativ 0,69 1,5
Akut elhullas (n = 1) 1 5,00 5,00
Grade 5,00 5,00

Epizod 1,0 1,0
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6. tablazat: Atlag és median teljes tulélés (OST) és recidivamentes periédus (RFP) a

kilénb6z6 Pgp-pontszamu csoportoknal

Pontérték/ n RFP OST
Pozitivan

fest6dott sejtek

0 Median 15 232 428
0-9% Atlag (95% Cl) | 15 246,2 451,2
1 Median 2 88 101
10—-29% Atlag (95% Cl) |2 88 125,5
2 Median 11 100 240
30-74% Atlag (95% CI) | 11 84,5 2973
3 Median 4 60 167
75-100% Atlag (95% Cl) | 4 86 211,6
Log-rank teszt | Khi-négyzet 9,54 6,58
(Peto) préba a p=0,02 p=0,09

halalozasi ratak

ekvivalenciajara

7. tablazat: Atlag és median teljes tulélés (OST) és recidivamentes periédus (RFP) = 35%

Pgp cut-off értéknél

Pozitivan n RFP OST

fest6dott sejtek

< 35% Median 18 232 428
Atlag (95% CI) | 18 246,3 467,3

> 35% Median 14 95 240
Atlag (95% Cl) | 14 111,4 2279

Log-rank teszt | Khi-négyzet 8,95 9,94

(Peto) préba a p=0,003 p =0,002

halalozasi ratak

ekvivalenciajara
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Survival Plot (PL estimates) Survival Plot (PL estimates)
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4. abra: A teljes tulélés (1) és recidivamentes periddus (2) 6sszehasonlitasa a
killénbdzé Pgp-pontszamu csoportok kdzott. Cox proporcionalis analizis. Ertékek (1): b1 =
1,723124, z = 1,546224, p = 0,1221. Ertékek (2): b2 = 0,730133, z = 1,622024, p = 0,1048.

Ertékek (3): b3 = 1,765823, z =2,688298, p = 0,0072
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5. abra: ROC-gorbék a teljes tulélésre (1) és a recidivamentes periddusra (2) = 35%
és < 35% Pgp cut-off érték hasznalata esetén cenzoralt adatokkal. Becsult cut-off érték 333
nap a teljes tulélés és 232 nap a recidivamentes peridodus esetén. Tokéletes
megkulldnbdztetd képesség esetén (nincs atfedés a két eloszlasban) olyan ROC-gorbét
latunk, amely a (0;1) ponton (bal fels6 sarok) halad at (ebben az esetben 100%-o0s a
szenzitivitas és 100%-o0s a specificitas). A teljesen véletlenszeri megkilénbdztets képesség
megegyezik az y=x egyenessel, az ilyen modell szétvalasztéképessége gyakorlatilag nulla.
Minél kézelebb van a ROC-gdérbe a (0;1) ponthoz, annal nagyobb a vizsgalat altalanos

pontossaga.
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Pgp festédési intenzitas: 14 esetben gyenge, 6 esetben normal és 13 esetben erés
festédést tapasztaltunk. Normal és erés festdédést szignifikansan gyakrabban (p = 0,0028)
tapasztaltunk T-sejtes lymphomaknal (9 betegbdl 8), mint a B-sejtes formaknal (24 betegbdl
11). A gyenge festédésii csoportban a teljes tulélés (p = 0,016) és a recidivamentes periédus
(p = 0,0466) is szignifikansan magasabb volt, mint a normal+erds festédési betegeknél (OST:
428 nap vs. 240 nap, RFP: 221 nap vs. 103 nap).

Gyogyszermellékhatasok és Pgp-expresszios értékek ésszehasonlitasa: ROC-analizis
készult annak eldontésére, hogy a Pgp-expresszié immunhisztokémiai vizsgalata alkalmas
lehet-e a halal okanak el6rejelzésére (gyogyszermellékhatas vagy recidiva). A
gyogyszermellékhatas miatt bekdvetkezett halal elérejelzésére (median 123 nap, n = 11) a
legalkalmasabb a < 6,5% Pgp cut-off érték (szenzitivitas 0,55, specificitas 0,81, pozitiv
prediktiv érték 0,66, negativ prediktiv érték 0,77) és a 123 nap volt (szenzitivitas 0,55,
specificitas 0,86, pozitiv prediktiv érték 0,78, negativ prediktiv érték 0,23). A visszaesés miatt
bekdvetkezett halal el6rejelzésére (median 140 nap, n = 23) a legalkalmasabb a > 6,5% Pgp
cut-off érték (szenzitivitas 0,87, specificitas 0,55, pozitiv prediktiv érték 0,83, negativ prediktiv
érték 0,63) és a 124 nap volt (szenzitivitas 0,87, specificitas 0,66, pozitiv prediktiv érték 0,87,
negativ prediktiv érték 0,66) (7. abra).

A gyoégyszermellékhatasok okozta klinikai tlinetek gyakorisagaban nem volt Iényeges
eltérés a két csoport kozott. Szignifikans kilonbség volt a hasmenés gyakorisagaban,
szamszer(ien a Pgp-negativ (< 6,5%) csoportban 2,20 + 1,25, a Pgp-pozitivban 0,91 + 0,77
(p = 0,014). A hasmenés kumulativ pontértékében szintén szignifikans kildonbség volt a két

csoport kdz6tt, mégpedig 1,67 + 0,48 Pgp-negativak és 0,91 + 0,77 Pgp-pozitivak (p = 0,001).
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6. abra: Kilonbségek a teljes tulélésben (1) és a recidivamentes periddusban (2) =
35% és < 35% Pgp cut-off érték hasznalata esetén. Cox proporciondlis analizis. Teljes
tulélés: deviancial/valészinliség/khi-négyzet = 9,017812, df = 1, p = 0,0027. Recidivamentes
periodus: deviancia/valoszinlség/khi-négyze t = 8,284659, df = 1, p = 0,004. Recidiva:
deviancia/valészinliség/khi-négyzet = 8,284659, df = 1, p = 0,004
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7. abra: ROC-gorbe a gyogyszermellékhatas okozta halalozasra (1) < 6,5% Pgp-
expresszios és 123 napos cut-off értékek hasznalataval (n = 171). ROC-gorbe a recidiva
okozta haldlozasra (2) < 6,5% Pgp-expresszios és 124 napos cut-off értékek hasznalataval
(n=23).

60



3.2. A Pgp- és a pb53-expresszi6 vizsgalata
kutyak emlédaganatai esetén

3.2.1. Pgp- és p53-expresszio az egészséges, illetve a daganatos
emlészévetben

A pb53-expresszio 2 esetben nem volt megitélheté. Olyan eset, amelyben 0—-10%-0s
pozitivitast talaltunk, 4 volt. Osszesen 6 esetben tapasztaltunk 10-50% kdzétti pozitivitast.
Osszesen 10 esetben volt 50-80%-0s pozitivitas és 8 esetben 80-100%-0s pozitivitas
jelentkezett (8. tablazat). Magfest6dés és citoplazmafestédés 10 esetben volt (tubulopapillaris
carcinoma: n = 4, komplex carcinoma: n = 4, lipidgazdag carcinoma és carcinosarcoma),
valamint csak citoplazmafestédés 15 esetben. A festédés az ép myoepithelialis sejtekben nem
volt a pozitiv kontrolinak megfelel6 vagy annal fokozottabb (8., 9., 10. abra). A p53-
pontszamoknak megfeleléen kialakitott tablazatban a betegekre jellemzé kilénb6zé klinikai
paramétereket tintettuk fel (10. tablazat). Ebben a tablazatban a Pgp-expresszids % és az
életkor esetében a konkrét szamadatokbdl egyértelm(i az atlag és a szérasérték kozlése. A
tobbi adat esetében (nyirokcsomo-metasztazis, mar recidivalt daganat, recidiva a
kés6bbiekben, egyéb daganat kifejlédése kés6bb, elhullas daganat miatt, ivartalanitott,
pyometra korabban) az atlagot és a szérasértékeket ugy szamoltuk, hogy a tulajdonsag
megléte kapott szamértéket és a hianya ,0"-t. Ezeknek a paramétereknek az atlag és
szorasertékét nem irtuk be a tablazatba.

A Pgp-expresszio esetén 10% alatti pozitivitast, vagyis 0 pontot detektaltunk 2 esetben,
10%-30% pozitivitast, vagyis 1 pontot 13 esetben, 30%—75% pozitivitast, vagyis 2 pontot 10
esetben, 75% feletti pozitivitas, vagyis 3 pontot 5 esetben (9. tédblazat). Minden esetben
tapasztaltunk membran és citoplazma expressziot is. A Pgp-pontszamoknak megfeleléen
kialakitott 11. sz. tablazatban a betegekre jellemzé kilonbo6zd klinikai paramétereket tuntettuk
fel. Ebben a tablazatban a p53-expresszios % és az életkor esetében a konkrét szamadatokbal
egyértelmii az atlag és a szorasérték kozlése. A tébbi adat esetében (nyirokcsomo-
metasztazis, mar recidivalt daganat, recidiva késébb, egyéb daganat kifejl6dése késébb,
elhullas daganat miatt, ivartalanitott, pyometra korabban) az atlagot és a szérasértékeket ugy
szamoltuk, hogy a tulajdonsag megléte szamértéket és a hianya ,0’-t. Ezeknek a
paramétereknek az atlag és szorasértékét nem irtuk be a tablazatba.

A myoepithel sejtekre is jellemzé volt a Pgp-expresszid, bar gyengébb festédést
tapasztaltunk, mint az epithelialis sejtekben, ami nem zavarta az epithelialis sejtekben

jelentkez8 expressziok megallapitasat. Az epithelialis sejtekben Pgp a citoplazmaban és a

61



membranban, a myoepithelialis sejtekben bar halvanyan, de szinte csak a membranban
mutatkozott (8., 11., 12., 13. &bra).

LT D TR S
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8. abra: Pgp-és p53-expresszio kutyak emlédaganataiban. A daganatsejtek kdzepes-
erds immunreaktivitast mutatnak. A tumorsejtek tébbségében citoplazmafestédés lathato, de
néhany esetben perinuklearis lokalizacio is megfigyelhetd. A: Kod: 147857. p53-expresszio
komplex carcinomaban CM-1 poliklonalis ellenanyag hasznalataval (eredeti nagyitas 1000x).
B: Kod: 115375. Pgp-expresszid tubulopapillaris simplex carcinomaban C-494 monoklonalis
ellenanyag hasznalataval (eredeti nagyitas: 1000x). C:Kod: 95423. p53-expresszié komplex
adenomaban CM-1 poliklonalis ellenanyag hasznalataval (eredeti nagyitas 1000x). D: Kod:
85130. Pgp-expresszié ép ductalis hamsejtekben C-494 monoklonalis ellenanyag
hasznalataval (eredeti nagyitas 200x).
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9. dbra: Kod 79424, komplex carcinoma, p53-immunhisztokémia. Valtozatos

festddés, amely a citoplazmat és a magokat is érinti. 400x-es nagyitas

10. abra: Kéd 139905, komplex adenoma, p53-immunhisztokémia. Helyenként

citoplazmafest6dés. 400x-os nagyitas
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8. tablazat: Kildénb6z6 p53-pontértékek az egyes daganattipusok esetén

p53-pontérték

Tumortipusok

pont benignus vegyes daganat

(n=2) (n=2)

1 pont komplex adenoma

(n=4) komplex cc. (n = 2)
tubulopapillaris cc.

2 pont carcinosarcoma (n = 2)

(n=16) komplex adenoma
intracanalicularis fibroadenoma
komplex cc. (n = 2)

3 pont komplex cc. (n = 6),

(n=10) lipid-gazdag cc.
ductus-papilloma, ductectasia
tubulopapillaris cc. (n = 2)

4 pont tubulopapillaris cc. (n = 6)

(n=28) komplex cc. (n = 2)

9. tablazat: Kulonbdzd Pgp-pontszamok az egyes daganattipusok esetén

Pgp-pontérték

Tumortipusok

0 pont carcinosarcoma
(n=2) komplex cc.
1 pont benignus vegyes daganat (n = 2), carcinosarcoma,
(n=13) tubulopapillaris cc.,
komplex adenoma (n = 2), komplex cc. (n = 6)
ductus-papilloma, ductectasia
2 pont lipid-gazdag cc.
(n=10) komplex cc. (n = 4),
tubulopapillaris cc. (n = 4),
intracanalicularis fibroadenoma
3 pont komplex cc.,
(n=5) tubulopapillaris cc. (n = 4)
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10. tablazat: Kulonbdz6 klinikai paraméterek 6sszehasonlitasa az eltéré p53-pontszamu

emlédaganatok esetén

Egyéb
Nyirok- Mar daganat  Elhullas

p53- Kor csomo- recidivalt Recidiva kifejlédése daganat Ivar- Pyometra
pontszam Pgp% (év) met. daganat késébb  késébb miatt talanitott korabban
0 pont

(n=2) 0 1 0 1 1 1 1
Atlag 41,67 9,50

+ SD 23,92 3,50

1 pont

(n=4) 0 2 0 2 2 0 0
Atlag 40,63 9,25

+ SD 21,09 2,68

2 pont

(n=26) 1 0 0 1 3 0 2
Atlag 18,54 10,33

+ SD 8,79 2,87

3 pont

(n=10) 2 2 1 1 1 2 2
Atlag 48,75 8,56

+ SD 27,91 1,83

4 pont

(n=28) 0 3 1 1 1 0 0

Atlag 58,75 8,57
+SD 22,33 2,19

A mikroszkopos vizsgalat alapjan megallapitottuk, hogy az ép ductalis epitheliumban a
Pgp-expresszié kifejezett volt, csakugy, mint a kotészoveti elemekben. Ugyanez a sejttipus
jelenik meg daganatos transzformalddas utan a tubulopapillaris daganatokban, igy ezekben is
fokozott a Pgp-expresszid mértéke. Wilcoxon rank-sum teszttel a kiulénbdzé tumortipusok
Pgp- illetve p53-expresszids értékeit hasonlitottuk Ossze. Szignifikdnsnak bizonyult a
kiilénbség a tubulopapillaris és a komplex carcinoma Pgp- és p53-expresszids értékeinél.

Pgp-expressziot tekintve szignifikans, p53-expressziot tekintve szignifikancia kozeli
klénbséget talaltunk a tubulopapillaris carcinoma és a benignus daganatok kézott. Kizardlag
a Pgp-expressziot vizsgalva szignifikans kilénbséget talaltunk valamennyi malignus csoport,

illetve a benignus daganatok kozott (12. tablazat).
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11. abra: Kéd: 106350, carcinosarcoma, Pgp-immunhisztokémia. Kiterjedt
citoplazmatikus festédés és a mesenchymalis eredetli sejtekben halvany membranfestédés.

400x-0s nagyitas

12. abra: Kéd: 112325, komplex carcinoma. Fokalis Pgp-festédés. 200x-0s nagyitas
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13. abra: Kod: 014-0-04, tubulopapillaris carcinoma. Szigetekben kiterjedt Pgp-
festédés. 400x-es nagyitas

11. tablazat: Kilonb6zé klinikai paraméterek 6sszehasonlitasa az eltéré Pgp-pontszamu

emlédaganatok esetén

Egyéb
Nyirok- Mar daganat  Ehullas

Pgp- Kor csomé recidivalt Recidiva kifejlédése daganat Ivar- Pyometra
pontszam p53% (év) met. daganat késdbb késdbb miatt talanitott korabban
0 pont (n=2) 0 0 0 0 0 0 0
Atlag 45,00 11,00

+SD 30,00 1,00

1 pont

(n=13) 3 4 0 3 4 1 2
Atlag 42,69 10,08

+SD 33,30 2,66

2 pont

(n=10) 0 2 0 3 3 1 2
Atlag 49,20 8,11

+SD 3528 1,73

3 pont (n= 5) 0 2 2 0 1 1 1
Atlag 83,00 8,25

+SD 11,66 2,59
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daganattipusok kozott

12. tablazat: A Pgp- és a p53-expresszios értékek dsszehasonlitasa a kiilénb6z6

Pgp (%) P53 (%)
|. Tubulopapillaris 66,9 +20,1 85,6+7,2
carcinoma
(simplex)
II.Komplex 35,7+22.5 66,5+18,4
carcinoma
[ll.Benignus 25,0£29,5 43,3+19,2
daganat
IV.Egyéb malignus | 33, 3£29,5 30,0+15,0
daganat
p-érték: |-l 0,0052 0,0146
p-érték: I-111 0,0002 0,0847
p-érték: I-1V 0,2431 0,1577
p-érték IlI-111 0,1683 0,2234
p-érték: 1l-1V 0,9215 0,2098
p-érték: lll-1V 0,7296 0,5665
p-érték: 1, I, V-1l 0,001773 0,173513
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3.2.2. A Pgp- és a p53-expresszio 6sszefiiggése kiilonb6zd klinikai paraméterekkel

Osszehasonlitottuk a betegek korel6zményét, hogy tortént-e ivartalanitas a daganat
megjelenése el6tt. Az ivartalanitott és intakt csoport k6zétt nem volt szignifikans kilonbség.
Osszehasonlitottuk azt is, hogy milyen életkorban jelentkeztek az egyes emlédaganatok.
Ezekben az dsszehasonlitasokban nem volt szignifikans kildnbség a daganattipusok kdzott.

Osszesen 8 olyan eset volt, amelyben nem primer, hanem mar recidivalt daganatot
vizsgaltunk. A tubulopapillaris daganatok esetében szignifikansan tébb volt olyan, amelyek
mar eleve recidivaltak voltak, mint a komplex carcinomak, a beningnus daganatok és az egyéb
tumorok kozott. Nyirokcsomo-attétet csak a komplex carcinomak és a carcinosarcomak
esetében talaltunk (13. tablazat). Ebben a tablazatban a kor esetében a konkrét
szamadatokbol egyértelmi az atlag és a szérasérték kozlése. A tobbi adat esetében
(nyirokcsomo-metasztazis, mar recidivalt daganat, recidiva kés6bb, egyéb daganat kifejlédése
kés6bb, elhullas daganat miatt, ivartalanitott, pyometra korabban) az atlagot és a
szorasértékeket ugy szamoltuk, hogy a tulajdonsag megléte kapott szamértéket és a hianya
,0"-t. Ezeknek a paramétereknek az atlag és szérasértékét nem irtuk be a tablazatba.

A kllénb6zd szdvettani tipusu daganatcsoportok tulélési idejét a 15. sz. tablazatban
tintettik fel.

Pearson-féle korrelaciés vizsgalattal a Pgp- és a p53-expresszid mértéke korrelalt
egymassal. A Pgp-expresszid mértéke ezenkivil pozitivan korrelalt a recidivara vald
hajlammal és negativan a tulélési idével. Szintén negativ, de nem szignifikans korrelacié volt
a p53-expresszio mértéke és a tulélési id6é kozott (14. tablazat). Az 6sszehasonlito vizsgalat
alapjan igazolast nyert, hogy minél nagyobb aranyban alakult ki mas tipusu daganat az
altalunk korabban mtétt kutyaban, annal nagyobb valosziniiséggel hullott el a beteg daganat
miatt (13. tablazat).

A p53-expresszio tekintetében nem talaltunk korrelaciot a mag-, illetve citoplazma-
expresszio kozott (r = —0,044), valamint a nuklearis expresszid és a tulélési id6 kozott (r: —
0,145, p = 0,479).

A pb53-expresszi6 kapcsolata a tuléléssel. Wilcoxon Log-rank analizissel
Osszehasonlitottuk a median tulélési id6t a kildnbdzé p53-pontszamu betegesoportok kdzott.
Az alacsony (0, 1, 2) pontszammal rendelkez6 csoportnal (n = 22) az OST 803 nap volt, mig
a magas pontszamu (3 pont, n = 8) csoport esetén 365 nap, a kilénbség szignifikancia kézeli
volt (p = 0,05263) (14. abra). A kildénb6zé p53-pontszamu csoportok median tulélési idejét a
16. tablazatban tuntettik fel.

A Pgp-expresszi6 kapcsolata a tuléléssel. Wilcoxon Log-rank analizissel
Osszehasonlitottuk median tulélési id6t a kildonbdzé Pgp-pontszamu betegcsoportok kozoétt.

Az alacsony (0, 1, 2) pontszammal rendelkezé csoportnal (n = 25) az OST 766 nap volt, mig
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a magas pontszamu (3 pont, n = 5) csoport esetén 36,5 nap, a kllénbség szignifikans volt (p
= 0,0302) (15. abra). A kiilénb6zd Pgp-pontszamu csoportok median tulélési idejét a 17. sz.
tablazatban tuntettuk fel.
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14. abra: A napokban kifejezett median tulélés (OST) 6sszehasonlitasa az alacsony
(0, 1, 2 pontérték, ,A”) és a magas p53-pontszamu (3 pont, ,B”) csoport k6z6tt. OST 803 nap
vs. 365 nap. (Wilcoxon Log-rank analizis, p = 0,05263)
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15. abra: A napokban kifejezett median tulélés (OST) dsszehasonlitasa az alacsony
(0, 1, 2 pontérték, ,A”) és a magas Pgp-pontszamu (3 pont, ,B”) csoport k6zétt. OST 766 nap
vs. 36,5 nap (Wilcoxon Log-rank analizis, p = 0,0302).
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13. tablazat: Kulonbdz6 klinikai paraméterek 6sszehasonlitasa az eltéré szévettani tipusu

malignus emlédaganatok esetén

Kor | Nyirok- Mar Recidiva| Egyéb Elhullas Ivar- Pyometra
’ csomo- | recidivalt | késébb | daganat | daganat |talanitott .
(év) korabban
metasz- | daganat kifejl6- miatt a
tazis dése |késdbbiek-
késbbb ben
[. Tubulo- 0 5 2 1 1 2 2
papillaris
carcinoma
(simplex)
(n=9)
Atlag 8,88
+ SD 2,09
II. Komplex 2 1 0 3 3 0 0
carcinoma
(n=12)
Atlag 9,91
+ SD 2,15
[ll. Egyéb
malignus
daganat
(n=23) 1 0 0 0 1 0 1
Atlag 8,67
+ SD 2,49
Szignifikancia I-II: 0,036
(p-érték) I—1lI:
0,0133
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14. tablazat: A tulélés, a recidivara val6 hajlam, a p53- és Pgp-expresszié dsszehasonlitasa

Pearson-féle korrelacios vizsgalattal

Osszehasonlitott paraméterek Korrelaciés egyutthato Szignifikancia
Pgp : p53 0,55 p <0,01

Pgp : recidiva 0,484 p <0,01

Pgp: tulélési id6 -0,287 p <0,05

p53: tulélési id6 -0,122 nem szignifikans

15. tablazat: A tulélési id6 napokban a kiildnb6z6 szdvettani tipusu emlédaganatok esetén

Daganattipus Atlag Median
I. Tubulopapillaris carcinoma 460 365
SD +382
Il. Komplex carcinoma 754 456
SD +670
lll. Benignus daganat 1186 1186
SD +763
IV. Egyéb malignus daganat 803 803
SD 52
Szignifikancia (p-érték) [-I11: 0,006

[I-11I: 0,0469

[1-1V: 0,0439
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16. tablazat: A napokban kifejezett median tulélési id6 (OST) 6sszehasonlitasa a kiilénb6z6

p53-pontszamu csoportok kézott

p53-pontérték Median tulélési id6 (nap)
0 pont (n=2)

Median 930,75
Atlag 827,33
+ SD 198,43
1 pont (n = 4)

Median 1003,75
Atlag 1095,00
+ SD 741,32
2 pont (n = 6)

Median 602,25
Atlag 687,42
+ SD 545,23
3 pont (n = 10)

Median 930,75
Atlag 938,05
+ SD 643,90
4 pont (n=8)

Median 365,00
Atlag 471,44
+ SD 459,94
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17. tablazat: A tulélési id6k dsszehasonlitasa a kiilonbdzé Pgp-pontszamu csoportok kozott

Pgp-pontszam tulélési id6 (nap)
0 pont (n =2)

Median 328,50
Atlag 328,50
+ SD 219,00
1 pont (n =13)

Median 1003,75
Atlag 932,15
+ SD 647,67
2 pont (n = 10)

Median 602,25
Atlag 941,70
+ SD 549,15
3 pont (n =5)

Median 36,50
Atlag 236,01
+ SD 279,36
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3.3. A COX-2-expresszib vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

3.3.1. A COX-2-expressziok megjelenése

Normal emlészévet. Néhany (< 8%) hamsejt citoplazmajaban tapasztaltunk gyenge
intenzitdsu COX-2-expressziot. Nekrotikus régioknal, a nekrotikus teruletet hatarol6 fusiform
fibroblasztszerli sejtek gyakran erd6sen pozitivak voltak a COX-2-jeloléssel. Mi ezt
adenomaban is tapasztaltuk. A gyulladasos sejtek, pl. macrophagok szintén expresszaltak a
COX-2-t, amely igy bels6 kontrollként is alkalmazhato volt.

Hyperplasticus emidszévet és adenomak. Minden esetben tapasztalhatoé volt gyenge,
heterogén citoplazmatikus festédés. A kotészoveti elemek festédése jelentés volt. A 13
jéindulatu elvaltozasbdl 5 esetben nem tapasztaltunk festédést. A rosszindulatu daganatok
esetében pedig 3 esetben volt gyenge a festédés, amely a 11%-ot nem érte el (tubulopapillaris
carcinoma (n = 2) és komplex carcinoma (n = 1)). A COX-2-expresszi6é az eltér6 szdvettani
tipusu joindulatt daganatok kodzott eltéré volt. igy simplex adenomak esetén esetenként kis
gocokban a sejtek 8-80%-a mutatott erés intenzitdst (n = 3). A komplex tipusu joéindulatu
daganatokban és ductalis hyperplasiaban (n = 7) a COX-2-expresszio fokalisan a 0—79%-ig
valtozott. A joindulatu egyéb elvaltozasokban (n = 3) nem mutatkozott COX-2-expresszi6. Az
ép emlészovetekben a daganatos terlletek mellett a COX-2-expresszio fokalisan jelentkezett
< 10%-ban és kevésbé volt intenziv, mint az epithelialis daganatokban.

Daganatos szévetek. A COX-2-expresszio tulnyomorészt citoplazmatikus és szemcsés
volt. Ezenkivll esetenként erés perinuklearis jeldlést tapasztaltunk és egy-két esetben (solid
carcinoma) nuklearis jeldlés is megfigyelhetd volt. A fusiform stromakomponensek idénként
diffuz vagy fokalis reakcioképességet mutattak. A carcinosarcomakban mind a carcinomas,
mind a sarcomas terlleteken erés és homogén COX-2-expressziéo mutatkozott. A COX-2-t a
rosszindulati daganatszdovet melletti nem neoplasztikus eml6régiok is expresszaltak. A
latszolag ép epithelialis sejtekben a jeldlés gyakran multifokalis volt (az epithelialis sejtek 10—
50%-a) és ritkan hasonld intenzitassal jelentkezett, mint a daganatos sejtekben, de
gyakrabban annal kevésbé. Ezenkivil a komplex tipusu carcinomakban a myoepithelialis

sejtek citoplazmaja gyakran COX-2-pozitiv volt (16., 17. abra).
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17. abra: Kéd: 5-5. Solid carcinoma. 200x-os nagyitas

ANOVA-teszt segitségével 0Osszehasonlitottuk a COX-2-expresszid szazalékos

meértékét a kilonbozé szdvettani diagndzisu csoportok kozoétt. Szignifikans kilonbséget
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talaltunk a benignus daganatok és a solid carcinomak, a benignus daganatok és a sarcomak,
valamint a benignus daganatok és a tubulopapillaris carcinomak kézott (18. abra).

Festédési intenzitas. ANOVA-teszt segitségével 6sszehasonlitottuk a COX-2-festédés
intenzitasat a kilonbdz8 szdvettani diagndzisu csoportok kozott. Szignifikans kildnbséget
talaltunk a benignus daganatok és a solid carcinomak, a benignus daganatok és a
tubulopapillaris carcinomak, a solid carcinomak és a komplex carcinomak, a komplex

carcinomak és a sarcomak, valamint a benignus daganatok és sarcomak kdzoétt (19. abra).

3.3.2. Kiilonb6z6 klinikai paraméterek és a COX-2-expresszioval valo
kapcsolatuk vizsgalata

A szdOvettani Grade alapjan a malignus daganatok megoszlasa a kévetkez6 volt: Grade
| (n=14), Grade Il (n =7), Grade lll (n = 8).

A stadiumbesorolas eredménye a kdvetkezd volt a benignus daganatokban: Stage | (n
= 10), Stage Il (n = 3), Stage Ill (n = 0), Stage IV (n = 0). A malignus emlédaganatokban Stage
I (n =8), Stage Il (n=9), Stage lll (n =7), Stage IV (n = 5).

A primer és a recidivalt tumorokat kilon is elemeztik, de jelents szignifikans eltérést
nem tapasztaltunk koéztik. Ugyanakkor x2-prébaval szignifikans kilonbség adédott (p =
0,009427) abban a vonatkozasban, hogy a recidivalt tumorokkal rendelkezé kutyak
szignifikansan tébb izben kaptak kemoterapias kezelést (8/14), mint azok, amelyek primerek
voltak (5/28). Tovabba a recidivalt tumorok kézoétt szignifikansan (p = 0,018353) tdébb volt az 5
cm-esnél nagyobb méretli tumorral mitétt beteg (4/14), mint a primer tumorok kézoétt (1/28).

Tulélési idbk. Log-rank teszt segitségével 6sszehasonlitottuk a tulélési idét, valamint a
recidivamentes periodust a kilénb6zd szdvettani tipusu emlbdaganat-csoportok kozott.
Tajekoztato jelleggel vizsgaltuk a joindulatu és a rosszindulatu emlédaganatos betegek teljes
tulélési és recidivamentes idejét a 4 éves kovetési periodus alatt. Minden tulélési idét cenzoralt
adatként kezeltiink, amely nem a daganatos folyamat miatt alakulhatott ki, igy a teljes és a
recidivamentes tulélési adatokat egyarant. A benignus daganatok tulélési ideje szignifikansan
hosszabb volt (p = 0,0296547), mint a malignus daganatoké (22. tablazat, 22. abra). A
recidivamentes peridodus szignifikdnsan hosszabb volt a benignus tumorok esetén, mint a
malignusok esetén (p = 0,00122359) (22.b tablazat, 22.b abra).

Meghataroztuk a kilénb6z8 malignus daganatos betegek teljes és recidivamentes
tulélését. A median tulélések az alabbiak szerint alakultak (21. tablazat, 20., 21. abra). A
kildnbségek a tulélési idék tekintetében nem voltak szignifikansak (p = 0,3959). Azonban a
recidivamentes tulélésben a tubulopapillaris carcinoma recidiva ideje csaknem szignifikansan

hosszabb volt, mint a tébbi daganat esetében (p = 0,084).
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18. abra: A COX-2-expresszi6é szazalékos mértékének dsszehasonlitasa a kilénbdz6 tipusu
emlédaganatok koézott. Szignifikans kilonbségeket talaltunk a kévetkezé tumortipusok kozoétt
(Kruskal-Wallis teszt): benignus vs. solid carcinoma: p = 0,0232, benignus vs.

tubulopapillaris carcinoma: p = 0,0006, benignus vs. sarcomak: p = 0,0032

Kutyak eml6tumor tipusainak COX-2 expresszio intenzitasa
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COX-2 expresszio intenzitas

19. abra: A COX-2-expresszi6 festddési intenzitasanak 6sszehasonlitasa a kiilénb6zé tipusu
emlédaganatok ko6zott. Szignifikans kilonbségeket talaltunk a kévetkezé tumortipusok kozoétt
(Kruskal-Wallis teszt): benignus vs. solid carcinoma: p = 0,0019, benignus vs.
tubulopapillaris carcinoma: p = 0,0437, benignus vs. sarcomak: p = 0,0032, solid carcinoma

vs. komplex carcinoma: p = 0,0262, komplex carcinoma vs. sarcomak: p = 0,0082
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20. abra: Napokban kifejezett teljes tulélési idd (OST) kilénbdz6 szdvettani tipusu

malignus emlédaganatok esetén (Log-rank teszt)
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21. abra: Napokban kifejezett recidivamentes tulélési id6 (RFP) kilénb6z6 szdvettani

tipusu malignus emlédaganatok esetén (Log-rank teszt)
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20. tablazat: Osszefoglalo klinikai tablazat a COX-2-expresszids %-ok alapjan tapasztalt pontértékek szerint

COX-2- Tumortipusok Malignitas NSAID Kemoterapia Kor (év) Ivar Primer
pontszam
0 Komplex adenoma (n = 2), Benignus Piroxicam (n = 4), - 2, szuka 2
(n=95) Granulomas steatitis, (n=275) Firocoxib (n = 2) 6(n=2), |(n=49),
Fibroadnexalis hamartoma, 10, kan (n=1)
Lipoma 12,
1 Tubulopapillaris carcinoma simplex (n = 2), Benignus Piroxicam (n = 0), Doxorubicin 4, mind szuka | 6
(n=7) Komplex carcinoma (n = 2), (n=2), Firocoxib (n = 3), (n=1), 7,
Komplex adenoma (n = 2) Malignus Meloxicam (n = 5) Carboplatin 10 (n =2),
Ductalis carcinoma in situ (n=13) (n=2) 12,
az egyik mindkett6t 15
kapta
2 Simplex adenoma, Benignus Piroxicam (n = §), Doxorubicin (n = 6), 8(n=2), | mindszuka | 11
(n=106) Komplex adenoma (n = 2), (n=13), Firocoxib (n= J), Carboplatin (n = 6) 9(n=2),
Carcinosarcoma, Malignus Meloxicam (n = 6) két kutya mindkettot 10,
Fibrosarcoma, (n=23) kapta 11,
Komplex carcinoma (n = 3), 12(n=7),
Solid carcinoma (n = 5), 14 (n=2),
Tubulopapillaris carcinoma simplex (n = 3) 15,
3 Solid carcinoma (n = 2), Benignus Piroxicam (n = 3), Doxorubicin (n = 3), 4(n=2), |mindszuka |6
n=238) Adenoma komplex, (n=23), Firocoxib (n = 1), Carboplatin (rn = 1), 5,
Tubulopapillaris carcinoma simplex, Malignus Meloxicam (n = 4) Ciklofoszfamid (n = 1) | 7,
Komplex carcinoma (n = 2), (n=235) egy kutya mindharmat | 8,
Ductalis hyperplasia, kapta 10,
Simplex adenoma 13(n=2)
4 Osteosarcoma, Malignus Piroxicam (n = 2), Doxorubicin (rn = 1), 7, mind szuka | 4
(n=06) Tubulopapillaris carcinoma simplex, (n=06) Firocoxib (n = 1), Carboplatin (n = 1) 8,
Solid carcinoma (n = 2), Meloxicam (n = 3) 10,
Komplex carcinoma, 11,
Chondrosarcoma 12,
15
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21. tablazat: Napokban kifejezett teljes és recidivamentes tulélés kiilonb6zé szdvettani

tipusu malignus emlédaganatok esetén

Daganattipus Teljes tulélés (nap) Recidivamentes tulélés
(nap)

Carcinosarcoma (n = 1) 152 120

Komplex carcinoma (n = 8) 178 178

Chondrosarcoma (n = 1) 309 250

Ductal carcinoma in situ (n = 1) 335 335

Fibrosarcoma (n=1) 20 20

Osteosarcoma (n = 1) 120 110

Solid carcinoma (n = 9) 162 224

Tubulopapillaris carcinoma (n = 7) | atlag: 559 atlag: 314

22. tablazat: Napokban kifejezett teljes tulélési id6 (OST) benignus, illetve malignus

eml8daganatok esetén

Tulélési idd (nap) | Benignus | Malignus

95% CI, maximum 1200 453
95% CI, minimum 1000 250
Median 1132 427

22.b tablazat: Napokban kifejezett recidivamentes tulélési idé (RFP) benignus, illetve

malignus eml6édaganatok esetén

Tulélési idd (nap) Benignus Malignus

95% CI, maximum 1433 235

95% CI, minimum 811 335
Median 1 167 (atlag) 200
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22. abra: Napokban kifejezett teljes tulélési id6 (OST) benignus (kék), illetve

malignus (piros) emlédaganatok esetén
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22.b abra: Napokban kifejezett recidivamentes tulélési id6 (RFP) benignus (kék),

illetve malignus (piros) emlédaganatok esetén

82



COX-2-pontszam szerinti teljes talélési vizsgalat. Log-rank teszt segitségével
Osszehasonlitottuk a median tulélési idét (OST) a kilénbdzd COX-2-pontértékli csoportok
kozott. Az dsszehasonlitas soran szignifikans kiiléonbség adddott (p = 0,002): A magasabb (3-
as és a 4-es) pontszammal rendelkezék szignifikdnsan révidebb ideig éltek, mint az
alacsonyabb (0-s, az 1-es, és a 2-es) pontszamu csoportba tartozé betegek (24. abra, 23.

tablazat).

23. tablazat: A napokban kifejezett teljes tulélési idé (OST) és a napokban kifejezett
recidivamentes peridédus (RFP) 6sszehasonlitasa a kilénb6zé COX-2-pontszamu, eltérd

Grade-besorolasu és stadiumu csoportok kdzott

COX-2- Stage Grade Teljes Recidiva-
pontérték tulélés mentes
(nap) tulélés (nap)
0 pont I (n=2) 1000 811
(n=295) Il (n=23)
1 pont I (n=25) I (n=3) 734 391
(n=7) l(n=1) Il (n=1)
IV (n=1) l(n=1)
2 pont I (n=6) I (n=28) 1272 155,5
(n=16) Il (n=6) Il (n=23)
I (n=2) [ (n=2)
IV (n=2)
3 pont I (n=4) I (n=2) 472 190
(n=28) I (n=3) l(n=1)
IV (n=1) [ (n=2)
4 pont I (n=2) [ (n=1) 309 142,5
(n=16) Il (n=1) Il (n=3)
Il (n=2) ' (n=2)
IV (n=1)
COX-2-pontszam szerinti recidivamentes tulélési vizsgéalat. Log-rank teszt
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pontszamu csoportok kézott. Az dsszehasonlitas soran szignifikans kilénbség nem adddott
az elhullasi aranyban (p = 0,0641), de a trendben igen (p = 0,0085). A legmagasabb, 4-es
pontszammal rendelkezdk recidivamentes periddusa szignifikdnsan révidebb volt, mint az
alacsonyabb pontszamu csoportok esetében (23. tablazat, 23. abra).

COX-2-expresszi6 és a Grade kapcsolata. ANOVA-teszt segitségével
Osszehasonlitottuk a COX-2-expresszid mértékét a kulonbdzé Grade-besorolasu
daganatcsoportok ko6zott. Sem a COX-2-expresszids %-ban, sem a COX-2-expresszid
intenzitdsaban nem talaltunk szignifikans kulénbséget, bar a COX-2-expresszid ndvekvd
tendenciat mutatott a malignitas fokanak névekedésével (24. és 24.b abra).

COX-2-expresszi6 és a stadium kapcsolata. ANOVA-teszt segitségével
O0sszehasonlitottuk a COX-2-expresszid mértékét a kilonbdzd stadiumbesorolasu (Stage)
malignus daganatcsoportok kozott. Sem a COX-2-expresszidos %-ban, sem a COX-2-

expresszio intenzitasaban nem talaltunk szignifikans kilénbséget (25. és 25.b abra).
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23. abra: A napokban kifejezett teljes tulélési id6 (OST) dsszehasonlitasa a
kildnb6z6 COX-2-pontszamu csoportok k6zott (Log-rank teszt). 0: kék, 1:piros, 2: zold, 3:

lila, 4: vilagoskék
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Kulonb6zé Grade-besorolasu daganatcsoportok COX-2-
expresszios szazalékanak dsszehasonlitasa

Atlag: 43,27 55,86 63,14

1 1
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L 2

COX-2 expresszid %
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[ E—

Grade | Grade Il Grade Il
(n=14) (n=7) (n=8)

24. abra: Kllénb6z6 Grade-besorolasu daganatcsoportok COX-2-expresszios
szazalékanak dsszehasonlitasa (kétmintas randomizalt, un. block ANOVA, Tukey-féle

tobbszords 6sszehasonlitas)

Kulonbozé Grade-besorolasu malignus emlétumorok
COX-2-expresszio intenzitasanak osszehasonlitasa

Atlag: 1.17 1.43 1.50
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0.0 > i |
Grade | Grade || Grade lll
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24.b abra: Kiilonbdz6 Grade-besorolasu daganatcsoportok COX-2-festédési
intenzitasanak dsszehasonlitasa (kétmintas randomizalt, an. block ANOVA, Tukey-féle

tobbszords 6sszehasonlitas)
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COX-2 expresszid % a kiilonbozd stadiuma malignus emlédaganatos beteg esetén

Atlag: 34,86 42,50 62,50 60,00
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25. abra: Kulonb6z6 stadiumbesorolasu malignus daganatcsoportok COX-2-
expresszios szazalékanak dsszehasonlitasa (kétmintas randomizalt, an. block ANOVA,

Tukey-féle tdbbszorés 6sszehasonlitas)

COX-2 expresszio intenzitas a kiilonbozd stadiumu malignus
emlédaganatos beteg esetén
Atlag: 1,00 1,33 1,69 1,00
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25.b abra: Kiilénb6z6 stadiumbesorolasu malignus daganatcsoportok COX-2-
expresszios intenzitasanak dsszehasonlitasa (kétmintas randomizalt, un. block ANOVA,

Tukey-féle tdbbszérds 6sszehasonlitas)
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Cut-off érték meghatarozasa. ROC-analizis segitségével a pozitivan fest6dott sejtek
%-0s aranya alapjan cut-off pontot hatédroztunk meg az OST és RFP tekintetében. A ROC-
analizist < 50% festdédési értékekkel végeztik el (26. és 27. abra). A tulélési id6 50%-os
hatarértéknél 335 napnak adddott, szenzitivitas (95% Cl) = 0,35714, specificitas (95% CI) = 1.
A recidivamentes periodus 50%-os hatarértéknél 93 nap volt, szenzitivitds (95% CI) =
0,928571, specificitas (95% Cl) = 0,333333.

Log-rank analizissel 6sszehasonlitottuk az 50% feletti, illetve alatti COX-2-expressziot
mutatdé betegek tulélési ideje szignifikansan rdévidebb volt, mint az 50% alatti COX-2-
expressziot mutatoké (median OST: 190 nap vs. 330 nap, p = 0,009) (28. abra).

Az 50% feletti COX-2-expressziot mutatdé betegek recidivamentes periédusa
szignifikansan rovidebb volt, mint az 50% alatti COX-2-expressziét mutatoké (median RFP:
110 nap vs. 300 nap, p = 0,039) (29. abra).

ROC plot

© THAEAE it fump e}, 2 e

26. abra: A tulélési idé a COX-2-expresszio 50%-anal mint hatarértéknél. Az OST 50%-
os hatarértéknél: 335 nap, szenzitivitas (95% CI) = 0,35714, specificitas (95% CI) = 1.
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27. abra: A recidivamentes periédus a COX-2-expresszio 50%-anal mint hatarértéknél.
Az RFP 50%-os hatarértéknél: 93 nap, szenzitivitds (95% CI) = 0,928571, specificitds (95%
Cl) = 0,333333.
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28. abra: Az 50%-nal nagyobb (A, kék), illetve alacsonyabb (B, piros) COX-2-expressziot
mutaté betegek tulélési idejének (OST) dsszehasonlitasa, p = 0,009 (Log-rank teszt)
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24. tablazat: A COX-2-expresszié korrelacioja a kilénbdzé klinikai paraméterekkel

Korrelacios koefficiens
Valtozok p-érték
(r-érték)
COX-2-expresszio % : Teljes tulélési id6 -0,50835998 <0,05
COX-2-expresszi6 % : Recidivamentes
-0,7817827 < 0,01
periodus
COX-2-expresszid % : Tumorméret 0,455349141 <0,05
Grade: Teljes tulélési id6 (OST) -0,629 < 0,0001
Grade : Recidivamentes periodus (RFP) -0,638 < 0,0001

COX-2-expresszio korrelacioja kiilbnbdzé klinikai paraméterekkel. Pearson-féle
korrelacios analizissel vizsgalva negativ korrelaciot talaltunk a COX-2-expresszio és a teljes
tulélési idd, valamint a COX-2-expresszid és a recidivamentes periédus kozott. A COX-2-
expresszio és a tumorméret kozott pozitiv korrelacié volt. A Grade-besorolas negativan

korrelalt a teljes tulélési id6vel és a recidivamentes periédussal (24. tablazat).

3.3.3. Az adjuvans kezelés hatasanak vizsgalata

A kezelések soran az alabbiakat vettik alapul. Olyan beteg, amely nem kapott
nemszteroid gyulladascsdkkentét (NSAID) 9 volt, a csak NSAID-ot kapottak 19-en voltak.
Kizarélag kemoterapias kezelésben részesliltek szama 1 volt, a NSAID-ot, valamint
kemoterapias kezeléseket is kapottak szama pedig 13.

NSAID-kezelés kapcsolata a tuléléssel. Pearson-féle korrelacios analizissel vizsgaltuk
a kilénb6zd tipusu nemszteroid gyulladascsokkenték kapcsolatat a tuléléssel. Kizarélag a
firocoxib korrelalt pozitivan a tulélési idbvel (25. tablazat).

Log-rank analizissel dsszehasolitottuk a recidivamentes és teljes tulélési idét az
NSAID-t hasznald, illetve nem hasznal6 csoportok kdzott. Az NSAID-kezelés sem a teljes, sem
a recidivamentes tulélést nem javitotta, a kildnbség nem volt szignifikans (26. tablazat).

Log-rank analizissel O0sszehasolitottuk a recidivamentes és teljes tulélési id6t a
firocoxibot hasznalé, illetve nem hasznalé csoportok kozott (27. tablazat, 30. abra). A firocoxib-

kezelés a tulélést javitotta (nem szignifikansan), de a recidivamentes periédust nem.
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29. abra: Az 50%-nal nagyobb (A, kék), illetve alacsonyabb (B, piros) COX-2-expressziot

mutaté betegek recidivamentes periddusanak (RFP) 6sszehasonlitasa, p = 0,039 (Log-rank

teszt)

25. tablazat: Korrelacios koefficiens a kiiléonb6z6 tipusi NSAID-ok és a tulélési id6

osszehasonlitasakor

NSAID

piroxicam

meloxicam

firocoxib

o0sszes NSAID

r-értek

0,0194

-0,0404

0,1968

-0,1233

26. tablazat: NSAID-kezelések hatasa a teljes tulélésre (OST) és a recidivamentes

periodusra (RFP)

Kezelés OST (napok) RFP (napok)
NSAID-ot nem kaptak 246 230
NSAID-ot kaptak 178 150
Szignifikancia p=0,309 p=0,087
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27. tablazat: A firocoxib-kezelés hatasa a teljes tulélésre (OST) és a recidivamentes

periodusra (RFP)

Kezelés OST (napok) RFP (napok)
Firocoxibot nem kaptak 453 391
Firocoxibot kaptak 965 200
Szignifikancia p =0,4094 p =0,9208

Kemoterapias kezelés kapcsolata a tuléléssel. Log-rank analizissel 6sszehasonlitottuk

a kemoterapias kezelésben részesllt, illetve nem részesilt betegek telies, valamint
recidivamentes tulélési idejét (28. tablazat, 31. és 32. abra). A teljes tulélésben (OST) nem

talaltunk kilénbséget. A recidivamentes periddus (RFP) a kemoterapiaban részesilt

csoportban a kemoterapiat nem kapottakhoz képest az OST-hez hasonléan nem

szignifikansan csokkent. Azon betegek esetében, amelyeknek daganatai sulyosabbak voltak

(Grade Il és Grade Il csoport), a kemoterapias kezelés a tulélést javitotta (nem

szignifikansan), de a recidivamentes id6t nem (29. tablazat, 33. és 34. abra).
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30. abra: Emlédaganatos kutyak napokban kifejezett tulélési ideje (OST) a firocoxib

kezelésben részesiilt (piros), illetve nem részesiilt csoport esetén (kék), Log-rank analizis
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28. tablazat: Emlédaganatos kutyak napokban kifejezett teljes tulélési ideje (OST) és
recidivamentes periddusa (RFP) a kemoterapias kezelésben részesiilt, illetve nem részesllt

csoport esetén

Kezelés (6sszes malignus | OST (napok) RFP (napok)
eml6tumoros eset)

Kemoterapiat nem kaptak 246 200
Kemoterapiat kaptak 224 150
Szignifikancia p=0,848 p=0,0574

29. tablazat: Grade Il és Grade Il besorolasu emlédaganatos kutyak napokban kifejezett
teljes tulélési ideje (OST) és recidivamentes periddusa (RFP) a kemoterapias kezelésben

részesdlt, illetve nem részesiilt csoport esetén

Kezelés OST (napok) RFP (napok)
(Grade Il és Il esetek)
Kemoterapiat nem kaptak 152 120
Kemoterapiat kaptak 224 100
Szignifikancia p =0,8484 p=0,8234
_1 0.00 .
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. 061 |
L
S 04
|_
0.2
0.0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Napok

31. abra: Emlédaganatos kutyak napokban kifejezett tulélési ideje (OST) a kemoterapias

kezelésben részesllt (piros), illetve nem részesiilt csoport esetén (kék), Log-rank analizis
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32. abra: Emlédaganatos kutyak napokban kifejezett recidivamentes periddusa (RFP) a
kemoterapias kezelésben részesiilt (piros), illetve nem részeslilt csoport esetén (kék), Log-

rank analizis

| 0.00 10+ 0: Kemoterapids kezalésben részesilt [pires)
R 1: Kemoterapias kezelésben nem részesilt (kek)
0.8 o
0.5
S
5 B
I
w3
o
= 04 -
=
0.2
a0 - 5 - L ’ = 4
o 20 40 &0 ED 100 100 140

Napok

33. abra: Grade Il és Grade Ill besorolasu emlédaganatos kutyak napokban kifejezett
tulélési ideje (OST) a kemoterapias kezelésben részesllt (piros), illetve nem részesiilt

csoport esetén (kék), Log-rank analizis
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34. abra: Grade Il és Grade lll besorolasu eml6daganatos kutyak napokban kifejezett
recidivamentes periédusa (RFP) a kemoterapias kezelésben részesitilt (piros), illetve nem

részesllt csoport esetén (kék), Log-rank analizis

3.3.4. A stadiumbasorolas és a tulélés kapcsolata

Log-rank analizissel értékeltiik a kiilénb6z8 stadiumu malignus daganatos betegek
teljes tulélését (OST). A tulélések az I., a ll., és a lll. stadiumban nem tértek el egymastdl, de
a IV. stadiumu betegek tulélése szignifikansan elmaradt a tébbitél (p < 0,0001). Az OST az
alabbiak szerint alakult: Stage I: median nem volt meghatarozhaté, az atlag 713 nap, Stage
[I: 178 nap, Stage lll: 140 nap, Stage IV: 20 nap (35. abra).

Log-rank analizissel dsszehasonlitottuk a kilénb6z6s stadiumu malignus daganatos
betegek recidivamentes tulélését (RFP). Az RFP az |., a Il. és a lll. stadiumban nem tért el
egymastol, de a IV. stadiumu betegek recidivamentes periédusa szignifikansan elmaradt a
tobbitél (p = 0,0186). A median recidivamentes tulélési id6k az alabbiak szerint alakultak:
Stage I: 335 nap, Stage Il: 224 nap, Stage IIl: a median nem volt meghatarozhato, az atlag
220,5 nap, Stage IV: 21 nap (36. abra).
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35. abra: A kiilénb6z6 stadiumbesorolasu malignus emlédaganatos kutyak napokban

kifejezett median tulélési ideje (OST), Log-rank analizis, p < 0,0001. |. Stage: kék, Il. Stage:
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36. abra: A kiilénb6z6 stadiumbesorolasu malignus emlédaganatos kutyak napokban

kifejezett recidivamentes periddusa (RFP), Log-rank analizis, p = 0,0186. |. Stage: kék, .

Stage: piros, lll. Stage: zdld, IV. Stage: lila
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3.4. A tirozin-kinazok vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

Ugyanazon allat daganatos (n = 13) és egészséges (n = 13) emlbtelepeibdl szarmazo
mintakban hataroztuk meg a tirozin-kinazok mRNS-expressziojat a HPRT haztartasi génhez
viszonyitva.

A kapott értékeket Student-féle paros t-probaval hasonlitottuk 6ssze, p < 0,05 érték
esetében tekintettik a kulonbséget szignifikdnsnak. A daganatos eml6telepek VEGFR1-,
VEGFR2-, VEGF- és EGFR-expresszidja szignifikansan magasabb volt, mint az egészséges
eml6telepeké (37. abra).

Kruskal-Wallis ANOVA-val 6sszehasonlitottuk VEGFR1-, PDGFRa-, VEGF-, EGFR-,
KIT-, valamint MET-expresszios értékeket a Grade | (n = 5), Grade Il (n = 5) és Grade lll (n =
3) besorolasiu eml6édaganatok esetében. A kontroll ugyanazon allat egészséges
emlészdvetébdl szarmazd minta volt (38. abra). A kilénbséget p < 0,05 érték alatt tekintettik
szignifikansnak.

A magasabb Grade besoroldas magasabb VEGFR1-expressziéval jart egyutt.
Szignifikans kuldnbség adédott a Grade | és Il (p = 0,014), Grade Il és Il (p = 0,016), valamint
a Grade | és Il (p = 0,023) besorolasu mintakbdl szarmazé VEGFR1-expresszio kdzott. A
Grade | és a kontroll kdz6tt viszont nem volt szignifikans kilénbség (38. abra).

A VEGFR2-expresszié tekintetében a Grade | tumoroknal volt a legmagasabb az
MRNS-szint, ezt kdvette egyre csdkkend értékekkel a Grade Il, végll a Grade Il csoport.
Mindharom esetben a daganatos szévetben szignifikansan magasabb koncentraciét mértink,
mint a kontroll eml&szévetben: Grade | (p = 0,046), Grade Il (p = 0,008), Grade Il (p = 0,015)
(38. abra).

A PDGFR1-expresszio esetén a Grade | tumoroknal volt a legmagasabb az mRNS-
szint, ezt kdvette egyre csdkkend értékekkel a Grade Il, végul a Grade Il csoport. A Grade |
és Grade Il csoportban szignifikdnsan magasabb volt a koncentracié, mint a kontroll
emlészdvetben, valamint szignifikans kildnbség volt a Grade | és Grade Il, lll, illetve a Grade
Il és Grade Il csoportok k6zo6tt (38. abra).

EGFR-expresszid esetében szintén a Grade | tumoroknal volt a legmagasabb az
MRNS-szint, ezt kdvette egyre csdkkend értékekkel a Grade I, végul a Grade Il csoport.
Valamennyi daganatos csoportban szignifikdnsan magasabb koncentraciot mértiink, mint az
egészséges emlészdvetben. Ezenkivill szignifikans kilonbség volt a Grade | és Grade Il

csoport kozott (38. abra).
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37. abra: Kulénb6z6 tirozin-kindzok és a VEGF HPRT-re normalizalt értékeinek
Osszehasonlitasa azonos allatokbdl szarmazo daganatos (n = 13) és egészséges (n = 13)
eml&szovet esetén Student-féle t-prébaval. p < 0,05 érték esetében tekintettik a kiildnbséget
szignifikansnak (*). A. VEGFR1-expresszié, B. VEGFR2-expresszio, C. PDGFR1-expresszio,
D. EGFR-expresszio, E. ErbB2-expresszio, F. c-KIT-expresszié, G. c-MET-expresszio, H.

VEGF-expresszio
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38. abra: Kulénb6z6 tirozin-kindzok és a VEGF HPRT-re normalizalt értékeinek
dsszehasonlitasa kulénb6zé Grade-besorolasu daganatok esetén. Grade | (n = 5), Grade |l
(n = 5) és Grade lll (n = 3). A kontrollt minden esetben az adott allat egészséges emi6jébdl

szarmazo minta képezte. Kruskal-Wallis ANOVA, a kulénbséget p < 0,05 érték alatt
tekintettlk szignifikansnak (*). A. VEGFR1-expresszio, B. VEGFR2-expresszio, C. PDGFR1-
expresszio, D. EGFR-expresszio, E. ErbB2-expresszio, F. c-KIT-expresszio, G. c-MET-

expresszio, H. VEGF-expresszio
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Az ErbB2-expresszié mérésekor a Grade | mintakban szignifikansan magasabb volt a
koncentracio, mint a Grade |l vagy Grade Il csoportban. Ezenkivil a Grade Il
daganatszdvetben a kontroll szdveténél is szignifikdnsan magasabb értéket mértink (38.
abra).

A c-KIT-expresszio vizsgalatakor a VEGFR1-nél tapasztalthoz hasonlé folyamatokat
talaltunk, azaz a Grade Ill csoportban mértik a legmagasabb koncentraciot, ami
szignifikdnsan magasabb volt a Grade | és Grade || mintakénal. A Grade | csoport kivételével
a daganatszovetekben a kontrolinal szignifikdnsan magasabb mRNS szintet detektaltunk (38.
abra).

A c-MET esetében a Grade Il csoportban talaltuk a legmagasabb mRNS-koncentraciot,
ezt kovette a Grade lll, majd a Grade | csoport. Mindharom daganatos csoport a
kontrollszbvetnél szignifikdnsan magasabb értéket mutatott, ezenkivil szignifikans
kildnbséget talaltunk a Grade | és Grade I, illetve a Grade | és Grade Il csoportok kdzott (38.
abra).

A VEGF-expresszi6 vizsgalatakor szintén hasonld folyamatokat talaltunk: magasabb
Grade magasabb expresszios értékekkel jart egyltt. Szignifikans kiilénbség volt a Grade | és
Grade Il, a Grade | és Grade lll, valamint a Grade Il és Grade Ill csoportok kdzétt (38. abra).

Mann-Whitney teszt segitségével dsszehasonlitottuk a kilénb6zd Grade-besorolasu
csoportok sajat egészséges kontroll emléparjukhoz viszonyitott relativ expresszios értékeit. A
kovetkez6 faktoroknal talaltunk szignifikans kilonbséget: VEGFR1, PDGFR1, c-KIT és c-MET.
VEGFR1 esetén a Grade lll tumoroknal szignifikAnsan magasabb relativ expresszids értéket
meértink, mint a Grade | (p = 0,005) és a Grade Il (p = 0,037) mintak esetében. A PDGFR1
relativ mRNS-szintje Grade Il tumorok esetén szignifikansan alacsonyabb volt, mint a Grade
| (p =0,048) és Grade Il (p = 0,045) csoportokban. A c-KIT és c-MET vizsgalatakor a relativ
expresszios értékek a Grade Il csoportban szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a Grade
| (p = 0,049 és p =0,049), illetve Grade Il daganatok (p = 0,048 és p = 0,049) esetében (39.

abra).
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39. dbra: Az eltér6é Grade-besorolasu csoportok sajat egészséges kontroll emléparjukhoz

viszonyitott relativ expresszios értékei (kilénbdzd tirozin-kinazok és a VEGF). Grade | (n =
5), Grade Il (n = 5) and Grade Il (n = 3). Mann-Whitney teszt, a kildnbséget p < 0,05 érték

alatt tekintettlk szignifikansnak. A. VEGFR1-expresszid, B. VEGFR2-expresszid, C.

PDGFR1-expresszio, D. EGFR-expresszio, E. ErbB2-expresszio, F. c-KIT-expresszio, G. c-

MET-expresszid, H. VEGF-expresszio
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4. Megbeszélés

4.1. A Pgp-expresszi6 vizsgalata kutyak
lymphomaja esetén

Lymphomas kutyak esetén a terapiarezisztencia kiléndsen nagy jelentéségi klinikai
faktor, mivel dontéen ez felelés a kemoterapias kezelés kudarcaért (Bergman, 2000; Vail,
2019). A multidrog-rezisztencia (MDR) egyik & kivalté faktora a P-glycoprotein (Pgp), ami egy
ATP-figgé pumpafehérie. Ez a fehérje képes szamos, a lymphoma terapiajaban
kulcsfontossagu citosztatikumot mint a doxorubicint vagy a vincristint kipumpalni a
daganatsejtbdl. A Pgp immunhisztokémiai modszerrel t6rténd kimutatasa kutyak esetében
1996 ota ismert (Lee, 1996; Ginn, 1996). Lee és Ginn (1996) a megndvekedett Pgp-
expressziot negativ prognosztikai faktorként azonositottak. Vizsgalatunk egyik f6 célja volt,
hogy egyrészrél megerdsitsik a Pgp-immunhisztokémia prognosztikai eértékét kutyak
lymphomaja esetén, beleértve a fest6dés intenzitdsanak és a fest6dési szazaléknak a
figyelembe vételét. Masrészrél az, hogy validaljuk az altalunk hasznalt festési modszert egy
Pgp cut-off érték meghatarozasaval. Utébbira azért volt szikség, mert a szakirodalmi
adatokban eltéré Pgp-expresszids szazalékok szerepelnek. Ezeknek az eltéréseknek részben
metodikai, részben a festbédés eltéré kiértékelése, vagyis a vizsgaldk szubjektivitasa a
lehetséges oka. Ezért a prognosztikai érték erdsitése céljabdl javasolt a kiilénb6zé modszerek
validalasa. igy lehetéség nyilna arra, hogy a kezelés megkezdése elétt informéacidkat
szerezzink a varhato terapiarezisztenciardl és ezekben az esetekben a nem Pgp-szubsztrat
kemoterapeutikumokat preferaljuk az olcsdbb, hagyomanyos szerekkel szemben.

Vizsgalatunk masik célja a kilénb6zé klinikai jellemz8k kiértékelése volt, kildénds
tekintettel a recidiva, illetve gyogyszermellékhatasok okozta halalozasra. Az ezekkel
kapcsolatos prognosztikai faktorok azonositasa, valamint az MDR-rel valé kapcsolatuk
vizsgalata. Ez utdbbival kapcsolatban az volt a hipotézisiink, hogy az alacsonyabb Pgp-
expresszios érteket mutatd betegek érzékenyebbek a gyogyszermellékhatasokra, mint a
magasabb Pgp-expressziét mutatd paciensek.

Klinikai paraméterek. A kezelésben részesilt lymphomas betegeink teljes median
tulélése (OST) 333 nap volt, mig a median recidivamentes periodus (RFP) 134 nap. Ez
lényegében megegyezik Dhaliwal és mtsai. 2013-ban publikalt tulélési adataival (median OST
246 nap, median RFP 137 nap). Valli és mtsai (2011) 418 lymphomas kutyat vizsgalva az
USA-ban ennél rdvidebb, 218 napos median tulélést irtak le, Aresu és mtsai. (2015)

Olaszorszagban pedig még révidebb, 195 napot. Azt meg kell jegyezniink, hogy az amerikai

101



ebekhez viszonyitva a hazai kutyak (fé6ként a vidéken él6k) ritkdbban részesulnek adekvat
kezelésben. Viszont azokban az esetekben, amikor lehetéség van a megfelel6 kemoterapias
protokollok hasznalatara, az altalunk produkalt tulélési adatok megegyeznek a nemzetkdzi
koézleményekben leirtakkal vagy annal kicsit jobbak.

Immunfenotipus. A betegeink 72,72%-anak volt B-sejtes, 27,27%-anak pedig T-sejtes
lymphomaja, ezek az aranyok az irodalmi adatokhoz hasonléak. A T-sejtes lymphomak B-
sejtes formakhoz viszonyitott rosszabb korjoslata ismert jelenség. Tanulmanyunkban az OST
high-grade B-sejtes formak esetén 404 nap volt, az dsszes B-sejtes forma esetén 253 nap,
mig a high-grade T-sejtes formak esetén 240 nap, valamennyi T-sejtes beteg esetén pedig
150 nap.

Stadium és alstadium. A 1V stadiumu betegek teljes median tulélése (n = 22) 415 nap
volt, ami szignifikdnsan kulénb6zo6tt az egyéb stadiumokétal, Il stadium: 135 nap (n = 1), lll
stadium: 124 nap (n = 4) és V stadium (n = 6, median: 150 nap). A kedvezdbb stadiumok
rosszabb tulélési adatainak magyarazata az alacsony esetszam és ebbél fakaddan a
klldnb6zd szdvettani tipusu betegek egyenlbtlen eloszlasa. Az egyetlen |l stadiumu beteg
kifejezetten rossz korjoslatu Burkitt-like lymphomas volt, mig a 4 db Il stadiumu betegbél 3 db
high-grade T-sejtes lymphoma volt, ezeknek a median tulélése szintén alacsony.

Ivararany. Szukak és kanok esetében a teljes tulélésben nem talaltunk szignifikans
kildnbséget (kanok: n = 18, median: 342 nap, szukak: n = 15, median: 244 nap), ez az
eredménylink megfelel az irodalmi adatoknak.

Pgp-expresszié. Az altalunk tapasztalt 54,5%-0s Pgp-pozitivitds magasabb, mint a
Ginn altal 1996-ban publikalt 27,3%-0os vagy Lee 33%-o0s atlagos értéke. Az
immunhisztokémiai maddszerrel detektalt Pgp-festédési értékek kutyaban nagy szoérast
mutatnak. Sokotowska és mtsai. (2015) 10%-os cut-off érték mellett kilonbdzé szdvettani
altipusu lymphomakat vizsgalva 48%-o0s (12/25) Pgp-pozitivitast talalt, mig Dhaliwal és mtsai
(2013) 50%-o0s cut-off érték mellett 80%-o0s pozitivitast detektaltak. A kiilonb6z6é eredményeket
szamtalan faktor okozhatja, kezdve a metodikai eltérésektél (pl. antigénfeltaras eréssége), de
esetiinkben a magasabb érték magyarazata lehet a T-sejtes betegek relative nagyobb szama
(27,7%) is. Eppen ezért szilkséges a sajat cut-off értékek meghatarozasa és a modszer
validalasa.

Pgp-pontérték. Pontrendszer hasznalatakor Drénou és mtsai.-hoz (1998) hasonléan
szignifikans kuldnbséget taldltunk mind a tulélésben, mind pedig a recidivamentes
periddusban a kulonbdzé pontszamu csoportok kozott. 15 beteget tekintettink Pgp-
negativnak (0 pont) és 18-at Pgp-pozitivhak (1, 2, 3 pont), ezek az aranyok gyakorlatilag
megegyeznek Sokolowska és mtsai. (2015) adataival, ahol 25 betegbdl 12-t talaltak Pgp-
pozitivnak. A Pgp-pozitiv és -negativ csoport k6zott mind a teljes tulélésben (240 nap vs. 428

nap, p = 0,0027), mind pedig a recidivamentes periddusban (95 nap vs. 232 nap, p = 0,004)
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szignifikdns kilonbséget talaltunk. ROC-analizis segitségével 35%-0s Pgp-expresszios cut-
off értéket hataroztunk meg, melynek a specificitasa és szenzitivitasa a tulélésre 0,75, illetve
0,7, arecidiva el6jelzésére pedig 1 és 0,533 volt. Eszerint a PgP-immunhisztokémia 35% cut-
off érték hasznalataval megfeleld diagnosztikai értékkel rendelkezik.

Pgp festédeési intenzitas. Céljaink kdzott szerepelt a festédés intenzitasanak vizsgalata
és ennek szamszerisitése. Markans kulonbséget (240 nap vs. 428 nap, p = 0,016) talaltunk
a teljes tulélésben az erdsen, illetve gyengén fest6dd mintak kozott, akarcsak Lee és mtsai.
(1996). Hasonl6 a tendencia a recidivamentes peridédus 6sszehasonlitasakor is, szamszerint
103 nap vs. 221 nap (p = 0,046). Vizsgalatunkkal megerésitettik a Pgp festédési intenzitas
prognosztikus értékét. Ezenkivul medfigyeltik, hogy a T-sejtes lymphomak er&sebben
festédnek (8/9). Lee és mtsai.-val (1996) ellentétben mi szignifikans kilonbséget talaltunk a
B- és T-sejtes formak fest6dési intenzitasa kdzott: normal és erds festédést szignifikansan
gyakrabban (p = 0,0028) tapasztaltunk T-sejtes lymphomaknal, mint a B-sejtes formaknal. Ez
magyarazhatja tdbbek kdzott a T-sejtes forma terapiarezisztenciajat és a rosszabb tulélési
adatokat.

A Pgp-immunhisztokémia prognosztikai értékét 6sszegezve elmondhatjuk, hogy az
ABC transzporterek expresszidja és a betegség Kklinikai lefolyasa kozotti kapcsolat
ellentmondasos. A Pgp-meghatarozas fontossagat mint prognosztikai faktort, Bergmann
(1996) és Lee (1996) korai vizsgalatai egyértelmien bizonyitottak. Bergmann 1996-os
vizsgalataval ellentétben, melyben leirta a C219 ellenanyaggal térténé Pgp-immunhisztokémia
prognosztikai jelentéségét fontos prognosztikai faktorként azonositva azt, Zandvliet és mtsai.
2015-ben azt tapasztaltak, hogy a kezelés el6tti mintakban vizsgalt ABC transzportergén
expressziojanak szintje nem volt prediktiv sem a teljes, sem a recidivamentes tulélésre.
Dhaliwal és mtsai. (2013) immunhisztokémiai modszerrel talaltak ugyan kilénbséget a Pgp-
pozitiv és Pgp-negativ csoport median tulélésében (OST 246 nap vs. 418 nap), de ez a
kilénbség nem volt szignifikans (p = 0,762). Mindezen fetételezések ellenére mi a kezelés
megkezdése el6tt vizsgalt Pgp-expressziot megfeleld cut-off érték hasznalataval megbizhato
prognosztikai faktornak talaltuk. Hipotézisinkben a vizsgalatot megel6zéen azt
valoszinUsitettik, hogy a 10%-os cut-off érték megfeleld prognosztikai értékl. A vizsgalatok
soran azonban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy magasabb cut-off érték hasznalata
esetén a tulélésbeli kiilbnbség még inkabb szignifikans. Kiléndsen fontosnak tlinik az adatok
megfelel6 cenzoralasa a halal oka szerint, mivel a daganatos okbdl és a gyégyszermellékhatas
miatt bekovetkezett halalozas elkllonitésével sokkal pontosabb kovetkeztetéseket lehet
levonni. Példaul a mi vizsgalatunkban a cenzoralt adatok hasznalataval (a
gyogyszermellékhatds okozta halalozas kizérasa utan) a Pgp < 35% (vagy O, illetve 1
pontszamu) csoport tulélése megkdzelitdleg 400 nap volt, szemben a Pgp = 35 (2 és 3

pontszamu) csoport kb. 200 napos tulélésével. Cenzoralas nélkil ezt a kulénbséget
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alulbecsultik volna, a median tulélés 333 nap lett volna Pgp < 35% esetén és 189 nap = 35%
expresszio esetén (p = 0,0369).

Feltételezésink szerint szamos tényezd befolyasolja a Pgp-immunhisztokémia
prognosztikai értékét (30. tablazat). Az egyik ilyen az eltérés a festési metodikaban
(antigénfeltaras, inkubaciés id6k, a metodika standardizalasa, az adott ellananyag

klénaffinitasa az antigénhez) (Ginn, 1996; Lee és mtsai., 1996; Dhaliwal és mtsai., 2013).

30. tablazat: A Pgp-immunhisztokémia prognosztikai értékét befolyasolé f6bb tényezék

Eltérések a festési metodikaban Eltérd inkubaciés id6, reagensek stb.

Festédés kiértékelése Manualis szamolas VS. automata
képelemzés, eltérések az egyes vizsgalok

kozott, leszamolt sejtek szama

MDR kialakulasa a kezelés el6tt Pl. szteroid-el6kezelés

Eltéré beteganyag Immunfenotipus, szdvettani besorolas
Alkalmazott kemoterapias protokoll Pgp-szubsztratok vs. egyéb szerek
Beteg egyedi érzékenysége Mellékhatasok miatti doziskorrekcio

Visszaesés és elhullas idejének pontos | Adatok megfelel6 cenzoralasa

megallapitasa

Egyéb rezisztenciat okozé6 faktorok PI. citokrém P450

Kovetkez6 a fest6dés kiértékelése, az alkalmazott szamolasi modszer, az eltérés az
egyes vizsgaldk kozott, manualis szamolas vagy automata képelemzés, a leszamolt sejtek
szama (Bergmann és mtsai., 1996; Ginn, 1996; Lee és mtsai., 1996; Dhalival és mtsai., 2013).
llyen tényezé a vizsgalatot megel6z6 MDR kialakulasa a betegben, pl. szteroid-el6kezelés a
kemoterapias protokoll megkezdése el6tt (Tsujimura és mtsai., 2005). Kulonbséget okozé
faktor az eltérd beteganyag (immunfenotipus, szdvettani tipus) (Sokolowska és mtsai., 2015).
Tovabbi tényez6é az alkalmazott kemoterapias protokoll, kilénds tekintettel arra, hogy a
felhasznalt gyodgyszerek Pgp-szubszratok (pl. doxorubicin, vincristin) vagy nem (pl. L-
Asparaginase, lomustine) (Tse és Kwong, 2013). Dhaliwal és mtsai (2013) vizsgalatukban pl.
a betegeket L-Asparaginase alapu terapiaval kezelték, ami markansan csdkkenti a Pgp-pozitiv
sejtek szamat. Valészinilileg ez a magyarazata annak, hogy nem tapasztaltak szignifikans
kildnbséget a tulélésben a Pgp-pozitiv és -negativ csoportok kdzoétt ellentétben pl. Lee és
munkatarsaival vagy vellink. Tovabbi kulonbséget okozhat a betetegek mellékhatasokra valo
egyedi érzékenysége, ami miatt szlikség lehet a kemoterapias szerek doziskorrekcidjara vagy
bizonyos szerek elhagyasara, ami szintén el6segiti az MDR kialakulasat (Bergman, 2000).

Kifejezetten fontos tényez§ a visszaesés és elhullas idejének pontos megallapitasa, az adatok
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cenzoralasa az alapjan, hogy a halal daganatos okbdl vagy gyégyszermellékhatas miatt
kdvetkezett be. Es vannak egyéb, nem ABC-transzporter alapu faktorok, amik szintén
terapiarezisztenciat okoznak, pl. citokrém P450 rendszer (Grandjean és mtsai., 2002) vagy
kiilénb6z8 antioxidansok (Cort és mtsai., 2016). Az itt felsorolt faktorok mind befolyasolhatjak
a klinikai adatokat és hozzaaddédhatnak a Pgp pumpafunkciojahoz, befolyasolva ezzel a
terapias valaszt és az eredményt.

Gyogyszermellékhatasok és Pgp-expresszios értékek 6sszehasonlitasa. Az altalunk
leggyakrabban medfigyelt mellékhatas a hasmenés volt. A kumulativ grading megmutatta,
hogy Dhaliwal és mtsai. (2013) megallapitdsaihoz hasonléan a hasmenés, az anorexia és a
thrombocytopenia voltak a kezelés legsulyosabb mellékhatasai. Azt tapasztaltuk, hogy a
daganatos halalozas Pgp = 6.5% cut-off érték hasznalataval gyengén el6rejelezhetd, ahogy a
gyogyszermellékhatasok okozta halalozas is. Wang és mtsai. 2015-ben azt talaltak, hogy a
kemoterapias kezelés alatt neutropeniat mutaté betegek szignifikansan magasabb tuléléssel
rendelkeztek. Bar Wang és mtsai. az egyes daganatmintak Pgp-expresszidjat nem vizsgaltak,
valdszinUsithet6, hogy a neutropenia a normal és daganatos szdvetekben 1évé alacsonyabb
Pgp-koncentracio kévetkezménye volt. Ezt tdmasztja ala Gramer és mtsai. (2015) vizsgalata
is, ami szerint a kiindulasi és terapiat koveté MDR-1 génexpresszids értékek alkalmasak
lehetnek kilonbdzé gyodgyszermellékhatasok, valamint a terapiarezisztencia kialakulasanak
elérejelzésére is. Ebben a 27 kutyas vizsgalatban a gydgyszermellékhatasokat mutatd kutyak
szignifikansan alacsonyabb MDR1 mRNS-szinttel rendelkeztek real-time PCR mddszerrel
vizsgalva.

A kutatasunk soran azt is vizsgaltuk, hogy a terapia el6tti, el6kezeletlen
daganatmintabdl lehet-e kovetkeztetni a késdébbi, in vivo ,normal” gydgyszerrezisztencia
funkcidra. Az eredményeink szerint alacsony szenzitivitassal (0,55), de magas specificitassal
(0,81) el6 tudtuk jelezni a gydgyszermellékhatas miatt bekdvetkezett halalozast. A daganatos
betegség miatt bekdvetkezett halalozast ezzel szemben magas szenzitvitiassal (0,87) és
alacsony  specificitassal  (0,66) tudtuk jelezni.  Tapasztalataink  szerint a
gyogyszermellékhatasok gyakoribbak a Pgp-negativ, mint a Pgp-pozitiv betegeknél, illetve
Pgp < 6,5% cut-off értéknél a hasmenés kialukasanal er6s szignifikanciat is talaltunk (p =
0,001). Lehetséges, hogy ennek az az oka, hogy a Pgp-negativ betegek tovabb élnek, emiatt
tobb kemoterapias kezelést kapnak, igy nagyobb eséllyel alakul ki hasmenés naluk.

A kemoterapias szerek mind a daganatsejtek, mind a gyorsan oszt6do testi sejtek
pusztulasat elSidézik, ami részben a daganat remissziojat okozza, részben pedig
mellékhatasként azt eredményezi, hogy a betegek fogékonyabbak lesznek a kilonbdzé
fertbzésekre. A beteg sejtijeinek velesziletett/orokolt (ab ovo) képessége pedig a
kemoterapias szerek kipumpalasara vagy metabolizalasara okozza késébb a tumorsejteknek

azt a képességét, hogy multidrogrezisztenciat (MDR) fejlesszenek ki (Bergman és mtsai.,
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1996). Ez a folyamat okozhat csdkkent terapias valaszt (korabbi visszaesés) és ugyanakkor
kevesebb gyogyszermellékhatast is. Emelett nem szabad megfeledkezi arrél sem, hogy a
sejtek nem csak ab ovo, hanem szerzett gydgyszerrezisztenciaval is rendelkezhetnek (Mealey
és mtsai., 1998).

Vizsgalatunk legnagyobb limitald tényezéje a kis esetszam volt. Az eredményeink,
miszerint a kemoterapia megkezdése elétt vizsgalt Pgp-negativ nyirokcsomék magabb OST
és RFP értékekkel jarnak, megerésitik azokat a korabbi irodalmi adatokat, miszerint kutyak
lymphomaja esetén a magas Pgp-expresszio terapiarezisztencia kialakulasaval jar, ezaltal
negativ prognosztikai faktor (Lee és mtsai., 1996; Ramos-Vara és Miller, 2007).

Eredményeink alapjan azt javasoljuk, hogy a festédés intenzitasat is értékelni kell az
immunhisztokémiai vizsgalat hasznalatakor. Feltételezzlk azt is, hogy nemcsak a kildonbdzé
immunhisztokémiai modszerek, metodikai kilénbségek miatt kaptak az egyes kutatok eltérd
eredményeket, hanem azért, mert a Pgp-expresszid prognosztikai értéke magasabb a féként
Pgp-szubsztratokkal kezelt betegekben.

Amennyiben az adott metodikat megfeleléen értékelik ki, az a klinikai gyakorlatban jol
hasznalhaté lesz, de ehhez megfelel6, a konkrét modszerre validalt cut-off értékeket kell
meghatarozni. Ugy latjuk, hogy a gyégyszermellékhatasok kialakulasa gyenge dsszefiiggést
mutat az el6kezeletlen tumorok Pgp-expresszidjaval. A Pgp-expresszid kiértékelése csak a
daganatsejtek terapiarezisztenciajardl ad relevans informacioét, nem pedig az egész allat
terapias valaszardl (kilonds tekintettel a mellékhatasokra). Ahogy ezt mar mas szerzék is
megallapitottak (Zandvliet és mtsai., 2015), tovabbi nagy beteglétszamu, hosszu utankdvetési
id6szaku vizsgalatokbdl nyerheté informaciok tovabb ndvelhetik a Pgp-immunhisztokémiai
Iétjogosultsagat a lymphomas kutyak napi terapigjaban.

Vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy a Pgp-immunhisztokémia megfeleld
diagnosztikai értékkel rendelkezik és az egyedre szabott gydgyaszat alapja lehet lymphomas
kutyak esetében. Intenziv és magas (> 35%) Pgp-expresszio esetén a kezeld allatorvosnak
ugyanis a jobb terapias valasz eléréséhez javasolt olyan szereket kell valasztania, amelyek

nem Pgp-szubsztratok (pl. lomustine, L-asparaginase).
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4.2. Pgp- és p53-expresszio vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetéen

4.2.1. Pgp- és p53-expresszio az egészséges, illetve a daganatos
emlészévetben

A pb3-expresszio tekintetében érdekes, hogy pozitiv festédést tapasztaltunk a
jéindulatu daganatok esetében is, bar kisebb expresszids szazalékban, mint a tubulopapillaris
és komplex carcinomaknal. A p53-pozitivitas nem meglepé adenomaknal sem (Wolf és mtsai.,
1997). Ugyanakkor a carcinomak nagy része pozitivan fest6dott, és az expresszids
szazalékok a mi esetlinkben nagyobbnak mutatkoztak, mint pl. Rodo és Malicka (2008)
esetében, akik 32%-0s expressziot tapasztaltak carcinomaknal. Ez a kuldnbség abbdl is
adoédhat, hogy 6k kizardlag a magfestédést vizsgaltak, mi pedig mindkét sejtrégié (mag és
citoplazma) festédését.

A p53 magfestédése csak 30%-ban volt tapasztalhatdé és az sem volt klasszikusan
er8s. Ez nem meglepd. Bar sokkal kifejezetteb magfestédést vartunk, mégis a klasszikus
magfestédés kutyakban nem olyan kifejezett, mint emberekben. A p53-festédés kutyakban
gyakran a citoplazmara jellemzé. Ennek magyarazata nem tisztazott (Haga és mtsai., 2001).
A magfestéssel rendelkezd daganatokban valtozatos volt a fest6édés. A sejtmagok a
halvanysargatol a sététebb barnaig festédtek. Néhany esetben szemcsézett, rogésebb volt a
mintazat (9. abra: Kéd 79424). Egyes daganatokban majdnem az egész sejtpopulacié pozitiv
reakciot mutatott, pl. anaplasztikus karcindbmak. Ezt tAmasztja ala mas szerz6k medfigyelése
is (Lopuszynski és mtsai, 2010).

Az ép myoepithelialis sejtekben nem tapasztaltunk a pozitiv kontrollnak megfelel6,
vagy annal fokozottabb festédést. Ez a megfigyelésiink megfelel az irodalmi adatoknak. Bar
enyhe p53-festddés tapasztalhatdé myoepithel sejtekben is, azonban ezek markere p53-mal
rokon p63 fehérje (Barbareschi és mtsai, 2001). Human tapasztalatok alapjan az
emlétumorokat felosztottak ugy is, hogy a myoepithel fenotipus dominal. Ezeknek a
daganatoknak a 42%-4aban tapasztaltak p53-pozitivitast (Rakha és mtsai, 2006). Ez azonban
a myoepithelekbél formaldédé daganatokra (malignus myoepithelioma, sarcomatoid breast
carcinoma) jellemz6, nem pedig a daganatos sejtek melletti ép myoepithelsejtekre. Normal
emlében a myoepithelek negativak voltak human tapasztalatok alapjan is (Angéle és mtsai.,
2004).

Pgp-expresszié. Petterino és munkatarsai 2006-ban a tubulopapillaris simplex
carcinoma estében 49,75%, a komplex carcinoma esetében 40,31%, benignus daganatoknal

31,36%, mig carcinosarcomaknal 47,28%-ban allapitottdk meg a Pgp-pozitiv sejtek aranyat.
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A mi eredményeink nagysagrendileg hasonléak: a tubulopapillaris simplex carcinomaknal
66,94%, a komplex carcinomaknal 35,72%, a benignus daganatoknal 25%, mig a
carcinosarcomaknal 33,33% a Pgp-t expresszalo sejtek aranya. Ezek az expresszio értékek
nem térnek el jelentésen egymastol.

Az Osszehasonlitas soran megallapitottuk, hogy szignifikans kulonbség van a
tubulopapillaris carcinoma és a komplex carcinoma, valamint a malignus és a benignus
daganatok kozott a Pgp-expresszio tekintetében. Ez felveti annak a jelentéségét, hogy
valamennyi altalunk vizsgalt malignus emlédaganat tipus, de kildndsképpen a tubulopapillaris
carcinoma kifejezetten terapiarezisztensnek tekintheték. Az ilyen daganatok esetében sokkal
kevesebb értelme van annak, hogy a daganatot olyan kemoterapias szerrel kezeljuk, amely
szubsztratja a Pgp-nek (doxorubicin, vincristin, ciklofoszfamid, mitoxantron, stb.). Ezek a
megallapitasaink megfelelnek annak a klinikai tapasztalatnak, miszerint a kutyak
eml6daganatai a vénas citosztatikumok tobbségére (beleértve a Pgp-szubsztratokat is)
rezisztensek (Arenas és mtsai., 2016; Sorenmo és mtsai., 2019). A Pgp terapiarezisztenciat
okozé szerepét kutyak emlédaganatainal tobb késébbi tanulmany is megerdsitette (Levi és
mtsai, 2016, 2019).

Fontos megjegyezni, hogy az emlédaganatos mintak csaknem mindegyikében
mutatkozott bizonyos mértékli Pgp-expresszié. Ez azt jelenti, hogy abban az esetben, amikor
egy kisebb mértékli Pgp-expressziét mutatdé emlédaganatot kezelnénk kemoterapiaval, egy
id6 utan valdszinlileg a kezdeti tumorregresszidét kovetben biztosan szelektalodna egy
terapiaresziztens klén, amely tulszaporodva mar nem mutatna jelentésebb regressziét a
gyogykezelés hatasara. Ezek az eredményeink megfelelnek annak a klinikai megfigyelésnek
miszerint a kutyak emlédaganatai a Pgp-szubsztratokra rezisztensek.

Kutyak malignus eml6daganatainak emelkedett Pgp-expresszidjaval kapcsolatos
eredményeinket a késébbiekben tébb mas tanulmany is megerésitette. Levi és mtsai (2016)
szignifikans kildnbséget talaltak a malignus daganatok, valamint a hyperplasticus epithelium
és a benignus emlétumorok C494-es klon alkalmamzasaval tapasztalt Pgp-expresszioja
kozott. Hasonloképpen hozzank azt is megallapitottak, hogy a simplex carcinomakban
fokozottabb az expresszié mértéke, mint a komplex formak esetén (simplex carcinomak:
78,26%, komplex, illetve kevert tumorok esetén 73,91% (Levi és mtsai., 2016). Ugyanebben
a vizsgalatban a Grade Il és lll daganatokban szignifikansan magasabb Pgp-expressziot
tapasztaltak, mint a Grade | tumorokban. Az egyes stadiumok kézott nem taléltak szignifikans
kuldnbséget. Mi sajnos nem tudtuk 6sszehasonlitani a kiilénb6zd Grade-besorolasu csoportok
expresszios értékeit, mivel a vizsgalatunk idépontjaban még nem allt rendelkezésre kutyak
emlédaganatainal hasznalt egységes grading rendszer.

A myoepithel sejtek Pgp-expresszidja a mi esetiinkben nem volt kifejezett, annak

ellenére, hogy Kim és mtsai. (2012) tapasztaltak Pgp-expressziét a Pgp C219-es klonjanak
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alkalmazasaval. Ennek magyarazata lehet, hogy mi a C494-es klont hasznaltuk. Kim és mtsai
(2012) vizsgalataban a C219 antitesttel pozitivnak bizonyult a malignus eml6tumorok 61,1%-
a (33/54-tumorminta) és a jéindulatu emlétumorok 35,5%-a (5/14-tumorminta). Ez utébbiakban
a Pgp-expresszié enyhe volt a myoepithelialis sejtjeiben. A Pgp-pozitiv malignus tumorok
kdzdl (n = 33) a myoepithelialis expressziot is mutaté daganatok (n = 21, 63,6%) korulbelll
kétszer annyiszor voltak, mint az epithelialis expressziét mutaték (n = 12, 36,5%). Mi ilyen
jelentds myoepithelialis expressziot nem tapasztaltunk. Az emlitett szerz6k az epithelialis
sejtekben a Pgp-expressziot a citoplazmaban, mig a myoepithelialist a membranban
tapasztaltdk. Mi azonban az epithelialis sejtekben is tapasztaltunk sejtmembranhoz lokalizalt
Pgp-t. A Pgp-pozitiv szdveteket szintén harom csoportba soroltuk az immunreaktiv sejtek
aranya alapjan, és egyikik sem haladta meg az immunreaktivitas 80%-at. Ugyan6k nem
tapasztaltak 80%-osnal nagyobb Pgp-expressziét, mig mi egy esetben tapasztaltunk, egy
tubulopapillaris carcinoma esetében. Ez a kutatdcsoport, ellentétben masokkal és vellnk azt
tapasztalta, hogy a Pgp-expresszio szignifikansan magasabb volt a komplex carcinomakban,
a komplex adenomakban, vegyes daganatokban és simplex carcinomakban, és alacsonyabb
az anaplasztikus és a laphamsejt carcinomaban. Ugyandk azt tapasztaltak, hogy a Grade Il
tipusokban nagyobb a Pgp-expresszid, mint a Grade lll tipusokban. Mindezek a kuldonbségek

addédhattak abbdl, hogy mas klont hasznaltak.

4.2.2. A Pgp- és a p53-expresszio 6sszefiliggése kiilonb6z6 klinikai
paraméterekkel

Az altalunk vizsgalt daganatok kozul a tubulopapillaris daganatok voltak tobbnyire a
mar recidivalt tumorok, ami nem meglepé, hiszen ez a daganattipus gyakran mutat kidjulast.
A daganat kialakulasanak idépontja szempontjabdl nem talaltunk szignifikans kilénbséget a
tumortipusok kdzétt. Osszehasonlitottuk a betegek korelézményét is, ahol azt vizsgaltuk, hogy
tortént-e ivartalanitas a daganat jelentkezését megel6z6en, hiszen ismert az a tény, hogy a
korai ivartalanitas csokkenti az emlétumor kialakulasanak esélyét kutyaban. Esetiinkben az
ivartalanitas megléte azonban nem befolyasolta Iényegesen a daganatok kialakulasat. Ennek
valdszinilileg az az oka, hogy az ovarioectomia ezeknél a kutyaknal mar felnéttkorban tértént,
mig jelent6s kllonbség csak a korai, 2. tizelés el6tt végzett ivartalanitaskor tapasztalhaté,
amely kifejezetten csdkkenti az eml6daganatok kialakulasanak esélyét. A késdbbiekben ez a
védbBhatas sajnos megsziinik (Schneider és mtsai., 1969). Tanulmanyunkban a legtobb
ivartalanitas a tubulopapillaris csoportban tértént, ahogy a legtébb recidiva is, ami megfelel
annak az irodalmi adatnak, miszerint a késdbb végzett ivartalanitas pusztan a benignus
daganatok kialakulasanak valészinliségét csokkenti (Sorenmo és mtsai., 2019). Ugyanakkor,

amikor a kutyakat a miitét idején az 6sztrogén-2 (E2) szérum értékek (magas és alacsony)
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alapjan csoportositottak, az ovariohysterectomia (OHE) protektivnek bitonyult a magas E2-es
csoportba tartozé kutyakban. Az alacsony E2-vel rendelkezéknél nem volt hatassal a
recidivara és a tulélésre. Ugyanebben a tanulmanyban az OHE hatasat a tumortipusok alapjan
is vizsgaltak és a Grade Il daganatokban szenvedd kutyak szignifikansan hosszabb
recidivamentes tulélést mutattak. Az OHE nem volt hatédssal a Grade | és a Grade lll
malignitasi fokozatu csoportok tagjaira (Kristiansen és mtsai. 2016).

A korrelacios vizsgalattal megallapitast nyert, hogy a Pgp- és a p53-expresszid
mértéke egymassal 6sszefluigg, ami azt jelenti, hogy a terapiarezisztenciat okozo fehérjék és
a mutaciot mutatod p53 fokozott expresszidja hasonlé mértékben jelzi a rosszabb prognézist.
Megallapithatd, hogy minél nagyobb a Pgp-expresszido mértéke, annal nagyobb az esély a
recidivara, amely azt igazolja, hogy prognosztikailag jo paraméter lehet a Pgp-expresszio
meghatarozasa eml6tumorok esetén. Annak ellenére fontos ez a megfigyelés, hogy ezeket a
daganatokat nem kezeljuk kemoterapiaval, hanem altalaban csak muatéten esnek at. A p53-
expresszio mértéke és a tulélés kdzott ugyanakkor nem talaltunk szignifikans kapcsolatot.

A pb3-expresszid kapcsolata a tuléléssel. A tulélési adatok alapjan csaknem
szignifikdns kulénbséget tapasztaltunk a 3-as p53 pontszamu csoport (a sejtek 80—100%-0s
pozitivitasa) esetén a tdbbi expresszids %-hoz képest, csakugy, mint a Pgp esetén, ahol a 3-
as pontértéket a sejtek 75%-0s pozitivitdsanal soroltuk be. Ugyanakkor megallapitottuk, hogy
a fentiektdl fliggetlenll a p53-expresszié vizsgalata 6nmagaban nem rendelkezik megfeleld
prognosztikai értékkel. A p53-immunhisztokémia prediktiv értékének hianyat a késébbiekben
mas vizsgalatok is megerésitették. Munday és mtsai (2019) 35, Dolka és mtsai (2016) pedig
40 emlédaganatos minta vizsgalata utan jutott ugyanerre az eredményre. Ennek magyarazata
lehet, hogy viszonylag vegyes festédés tapasztalhato és nem jellemzé a human tapasztalatok
alapjan megszokott ,klasszikus” magfestédés, ami p53-mutaciora és fokozott expressziora
enged kdvetkeztetni.

A Pgp-expresszio kapcsolata a tuléléssel. Megallapitottuk, hogy a Pgp-expresszi6
mértéke a daganat szdvettani tipusatdl figgetlenul negativan korreral a tulélési idével. A
legalacsonyabb tulélési id6t a tubulopapillaris carcinomaknal tapasztaltunk, de Pgp-expresszié
tekintetében a malignus csoportokon belll csak a tubulopapillaris és a komplex carcinomak
kdzott talaltunk szignifikans kuldonbséget.

A Pgp-expresszid vizsgalata egy olyan 0sszehasonlité elemzésben lenne érdekes,
amikor az emlédaganatokat kemoterapiaval kezeljuk. Ugyanakkor érdekes, hogy a
kemoterapias kezeléstdl figgetlendl is tapasztalhatd, hogy a magas Pgp-expresszio révidebb
tuléléssel jar. A Pgp-expresszié fokozédasa a gydgyszeres kezeléstdl fuggetlenil is az egyre

malignusabb daganatok jellemzdje lehet.
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4.3. COX-2-expresszib vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

F6 célunk a COX-2-expresszid vizsgalata kutyak emlédaganataiban, illetve a
kilonb6zd COX-gatlék alkalmazasabol szarmazé klinikai  elény igazolasa, illetve
Osszehasonlitasa volt. A human medicindban tapasztaltaknak megfeleléen kutyak
egészséges emldészévete nem vagy csak minimalis mértékben mutat COX-2-expressziot.
Ezzel szemben az eml6daganatok tdbbségénél emelkedett COX-2-expresszid detektalhato,
amely negativ prognosztikai faktorként 6sszefliggést mutat a malignitas fokaval, a recidivara
valé hajlammal, valamint a metasztatikus potenciallal is (Lavalle és mtsai., 2009; Doré¢, 2011).
A hipotézisunk az volt, hogy az emelkedett COX-2-expresszi6 kutyak esetében is negativ
prognosztikai faktor, aminek a gatlasa tulélésbeli elényhdz vezet.

Esetlnkben prospektiv vizsgalatot végeztink az emlédaganattal mitétt betegek
sorrendjében, a betegeink 4,7%-a volt kan, ami szignifikdnsan magasabb, mint a mas
tanulmanyok altal leirt el6fordulasi arany. Benjamin és mtsai. (1999) 1343 eml6daganatos
beaglet vizsgaltak és ebbdl csak 2 (kevesebb, mint 0,5%) volt kan. Osszességében
elmondhatdé, hogy a kanok esetén az eml6daganatok incidencidgja a néstényekben
tapasztalhaténak kb. 1%-a (Merlo és mtsai., 2008).

A mi adataink szerint a malignus tumorok az 6sszes daganat 69,05%-at tették ki, ez
magasabb, mint az irodalomban altalaban szerepl6 kb. 50%-0s arany (Misdorp és Hart, 1976;
Doré és mtsai., 2003; Lavalle és mtsai., 2009). Ettél fliggetlentl ismertek a miénkhez hasonlé
eredmények is, példaul Hellmén 1993-ban 68%-0s, Bauman és mtsai. 2004-ben 71%-o0s,
Rasotto és mtsai 2017-ben pedig 74%-o0s aranyt mértek. A malignus daganatok relative
nagyobb szamanak oka lehet a korai ivartalanitas elmaradasa, illetve az, hogy a betegek
elérehaladottabb stadiumban, kés6bb kertlnek onkologiai vizsgalatra, igy nagyobb eséllyel

torténik meg a kezdetben benignus elvaltozasok malignus transzformacidja.

4.3.1. A COX-2-expressziok megjelenése

COX-2-expresszio. Vizsgalataink megerdsitették azt az irodalmi adatot, miszerint a
malignus emlédaganatok COX-2-expresszidja a benignusakénal magasabb (Doré és mtsai.,
2003; Queiroga és mtsai., 2007). Ugyankkor a benignus tumorokon belll nem tapasztaltuk,
hogy a komplex és a simplex adenomak COX-2-expresszidja kozott jelentésebb kilénbség
lenne (Queiroga és mtsai., 2007). A szazalékos expresszios érték vizsgalatakor szignifikans
kGldnbséget talaltunk a benignus daganatok (21,96%) és a tubulopapillaris carcinomak

(49,16%), a benignus daganatok és a solid carcinomak (47,22), valamint a benignus
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daganatok és a sarcomak (71,5%) kozott. A benignus daganatok expresszidés szazaléka
szintén megfelel az irodalmi adatoknak, Doré és mtsai. (2003) adenomak esetén 24%-os
expresszios érteket mértek. Brunelle és mtsai. (2006) 84 malignus emlédaganatos minta
vizsgalatakor pedig azt tapasztaltak, hogy a daganatok kb. fele volt COX-2-pozitiv. Ennek
megfelel Heller és mtsai. (2005) tanulmanya is, ahol 37 adenocarcinoma 46%-a bizonyult
COX-2-pozitivnak. A kotészoveti elemek festddése nalunk is megegyezett Doré és mtsai.
(2003) tapasztalataival. Mi is leirtuk az emlitett szerz6khéz hasonléan, hogy a gyulladasos
sejtek expresszaltak a COX-2-t, amely igy a festédés belsé kontrolljaként is alkalmazhato volt,
valamint azt a tényt, hogy a nekrotikus régidknal, a nekrotikus teriletet hatarolé fusiform
fibroblasztszeri sejtek gyakran erésen pozitivak voltak a COX-2-jel6léssel. Ugyanakkor mi ezt
adenomaban is tapasztaltuk.

Festédési intenzitas. A festddés intenzitdsanak vizsgalatakor 4 fokozatu (0-3)
pontrendszer hasznalataval szignifikans kulénbséget taldltunk a benignus daganatok (0,61)
és a solid (anaplasztikus) carcinomak (1,72), a benignus daganatok és a tubulopapillaris
carcinomak (1,33), a benignus daganatok és a sarcomak (1,87), a solid carcinomak és a
komplex carcinomak (1,00), valamint a komplex carcinomak és a sarcomak festédési er6ssége
kozott. Ezek az eredmények szintén megfelelnek az irodalmi adatoknak. Doré (2003)
adenomak esetén gyenge diffuz citoplazmafestédést, mig malignus tumorok esetén pedig
tébb és szignifikansan intenzivebb festédést tapasztalt. Queiroga és mtsai. (2007) szintén
ezzel megegyezd eredményt kaptak, a malignus tumorok expressziés szazaléka magasabb

volt, és szévettani tipustdl fliggben a festédés is intenzivebb volt.

4.3.2. Kiilonb6z6 klinikai paraméterek és a COX-2-expresszidval valo
kapcsolatuk vizsgalata

Grade. A szovettani Grade alapjan a malignus daganatok megoszlasa a kévetkezé
volt: Grade | 48,27% (n = 14), Grade Il 24,13% (n = 7), Grade lll 27,58% (n = 8). Ezek az
aranyok megfelelnek a mas tanulmanyokban olvashaté értékeknek, példaul Rasotto és mtsai
(2017) 169 malignus tumor vizsgalatakor hasonlé adatokat irt le (Grade | 51%, Grade Il 14%,
Grade Il 35%).

Stadium: A stadiumbesorolas eredménye a kdvetkezd volt a benignus daganatokban:
Stage I: 77% (n = 10), Stage II: 27% (n = 3), Stage Ill: 0% (n = 0), Stage IV: 0% (n = 0). A
malignus emlédaganatokban Stage |: 27,58% (n = 8), Stage Il: 31,03% (n = 9), Stage lll:
24.13% (n = 7), Stage IV: 17,24% (n = 5). Gundim és mtsai (2016) 63 malignus daganat
vizsgalatakor a kdvetkezd eredményt kaptak: Stage |: 31,75%, Stage II: 19,05%, Stage IlI:
19,05%, Stage IV: 22,22%, Stage V: 7,93%. A mi vizsgalatunkban nem szerepeltek Stage V
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(tavoli metasztazissal rendelkez8) betegek, mivel a mi mintaink rutin daganatmitétekbdl
szarmaztak és ezeknek a betegeknek nem javasoltunk mitéti terapiat.

kovetkez6képpen alakult: benignus daganatok esetén 1000 nap, solid carcinomak esetén 162
nap, komplex carcinomak esetén 178 nap, ductalis carcinomak esetén 335 nap,
tubulopapillaris carcinomak esetén 559 nap, sarcomak esetén pedig 152 nap. Ezek az értékek
a benignus daganatok, a solid carcinomak, tubulopapillaris carcinomak, ductalis carcinomak
és a sarcomak esetén nem térnek el szamottevéen a Rasotto és mtsai (2017) altal leirt
adatoktdl, de a komplex carcinomak esetén mi jelentésen alacsonyabb tulélést tapasztaltunk.
Ennek magyarazata részben az alacsonyabb esetszamunk lehet, valamint az a tény, hogy a
magyarorszagi kutyak elérehaladottabb stadiumban, késébb kertilnek onkolégiai vizsgalatra.
Komplex carcinomak esetén Rasotto és mtsai. (2017) kedvezébb adatait az is magyarazhatja,
hogy az 6 vizsgalatukban kiiléndsen nagy aranyban (87%) szerepeltek Grade | besorolasu
daganatok.

A joindulatu emlédaganatok esetén elvben nincs értelme recidivamentes tulélési id6t
vagy teljes tulélési idét szamolni. Mi sem szerettlink volna messzemend kdvetkeztetéseket
levonni, és kizardlag azért vizsgaltuk, mert igazolni szerettik volna, hogy a kdvetéses
vizsgalattal a varhaté szamadatok tapasztalhatok-e. Mi négyéves kdvetéses idészakban
vizsgaltuk a betegeinket. Egy ilyen intervallumban a tulélési mutatékat nagyon sok faktor és
szamos kozben kialakuld betegség is modositja. Ugyanakkor ismert, hogy ugyanabban az
emlételepben a benignus daganat mellett malignus is kifejlédhet, s6t a benignus folyamat
atmehet malignusba (Sorenmo és mtsai, 2009). A kérdést mi nem kivantuk elemezni, de
néhany munkacsoport foglalkozik ezzel a témaval. Egy mexikéi munkacsoport példaul az
tapasztalta, hogy tizennyolc hénappal a mitét utan 15/80 (18,8%) betegnél recidiva alakult ki.
Ezen betegek kozul 7/15-nek (46,7%) volt eredtileg jéindulatu daganata, 8/15-nek (53,3%)
legalabb egy rosszindulatu daganata (p > 0,05). A joindulatu és rosszindulatu daganatok
recidivaaranya tehat hasonlo volt. A rosszindulatu emlédaganatokban szenvedd kutyak
szignifikansan rovidebb tulélési id6t mutattak, mint a joindulatu daganattal mitétek. A
rosszindulatu emlédaganatokban szenvedd betegek kézul 19/74 (25,7%) pusztult el a mitét
utani kdvetés soran; ezek kozul 89,5% (17/19) koran vagy egy éven belll elhullott (Salas-
Araujo és mtsai, 2016).

Azokat a recidivamentes tulélési adatokat, amelyek olyan betegeknél keletkeztek, amelyeknél
az eredetileg benignus tumorral m{tétt betegben kés6bb, mas emlételepben kifejlédott
malignus eml6daganat, cenzoralt adatként kezeltik. A 22. és a 22.b tablazatban a cenzoralt
adatok miatt alakult ki az az ellentmondas, hogy a benignus tumorok teljes tulélési idejének
medianjat lehetett szamolni és ez 1132 nap volt, mig a recidivamentes tulélési adat esetében

a sok cenzoralt adat miatt mediant nem lehetett szamolni, csak atlagot, ami 1167 nap volt, és
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ez hosszabb, mint a teljes tulélési id6. Ennek oka, hogy a recidivamentes tulélések cenzoralt
adata sok esetben a teljes tulélés volt. Néhany esetben azonban, a valddi adatként ismert
recidivamentes tulélési idé hosszabb volt, mint a cenzoralt adatok a tébbi allat esetében, pedig
azok nem recidivaltak, csak hamarabb elhullottak, mint azok, amelyeknél a recidiva ideje
valodi adatként szerepelt.

COX-2-expresszi6 és a Grade kapcsolata. Anadol és mtsai. (2017) tanulmanyaval
ellentétben mi nem taldltunk szignifikans kulénbséget a kulénb6z6 Grade-besorolasu
daganatok COX-2-expresszidjanak mértéke és intenzitasa kdzott, csupan névekvé tendenciat
siker(llt igazolnunk a malignitas fokanak névekedésével. Ezek az eredmények megfelelnek
azoknak az irodalmi adatokak, miszerint az agresszivebb besorolasu, anaplasztikus formak
esetén kifejezetten magas expresszids értékeket tapasztaltak (Dias Pereira és mtsai., 2009;
Anadol és mtsai., 2017).

COX-2-expresszio és a stadium kapcsolata. Nem tapasztaltunk szignifikans
kildnbséget a COX-2-expresszio és -intenzitas mértékében a kiilénb6zé stadiumokban, Stage
I (3 cm atmérd alatti méreti), a Stage Il (3—5 cm-es tumorok) és a Stage Il (5 cm atméré feletti
méretl) tumorok, valamint azon tumoros betegek kozott, amelyek Stage IV fokozatuak
(barmely méreti daganat nyirokcsom¢é attéttel) voltak. A kutyak emlédaganatainak
stadiumbesorolasa alapjan egyébként a 3 cm daganatatmérd alatti betegek prognézisa
szignifikdnsan jobb, mint a nagyobb daganattal kezelt kutyaké. Chang és mtsai. (2005)
vizsgalata szerint az 5 cm atmérd feletti daganatok a kisméretli tumoroknal nagyobb
valdészinliséggel képeznek metasztazist és a betegek 7x nagyobb eséllyel pusztulnak el a
mitétet kdvetd 2 éven bellil. Az itt felsorolt biologiai tulajdonsagok egyik magyarazata lehet a
nagyobb daganatmérettel dsszefliggé magasabb COX-2-expresszié. Ugyanakkor a Stage V-
es esetekben a daganatok mérete kiilonbdzé volt, és néhany a daganat méretét tekintve I. és
. stddiumba lett volna sorolhato.

COX-2-expresszio korrelacioja kiilbnb6z6 klinikai paraméterkkel. Pozitiv korrelaciot
talaltunk a COX-2-expresszid mértéke és a daganatméret kozott, hasonld Osszefiiggést
megfigyeltek nék emlérakja esetén is (Arun és Goss, 2004). Negativ korrelaciét talaltunk a
COX-2-expresszio és a teljes tulélési id6, a COX-2-expresszid és a recidivamentes periodus
kozott. Ezek a megfigyeléseink megfelelnek azoknak az irodalmi adatoknak miszerint az
emelkedett COX-2-expresszio kutyak eml6daganatai esetén negativ prognosztikai faktor
(Queiroga és mtsai., 2005).

Kifejezetten erés negativ korrelaciét talaltunk a Grade-besorolas és tulélési idd (p <
0,0001), valamint a recidivamentes periédus kozott (p < 0,0001). Ezek a megfigyeléseink
megfelelnek azoknak az irodalmi adatoknak, melyek szerint a grading kifejezetten erds

prognosztikai értékkel bir (Rasotto és mtsai., 2017; Sorenmo és mtsai., 2019).
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COX-2-pontszam szerinti teljes tulélési vizsgalat. Negativ korrelaciot talaltunk a
rosszindulati daganatok esetében a COX-2-expresszié mértéke és a tulélési id6, valamint a
recidivamentes periddus kozott. Ezek az adatok megfelelnek azoknak az irodalmi adatoknak,
miszerint az emelkedett COX-2-expresszidé negativ prognosztikai faktor. Ebbél kévetkezéen
fontos szerepet tolt be a daganatok angiogenezisében, antiapoptotikus tulajdonsagu, valamint
noveli az invaziéra és a metasztazisra vald hajlamot (Tsujii és mtsai., 1998). Queiroga és
mtsai. (2005) kutyak rosszindulati emlédaganatainak (n = 27) vizsgalatakor megallapitottak,
hogy az emelkedett COX-2-expressziot mutatd csoportban szignifikansan nagyobb volt az
utankdvetés soran a tavoli metasztazisra valdé hajlam, illetve a mitét idépontjaban a
nyirokcsomoé-metasztazis valdszinlsége. Ennek megfeleléen az emelkedett expresszids
csoportban szignifikansan alacsonyabb volt a tulélési id6 és a recidivamentes periddus.
Vellnk ellentétben ebben a vizsgalatban nem talaltak 6sszefliggést a COX-2-expresszid
mértéke és a tumorméret kozott. A COX-2 érképzédésben betdltott szerepét tamasztottak ala
Lavelle és mtsai. (2009) is, amikor kutyak rosszindulati emlédaganatai esetében vizsgaltak a
COX-2-expresszi6 €és a mikroérdenzitas 0Osszefliggését. Megallapitottak, hogy a
megndvekedett COX-2-expresszid linearisan nagyobb mikroérsiriiséggel jart egyltt, ami
rosszabb prognézist és rovidebb tulélést okozott. Az emelkedett COX-2-expresszid
metasztazisképzésben betoltott szerepét tamasztja ala Dias Pereira és mtsai. (2009)
tanulmanya is, ahol tidé- és nyirokcsomoattétek COX-2-expresszidjanak mértékét
hasonlitottak dssze a primer emlétumoréval. Az esetek 83,3%-aban a metasztazisok a primer
daganattal megegyez6 vagy azt meghalado intenzitasu COX-2-expressziét mutattak.

Cut-off érték. A COX-2-expresszid prognosztikai értékének nodvelése céljabdl
meghataroztunk egy 50%-os cut-off értéket, aminek haszndlataval szignifikans és markans
kilonbséget talaltunk a rosszindulati daganatok esetében a tulélésben, valamint a
recidivamentes peridodusban. Az 50%-o0s hatarérték kb. 1 éves tulélésre vonatkozdan alacsony
szenzitivitassal (0,357), de magas specificitassal (1) és a mintegy 3 hénapos recidivamentes
tulélésre pedig magas szenzitivitassal (0,928), de alacsony specificitassal (0,333)
rendelkezett. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy az 50% feletti COX-2-expresszios értékkel
rendelkezd betegek nagy valoszinliség szerint elpusztulnak egy éven belll. Ettél figgetlentl
sok mas olyan beteg is lesz, amelyek egy éven belll elpusztulnak, pedig a COX-2-expresszids
szazalékuk az 50%-o0s hatarérték alatt van. A recidiva kialakulasara vonatkozélag sok lesz az
olyan beteg, amelyik nem recidival 3 hénapon beldl, hiaba magasabb a COX-2-expresszidja,
mint 50%, azonban alig lesz olyan beteg, amelyik hamarabb recidivalna 3 hénapnal, ugy, hogy
a COX-2-expresszioja kisebb lenne, mint 50%. Az 50% feletti expresszios értékl csoport teljes
tulélése 190 nap, mig az 50% alattié 330 nap volt (p = 0,009). A recidivamentes periddus az
50% feletti expresszios értékl csoport esetében 110 nap, az 50% alattinal pedig 300 nap volt
(p=10,039).
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4.3.3. Az adjuvans kezelés hatasanak vizsgalata

NSAID-kezelés kapcsolata a tuléléssel. A nemszteroid gyulladascstkkenték
kemopreventiv és daganatndvekedést csokkentd hatasa régédta ismert, ahogy a forditott
Osszefliggés is a n6k emlérak kialakulasi kockazata, valamint NSAID-hasznalatuk kozott
(Khuder és Mutgi, 2001). A nemszteroid gyulladasgatiok szamos daganattipusnal a terapia
részét képezik, figgetlendl attdl, hogy a tumorellenes hatas pontos sejtszintli és biokémiai
mechanizmusa még csak részben ismert (Moore és mtsai., 2000). Az un. metronomicus
protokollok elterjedésével a NSAID-k hasznalata folyamatosan teret nyer a klinikai
onkologidban féként az olyan daganatok esetén, amik a klasszikus vénas kemoterapiara
rezisztensek. A metronomicus terapia célja a COX-2-gatlék és protokolltdl fliggben egyéb
kemoterapias szerek kisdozisu, folyamatos adagolasaval a daganat érképzésének a gatlasa.

A mi vizsgalatunkban a NSAID-kezelésben részeslilt betegek nem reagaltak pozitivan.
Ehelyett az NSAID-terapiaban részesilt csoport révidebb tualélési idét mutatott. Ennek
lehetséges oka a nem medfelel§ kisérleti elrendezés, ugyanis az el6rehaladottabb stadiumu,
valamint agresszivebb daganattal kezelt kutyak kozul aranyaiban tobben részesultek
kezelésben, mert a benignusabb formak tulajdonosait nehezebben sikerllt meggyézni az
adjuvans terapia szikségességérél, igy a kontrollcsoportot déntéen a Grade |, adjuvans
kezelést nem igényld betegek alkottak. Arenas és mtsai. (2016) firocoxib monoterapia
hatékonysagat hasonlitottak dssze mitoxantron kemoterapiaval kutyak kifejezetten malignus
(Grade lll és/vagy Stage IV) emlédaganatai esetén (n = 28) a tumor sebészi eltavolitasat
kovetéen. A daganatok mindegyike COX-2-expressziot mutatott. A firocoxib terapiaban
részesilt betegek tulélése és recidivamentes periddusa szignifikdnsan magasabb volt a
kontrollcsoporténal. Az egyes NSAID-k hatékonysagat vizsgalva mi is hasonlé eredményt
kaptunk. A felhasznalt szerek kdzll egyedil a firocoxib korrelalt pozitivan a tulélési idével.
Ennek oka lehet, hogy a firocoxib az egyeduli szelektiv COX-2-gatlé az altalunk vizsgalt szerek
kdzal.

Bar Arenas és mtsai. (2016) tanulmanyahoz hasonldéan részben nekulnk is sikertlt
igazolni a firocoxib hatékonysagat kutyak high-grade emlédaganatainak adjuvans kezelésben,
az NSAID-hasznalattal kapcsolatos eredményeinket limitalja az alacsony betegszam, a nem
megfelel6 betegszelekcid és kisérleti elrendezés, valamint az utankbvetés nehézsége. Még
inkabb relevans eredmeény eléréséhez mas modon megtervezett kisérletre lett volna sziikség
(pl. azonos stadiumu és Grade-besorolasu betegek), a mi kutatasunk fokuszaban azonban a
COX-2-expresszio vizsgalata allt.

Kemoterapias kezelés kapcsolata a tuléléssel. A mi vizsgalatunkban a kemoterapiat
kapott betegek nem reagaltak pozitivan (az OST a kemoterapias csoportban 224 nap volt,

szemben a kontrollcsoport 246 napjaval), a citosztatikus kezelésben részesllt csoport
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recidivamentes periédusa pedig szintén rdvidebb volt, mint a kemoterapiat nem kapott
betegeké. Ezek az eredmények megfelelnek az emlédaganatok kemoterapiarezisztanciajarol
ismert eddigi irodalmi adatoknak (Arenas és mtsai., 2016; Sorenmo és mtsai., 2019). A
citosztatikus csoport révidebb recidivamentes és teljes tulélésének pedig az a magyarazata,
hogy eleve a magasabb stadiumu és Grade-besorolasu betegek részesliltek kemoterapias
kezelésben, a kontrollcsoportot pedig dontéen a kedvezébb korjoslatu, Grade | betegek
alkottak, mivel az esetiikben nem volt indokolt az adjuvans kezelés. Ennek megfeleléen csak
a Grade Il és Grade Il betegek teljes tulélési idejét vizsgalva ez a tendencia megfordult, a
kemoterapias csoport esetén az OST tovabbra is 224 nap volt, a kontrollcsoporté azonban
152 napra csOkkent. Ezek az eredményeink nagyon hasonléak Arenas és mtsai. (2016)
tanulmanyahoz, ahol a citosztatikus csoport (mitoxantron) tulélési ideje a kezelésben
egyaltalan nem részeslult csoporthoz képest ndvekedett ugyan, de hozzank hasonldéan 6k sem
tapasztaltak szignifikans kilonbséget. Bar nekiink is sikerllt meger@siteni a high-grade
eml8daganatok kemoterapiarezisztencigjat, az ezzel kapcsolatos eredményeinket limitalja az
alacsony betegszam, a nem megfeleld betegszelekcid és kisérleti elrendezés, valamint az
utankovetés nehézsége. Még inkabb relevans eredmény eléréséhez mas modon megtervezett
kisérletre lett volna szikség (pl. azonos stadiumu és Grade-besorolasu betegek), a mi
kutatasunk fokuszaban azonban a COX-2-expresszio vizsgalata allt.

Meg kell jegyezniink, hogy a terapias beavatkozasok hatasa nem megfeleléen
vizsgalhaté ennyire heterogén és sok valtozéval rendelkezd viszonylag sz(ik populaciéban (n
= 42). Ugyanakkor, nem volt célunk biztos statisztikai elemzéseket adni, hiszen a kezelési
csoportokba sorolas alapjat az adhatja, ha a kiilénb6z6 kezelésekben részestilék ugyanolyan
vagy nagyon hasonlé stadium-, malignitasi és korcsoportokba tartoznanak. Sajnos nekiink
erre nem volt lehetéséglnk. Mégis, tendenciakat szerettiink volna felvetni, és nem gondoljuk,
hogy a kezelések hatasa flggetlen lenne a toébbi paramétertél. Megjegyeznénk azt is, hogy
olyan vizsgalatokat még a nemzetkdzi allatorvosi szakirodalomban sem lehet olvasni, amelyek
esetében annyira homogén csoportokat hasonlitottak volna 6ssze, mint amilyeneket az

emberek esetében lehet.

4.3.4. A stadiumbasorolas és a tulélés kapcsolata

A malignus daganatos betegek telies és recidivamentes tulélésének
Osszehasonlitasakor a kbvetkez6t tapasztaltuk: az ., a ll. és a lll. stadium koz6tt nem talaltunk
szignifikans kulénbséget, de a IV. stadiumu betegek tulélése szignifikansan elmaradt a tobbitél
(p < 0,0001). Ez utdbbi megdfigyelésiink egyezett mas publikaciokban leirt tapasztalatokkal

(Rasotto és mtsai. 2017), ahol szintén azt talaltak, hogy a IV. stadiumu, nyirokcsomo attétet
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mutato betegek tulélése jelentésen rosszabb, mint a tdbbi stadiumu betegé. Rasotto és mtsai
(2017) Iényegesen nagyobb szamu beteggel foglalkoztak, mint mi, és az altaluk leirt tulélések
210 napnak (nyirokcsom¢ attéttel) és 900 napnak (nyirokcsomé attét nélkul) bizonyultak. A mi
esetinkben minddssze 5 db Stage IV beteg volt 20 napos median tuléléssel, mig 6k 52 ilyen
esetet vizsgaltak és 117 nyirokcsomé attét nélkili esetet. Ebben a vizsgalatban adjuvans
kezelést nem alkalmaztak, kizarélag sebészileg tavolitottak el a daganatokat. Ugyanakkor 6k
egyéb stadiummeghatarozast nem végeztek. A mi esetlinkben a IV. stadiumu betegek tulélése
jelentésen elmaradt a mas vizsgalatokban tapasztaltaktol (Arenas és mtsai., 2016; Rasotto és
mtsai., 2017). Ennek magyarazata részben az alacsony esetszdm. A rosszabb tulélési
adatainkat az is okozhatta, hogy a mi malignus eml6édaganatos eseteinkben a daganatok
tobbnyire jelentésen nagyobbak voltak, mint szamos publikaciéban tapasztalhatéak (Gundim
és mtsai., 2016; Abadie és mtsai., 2018).

Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalatainkkal sikeresen igazoltuk a kiindulasi
hipotéziseinket: az eddigi kutatédsi eredményeknek megfeleléen detektaltuk a COX-2
emelkedett expressziojat kutyak elérehaladott és nagyméreti eml6daganatai esetén, valamint
egyértelm{i dsszefliggést talaltunk a COX-2-expresszid6 és a tumorméret kozott.
Tendencigjaban igazoltuk az emelkedett expresszio és a rosszabb klinikai kimenetel (csdkkent
teljes és recidivamentes tulélési id8), valamint a malignitas foka kozotti 6sszefliggést. Ezek a
megfigyeléseink megfelelnek azoknak az irodalmi adatoknak miszerint a COX-2 létfontossagu
szerepet tOlt be a tumorgenezisben, a daganatok névekedésében, a malignitas fokaban,
valamint a metasztazisra és a recidivara valé hajlam rizikdjanak kialakitasaban (Schmidt és
mtsai., 2001; Stack és DuBois, 2001; Madhusudan és Harris, 2002; Sharma és mtsai., 2005;
Dias Pereira és mtsai., 2009). Ezeknek a felfedezéseknek kdszdnhetbéen a nemszteroid
gyulladascsokkenték (kilonds tekintettel a szelektiv COX-2 gatldékra) a jovében fontos
szerepet télthetnek majd be a kutyak rosszindulatu emlédaganatainak kiegészitd terapiajaban
is. Hatvanyozottan igaz ez a magas COX-2-expressziét mutaté high-grade formakra. Ez
utobbit egyébként a firocoxib pozitiv terapias hatasanak megerdsitésével nekink is sikertlt
igazolni. Kiléndsen jelentdés ez annak ismeretében, hogy ezeknek a daganatoknak a
kemoterapiarezisztenciaja miatt eddig nem allt rendelkezésre kellben hatékony adjuvans
kezelési mod.

Vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy a COX-2-immunhisztokémia magas
prognosztikai értékkel rendelkezik és az egyedre szabott gyogyaszat alapja lehet az
eml6daganatos kutyak esetében. Intenziv és magas (esetlinkben > 50%) expresszio esetén
a kezeld allatorvosnak a mtéti terapiat kovetéen mindenképpen javasolnia kell a COX-2-gatléd
terapiat, hiszen az elérhet§ szerek kozll jelenlegi ismereteink alapjan a firocoxib

hatékonysaga bizonyitott.
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Altalanossagban elmondhaté, hogy a COX-2-festédés nem daganatspecifikus
tulajdonsag, valamint nehezen standardizalhato. A kiilénb6z6 mintak nagyon eltéré festédését
mas szerzO6k is megtapasztaltak. Ez jelentésen rontja ennek a markernek a diagnosztikaban
valé hasznalhatésagat. Ugyanakkor az egyre fokozddd COX-2-expresszid jelentds biologiai
tulajdonsag, amely a malignitas és a tumorterjedés velejardja lehet. Nem véletlen, hogy
egészen magas (50%-os) hatarértéken tapasztalhatunk szignifikans kulonbséget a tulélési
idékben.
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4.4. Tirozin-kinazok vizsgalata kutyak
emlbédaganatai esetén

Tanulmanyunk f6 célja a tumorgenezisben szerepet jatszo tirozin-kinazok vizsgalata
volt kutyak emlédaganatai esetén és ezaltal uj, jovébeli terapias célpontok azonositasa.
Jelenleg kutyak high-grade eml6tumorai esetén a betegek adjuvans kezelése nem megoldott,
mivel ezek a daganatok nem reagalnak megfeleléen a hagyomanyos citosztatikus kezelésre.
Human emlédaganatok esetében régdta ismert tény bizonyos receptor tirozin-kinazok
diszregulacioja és fokozott expresszidja. Ezek kozll legismertebb a tumorgenezisben is
szerepl6 HER-2 (ErbB2), amely az emlérakok 20-30%-aban megtalalhaté és negativ
prognosztikai faktorként rovidebb tuléléssel jar. Ennek célzott gatlasa emberek esetén a rutin
terapia része (Slamon és mtsai., 1989).

Vizsgalatunk célja a kutyak emlédaganataiban a kovetkez6 tirozin-kinazok, valamint a
VEGEF detektalasa volt real-time PCR eljaras segitségével: VEGFR1, VEGFR2, EGFR, ErbB2
(HER-2), PDGFRa, KIT, illetve MET. Megallapitottuk, hogy a felsorolt faktorok mindegyike
szignifikdnsan magasabb mennyiségben van jelen a daganatos emlészdvetben, mint
ugyanazon egyed egészséges emlbjeben. A VEGFR1, VEGFR2, VEGF emelkedett
expresszios értékeinek tekintetében eredményeink hasonléak az irodalmi adatokhoz. Tébb
tanulmany allapitott meg a kutyak emlédaganataiban magasabb értéket és egy autokrin hurok
létét is feltételezik. A daganatsejtek képesek VEGF termelésére, ami a receptoraihoz
kapcsolédva beinditja azok autofoszforilacidjat, ez pedig fokozott angiogenezishez vezet.
(Restucci és mtsai., 2004; Millanta és mtsai., 2006; Al-Dissi és mtsai., 2010). A VEGF
angiogén faktorként kilénb6z& atvonalakon keresztil szabalyozza az endothelsejtek
differencialédasat, proliferaciéjat, migraciojat, valamint antiapoptotikus tulajdonsagu.

Restucci és mtsai. (2004) hozzank hasonléan megallapitottak, hogy a kevésbé
differencialt (tehat magasabb Grade-besorolasu) tumoroknak szignifikdnsan magasabb a
VEGFR1-és VEGF-szintje, mint a kevésbé malignus daganatoké. Ennek oka, hogy a
magasabb Grade-besorolasu tumorok agresszivebbek, emiatt nGvekedésuk is gyorsabb, igy
bennlik kdnnyebben alakulnak ki hypoxias, illetve nekrotikus tertletek. Restucci és mtsai.
(2004) immunhisztokémiai médszerekkel vizsgaltak az emlétumorok VEGFR1-, illetve VEGF-
expressziojat és azt tapasztaltdk, hogy az erésen emelkedett expresszié szignifikans
nekrozissal tarsult. Ez valdszinisiti azt, hogy a VEGF-VEGFR autokrin hurok a daganat
hypoxias stimulusra adott valasza. Ez alapjan feltételezhetd, hogy malignus daganatok esetén
a VEGF-VEGFR-tengely kulcsszerepet jatszik az endothelmigracioban, illetve -
proliferacidoban, valamint ezzel egy id6ben a neoplasztikus sejtek proliferacidjaban és a

daganat névekedésében.
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Emellett az emelkedett VEGFR- és VEGF-expresszié fokozhatja a metasztatikus hajlamot,
részben a neovaszkularizacid, részben pedig az ujonnan képz6dott vérerek falanak
megndvekedett permedbilitisa altal. Osszességében elmondhatd, hogy az éltalunk is
tapasztalt emelkedett VEGF- és VEGFR-expresszid negativ prognosztikai faktorként
magyarazatot adhat a high-grade emlétumorok néhany tipikus tulajdonsagara, mint a gyors
novekedés és a korai attétképzés.

Az EGFR2 esetében nem tapasztaltuk a VEGF-hez és a VEGFR1-hez hasonlo, high-
grade emlStumorokban két kulénbdzd modszerrel is latott, szignifikdnsan emelkedett
értékeket. Emelkedett VEGFR2-szintet leirtak kutyak Grade Ill agydaganataiban (Dickinson
és mtsai., 2006), azonban ez az expressziés mintazat tumortipus-figgének tlnik. Ez azt
valészinUsiti, hogy a VEGFR2 kutyak eml6tumorainak esetében — az agydaganatokban
tapasztaltakkal ellentétben — nem jatszik jelentdés szerepet a daganat progressziojaban és a
jelatvitel ebben az esetben dontéen a VEGFR1 receptoron keresztul torténik.

Human emlédaganatok esetén ismert tény a PDGFR1, EGFR és ErbB2 emelkedett
expresszioja. A PDGFR1/PDGFR-a emelkedett expresszidja nék emlérakja esetén a daganat
fokozott progresszidjaval jar egyutt (Carvalho és mtsai., 2005). Ehhez hasonléan szamos
human emlédaganat-tipusban leirtak az EGFR es ErbB2 fokozott expresszidjat is, ami
nagyobb daganatmérettel, alacsonyabb differencialtsagi fokkal és rosszabb progndzissal jar
(Bhargava és mtsai., 2005; Tan és Yu, 2007; Masuda és mtsai., 2012). Ezekhez az adatokhoz
hasonldan kutyak esetében mi is emelkedett PDGFR1, EGFR és ErbB2 mRNS-szintet
tapasztaltunk, de déntéen a low-grade emlédaganatokbdl szarmazé mintakban. Ezek a tirozin-
kinazok az emberekben tapasztaltakhoz hasonldéan kutyakban is névelik a tumor agresszivitasi
fokat és a human onkolégiahoz hasonléan a jévében potencialis terapias célpontok lehetnek.
Az ErbB2 (HER-2) emelkedett expresszidja tekintetében eredményeink megfelelnek az
irodalmi adatoknak, miszerint a nagy mintaszamon végzett immunhisztokémiai vizsgalatok a
malignus emlédaganatok 29,7%-aban igazoltak a HER-2 fokozott expressziojat. A kizardlag
sebészi uton kezelt, fokozott HER-2-expressziot mutatd kutyak egyéves és kétéves tulélési
aranya, valamint a teljes tulélési ideje is jobb volt a HER-2-negativ csoporténal, bar a
kildonbség egyik esetben sem volt szignifikans (Hsu és mtsai, 2009). Ez a tény
megmagyarazza azt, hogy miért nem mértink a magasabb Grade-besorolasu csoportokban
szignifikansan emelkedett expressziot.

Vizsgalataink igazoltdk, hogy mas neoplasztikus kérképekhez hasonléan a MET
fokozott expresszidja kutyak emlédaganataiban is megfigyelhet6, valamint hogy a Grade Il
emlédaganatokban mennyisége az alacsonyabb malignitasu csoportokhoz viszonyitva
szignifikdnsan emelkedett. Ezek az eredmények megegyeznek azokkal az irodalmi adatokkal,
melyek szerint a c-met fokozott jelenléte rosszabb prognézissal jar egyltt, mivel onkogén

receptor tirozin-kinazként jelentés szerepet télt be a daganatok proliferaciojaban,
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ndovekedésében, angiogenezisében és a metasztazisok képzédésében (Stellrecht és Gandhi,
2009).

Kutyak egyre tdbb daganatos megbetegedése esetén leirtdak a KIT-mutaciot, amely
tumorsejtekben fokozott proliferaciét és/vagy csokkent apoptotikus hajlamot okoz.
Vizsgalataink igazoltak Kubo és mtsai. (1998) altal korabban leirt emelkedett c-kit-expressziot
kutyak eml6daganatai esetén. Megallapitottuk tovabba, hogy a Grade Il daganatokban a c-kit
mennyisége az alacsonyabb malignitasu csoportokhoz viszonyitva szignifikansan emelkedett,
amely részben magyarazhatja ezeknek a tumoroknak az agresszivitasat és rosszabb
korjoslatat.

A c-KIT és c-MET jelatviteli utak nék emlérakja esetén is rosszabb progndzishoz és
tumorprogressziohoz tarsulnak (Ho-Yen és mtsai., 2015; Liu és mtsai., 2015), ami megerdsiti
tovabbi anti-c-KIT és anti-c-MET hatdéanyagok fejlesztésének szukségességét. A mi
eredményeink a Grade Il és Grade Il csoportokban alatamasztjak ennek létjogosultsagat.

Vizsgalataink megerdsitették azt a tényt, hogy az onkogén tirozin-kinazok fontos
szerepet jatszanak a daganatnOvekedésben, proliferacioban, angiogenezisben és
metasztazisképzésben (Stellrecht és Gandhi, 2009). Eredményeink kutyak esetében elséként
mutatjak be a tirozin-kinazok komplex és szimultan szabalyozasi zavarat, nem csak egyetlen
receptor, hanem gének sokasaganak érintettsége révén. Eredményeink igazoltak azt is, hogy
a jovBben az emldédaganatok gydégykezelésekor figyelembe kell venni a tirozin-kinazok
potencialis diszregulaciojat és a hatékony terapia tervezéséhez szilkséges lehet ezek
szintjének mérése, majd azok célzott gatlasa.

Vizsgalatunk limitald tényez6je az alacsony mintaszam és emiatt a kilénb6zd
szOvettani tipusu emlédaganatok alacsony szama volt. Ettél fliggetlenll az adataink
bizonyitottak a VEGF, valamint szamos tirozin-kinaz (VEGFR1, PDGFR1, c-KIT és c-MET)
fokozott expresszidjat és szabalyozasi zavarat kutyak emlédaganatai esetén. A betegek kis
szama ellenére az a tény, hogy az egészseges és daganatos mintakat ugyanattol a betegtél
azonos id6ben vettlik, sokkal megbizhatobba teszi a statisztikai dsszehasonlitasok
eredményeit. Osszességében elmondhatjuk, hogy a jévében a kutyak rosszindulatu

eml8daganatai a tirozinkinaz-gatlokkal kapcsolatos vizsgalatok potencialis célpontjai lehetnek.
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5. Uj tudomanyos eredmények

1. Kutatécsoportunk Magyarorszagon elséként vizsgalta lymphomas kutyakbdl szarmazo
nyirokcsomomintak Pgp-expresszidjat és annak prognosztikai értékét. A vizsgalati
modszerunk validalasa utan meghataroztunk egy Pgp-expressziés cut-off értéket (35%),
amely magas prognosztikai és diagnosztikai értékkel bir, ezaltal még a kemoterapias
kezelés megkezdése el6tt segitségiinkre lehet a leginkabb hatékony terapias protokoll

kivalasztasaban (egyedre szabott gyégyaszat).

2. Magyarorszagon elséként irtuk le kutyak emlédaganatainak fokozott, szimultan Pgp-, ill-
p53-expresszidjat, ezzel részben magyaraztuk a daganattipus kemoterapia-
rezisztenciajat. Az emlédaganatos mintak csaknem mindegyikében mutatkozott bizonyos
mértékli Pgp-expresszi6. Ezek az eredményeink megfelelnek annak a klinikai
megfigyelésnek, miszerint a kutyak eml6daganatai a Pgp-szubsztrat citosztatikumokra
rezisztensek. Ennek magyarazata, hogy az esetleges kezdeti tumorregressziét kovetéen
az eredetileg alacsonyabb szintl Pgp-expressziot mutatoé tumorokban is szelektalddik egy
olyan terapiarezisztens klén, amely tulszaporodva mar nem mutat jelentésebb regressziot

a gyégykezelés hatasara.

3. Megallapitottuk, hogy kutyak emlédaganatai esetében p53-immunhisztokémia nem

rendelkezik megfelel6 prediktiv értékkel.

4. Detektaltuk a COX-2 emelkedett expresszidjat kutyak el6rehaladott és nagyméretii
emlédaganatai esetén, valamint egyértelm( dsszefliggést talaltunk a COX-2-expresszio
és a tumorméret kozott. Tendencigjaban igazoltuk az emelkedett expresszido és a
rosszabb klinikai kimenetel (csokkent teljes és recidivamentes tulélési id8), valamint a
malignitas foka kozotti Osszefliggést. Megerdsitettik a COX-2-immunhisztokémia
prognosztikai értékét kutyak emlédaganatai esetén és meghataroztunk egy 50%-os
hatarértéket, amely kifejezetten prognosztikai értékiinek bizonyul. Eredményeink alapjan

a kutyak emlédaganatai a COX-2-gatlo terapia potencialis célpontjai lehetnek.

5. Vizsgalatainkkal igazoltuk szamos onkogén tirozin-kinaz (VEGFR1, PDGFR1, c-KIT és c-
MET), illetve a VEGF fokozott expresszidjat, valamint diszregulacidjat kutyak
emlédaganatai esetében. Elséként igazoltuk kutydk emlédaganatai esetén a felsorolt
onkogének komplex diszregulaciojat. Eredményeink alapjan a kutyak emlédaganatai a

tirozinkinaz-gatlé terapia potencialis célpontjai lehetnek.
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9. Készdnetnyilvanitas

Els6ként szerethném megkdszonni témavezetdmnek, Vajdovich Péternek a tiz éven at
tartdé tamogatasat és tlrelmét, valamint hogy a doktori munka soran mindig szamithattam a
segitségére. Sajnalom, hogy nem sikerllt hamarabb befejeznem a dolgozatot. Szeretném
megk6szonni azt is, hogy altala megismerkedhettem a klinikai onkoldgiaval és megtalaltam
ezt az altalam annyira szeretett szaktertletet.

Kdszdndm opponenseimnek, Benczik Juditnak és Balka Gyulanak az értékes szakmai
irAnymutatast, gyorsasagukat, a rugalmassagukat, hogy ram szantak az idejiuket és hogy
segitettek jobba tenni a dolgozatot.

K6szonom Perge Edinanak a szOvettani és az immunhisztokémiai vizsgalatok soran
nyujtott segitségét, a folyamatos szakmai tamogatasat, baratsagat és hogy barmikor
felhivhatom.

Koszéndm az AHOK Kft., valamint a Kérélettani és Onkoldgiai Tanszék valamennyi
volt és jelenlegi munkatarsanak a dolgozat elkészultében nyujtott segitségét. Kulon kdszonet
illeti Szab6 Bernadettet és Jakus Juditot a tirozin-kinazokkal kapcsolatos vizsgalatok soran
végzett munkajukért. Készondém TDK-s és szakdolgozatos hallgatéinknak (Eordogh Réka,
Dékay Valéria, Ruhi Sood). Kdszéném Baricz Tamasnak, Bodzan Balintnak, Csdndes
Juditnak, Juhasz Veranak és Téth Balintnak a baratsagukat és az egyutt toltétt sok vidam
percet.

Koészéndém AOTE Doktori Iskola munkatarsainak: Savanya Agnesnek, aki ismeretlentil
is mindig a segitségemre volt, valamint Vordés Karoly volt és Bartha Tibor jelenlegi
iskolavezetének az altaluk tanusitott rugalmassagot.

Szeretném megkoszonni Gall Gergelynek az online miihelyvita lebonyolitasa soran
nyujtott segitségét.

Készéndm a DUO-VET Allatorvosi Rendeld valamennyi munkatarsanak, hogy
tehermentesitettek, kilénésen Mahler Anikénak, aki a feladataim atvételével lehetdvé tette,
hogy az utolsé id6ben elég idét tudjak forditani a disszertacido megirasara, valamint Juhasz
Orsolyanak a tézisflzet elkészitésében nyujtott segitségét.

Kb6szdnbm csaladomnak és barataimnak a tamogatasukat. Kulén kdszéném férjemnek
az altala biztositott csaladi hatteret, hogy tehermentesitett, atlenditett a mélypontokon és addig
nem hagyott békén, amig be nem fejeztem a dolgozatot. Készéndm kisfiamnak a disszertacio
elkészitése soran tanusitott tirelmét, anyukamnak, hogy olyan sokszor vigyazott ra, amig a

dolgozatot irtam és hugomnak, hogy a tavolbdl is tamogatott.
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