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1. BEVEZETES

A patoldgiai vizsgald modszerek, az utobbi évtizedekben, olyan fejlodési folyamaton
mentek keresztiil, amelyek lehetévé teszik a korabbi metodikai vizsgalatok megfeleld
iranyban torténd kiegészitését, modositasat és tokéletesitését. A modern molekuléris patologia
egyik leghasznosabb vivmanya az immunhisztokémiai vizsgalat. Segitségével lehetévé valt a
korszovettani vizsgalatokbol egyértelmiien meg nem allapithatd sejteredet feltérképezése
mind az intakt és mind a koérosan elvaltozott (daganatos, gyulladasos) szovetekben. Az
immunreaktivitasokra épiild 0j ismeretek utat nyitottak a fiziologias folyamatok pontosabb
megismeréséhez, valamint a daganatok reclassificatiora épiild, biztos diagnozisat és a

megfeleld terdpias stratégidk kidolgozasahoz.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok tették lehetévé a myofibroblast sejtek és az 1n.

gyulladdsos myofibroblastos tumor diagnozisat.

Munkdm soran célul téiztem ki, hogy a SZIE-AOTK Patolégiai Tanszékének
szOvetbankjabol szelektalt mintdkat felhasznalva, altalunk bevalogatott antitestekbdl felépiild
immunhisztokémiai panelre alapozva, a kutyak gyulladdsos myofibroblastos tumorat
azonositsuk. A témavalasztasnal rendkiviil nagy motivaciot jelentett szdmomra, hogy a
kovetkeztetések levonasahoz komoly 6nalld kutatas elvégzése sziikséges, amelyre az egyetem

munkatarsainak segitségével lehetdségem nyilt.

Hazéankban ez az elsé ilyen jellegii, allatorvosi patologiai munka.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Myofibroblast sejt

A myofibroblast sejtekrdl, az els¢ szakirodalmi publikaciok az 1970-es években
késziiltek. Gabbiani és munkatarsai moddosult fibroblastokat irtak le a sebgyogyulasra
jellemzd sarjadzé szovetben (20, 31, 43). Megallapitasukat az elektronmikroszkopos
vizsgalatok segitségével tudtak megerdsiteni (7). Ezen vizsgalatok soran kideriilt, hogy ezek
az orsosejtek alaktanilag eltérnek a normalis fibroblast sejtektél, ugyanis a myofibroblast
sejtek hossztengelyével parhuzamosan microfilamentum kotegek futnak a cytoplasmajukban
(a normalis szoveti kotészoveti sejtekre nem jellemz6 a cytoplasmaticus microfilamentum
koteg) (20). Ezek a microfilamentumok parhuzamosan kapcsolodnak az extracellularis
fibronectin fibrillumokkal, amelyek egyiitt a fibronexust alkotjak (48). Ahol ezek a
kapcsolatok létrejottek, a sejtmembran rendkiviil elekrondenznek bizonyult (ezeket a helyeket
késobb focalis adhesios kozpontnak nevezték el) (8, 18). A fibronexus tehat egy szoros

transmembran kapcsolat, a fibronectin szalak és az aktin microfilamentumok kozott (47).

A myofibroblast sejtek kiterjedt szemcsés felszinli endoplasmaticus reticulummal
rendelkeznek. E tulajdonsagukban a fibroblastokra hasonlitanak. Ezen tGl néhany eltérd

tulajdonsaga a myofibroblastnak a fibroblasttol:

1) elektronmikroszkopos felvételen simaizomhoz hasonl6 szerkezetet mutat;

2.) a sejt microfilamentumok és membran-asszocialt dense body-t tartalmaz (18, 37);

3.) intenziv immunfluoreszcens jelet ad alfa-aktin antiszérummal reagaltatva (43); és

4.) kontractilitasra képes, illetve az altala felépitett szovetet (pl. sebgyogyulas) képes
Osszehuzni (20, 31, 43).

A myofibroblastok megtaldlhatok korosan elvéltozott és elvaltozast nem mutatd, intact
szervekben, szovetekben. A szervezetet ért koros behatasok soran, az érintett szoveti teriileten
felhalmoz6dé gyulladésos sejtekbdl (histiocytakbol), valamint thrombocytakbol felszabaduld
autocrin-paracrin hatasi novekedési faktor, az un. Transzformalé ndvekedési faktor-betal
(TGF-Bl = Transfoming Growth Factor-B1) hatasara a fibroblast sejtek és/vagy
mesenchymalis adult dssejtek transdifferencialodnak myofibroblast sejtekké (51). A szoveti

sériilés gyogyulasanak szabalyozo ,,sejtje”, ugyanis contractilis elemeivel arra torekszik, hogy



a sebet a lehetd leggyorsabban 0sszehuzza, ill. extracellularis matrix komponensek termelése
révén a granulatios szovetet hoz létre (13). Ischaemids/repefusios, vascularis occlusids,
thrombosisos szoveti valaszreakciok soran is megfigyelhetd, valamint szdmos fibroticus
folyamatban (pl. majfibrosis, majcirrhosis (42), vesefibrosis (33), idiopathicus tiid6fibrosis
(38, 26), hypertrophias hegszovet (18) fontos szerepe van. Thrombosis soran a myofibroblast
sejtek vandorolnak az eret elzard vérrogbe és organisaljak, ill. zsugoritjdk contractids
képességiik révén (19). A szervezetben korosan felhalmozddd myofibroblast sejtek koziil az
un. tumor-indukalt myofibroblast sejteknek jelentds szerep jut, a daganatot koriilvevo
mikrokornyezet, extracellularis matrix daganatfejlodést tamogatd megvaltoztatdsaban ( 14,

27,28, 43).

Szamos myofibroblast szubpopulacidt azonositottak a szervezet intact szoveteiben is,
elsdsorban az élettani koriilmények kozott dinamikusan térfogatot valtoztatd szervekben: a
tiid6 az alveolaris interstitialis sejtjeiben, a bél pericryptalis sejtjeiben, a bolyhok kotészoveti
vazaban, a méh submucosijaban, a here stromdjdban, a petefészekben, a periodontalis

szalagban, a csontveld stromaban és a maj perisinusoidalis sejtjeiben (14).

A szoveti sériilések sordn a  sejtkozotti  allomany  (extracellularis  matrix)
reorganisatiojaban kozponti szerepet jatszik a myofibroblast sejt a matrix-metalloproteinazok,
az extracellularis matrix komponensek és a matrix-metalloproteinaz inhibitorok termelése

révén (39,40)

2.2  Human inflammatoricus myofibroblastos tumor

A human gyulladasos myofibroblastos tumor ritkan eléforduld, ismeretlen etiologiaji és
patomechanizmust, altaldban solitaer megjelenésti, lassi novekedésii benignus viselkedésti
daganat. Foként gyermek- és fiatal felndttkori megjelenése jellemzd, de publikaltak eseteket
kilenc honapos (11, 45) és 83 éves betegeknél is (52). Ennek az entitdsnak az azonositasara
tobb kiilonbozd elnevezést haszndlnak: gyulladasos pseudotumor, cellularis gyulladasos
pseudotumor, plasmasejtes granuloma, gyulladasos myofibrohistiocytas proliferacid, vagy
gyulladasos fibrosarcoma (41). N6knél szignifikansan gyakrabban fordul elé (46). Szamos
szervben megjelenhet. Leggyakrabban a tiidoben kertiilt leirasra (24, 36), de érintett lehet a
1égces6 (6), a gastrointestinalis rendszer (1, 15, 25), a maj (11, 46), a 1ép (11), a hasnyalmirigy
(12), a retroperitoneum (52), a vesék (2), a hugyuti rendszer (23), a bér (52, 40), a csontveld is



(44). Jelentéségét ritka el6fordulasan kivill az adja, hogy klinikailag és radiologiailag nehéz
az elkiilonitése, rosszindulati daganattal (lymphoma, haemangioma, egyéb malignus tumor)
konnyen Osszetéveszthetd, ezért az alapos kivizsgalas, koriiltekintd mikroszképos ¢és
immunhisztokémiai eljarasok elvégzése diagnosztikajaban elengedhetetlen (46, 52). Az
irodalom szadmos elméletet valosziniisit: elézményként trauma, mutét, fertdzésre (példaul
Epstein-Barr-virus (EBV), Actinomyces, Mycoplasma) vagy nem fertéz6 agensre adott
immunologiai valasz, autoimmun betegség lehetésége mertlt fel (11, 23, 45, 46). Jellemz6
klinikai tiinetekkel jarhat: fajdalom, fogyas, anaemia, hyperpyrexia, thrombocytosis, gyorsult

vorovértest-siillyedés, leukocytosis (1, 15, 25).

A human (magyar) szakirodalomban  kozolt esetekben, a  képalkoto,
ultrahangvizsgalatokon a tumor kifejezetten vascularisalt, heterogen, ill. homogen,
hypoechogen moédon abrazolodott. A CT (Computer Tomografia)- felvételeken tobbnyire
lagyrész-intenzitasti, homogén-heterogén, hypodenz, jol koriilhatarolt képletekként
mutatkoznak. Akadt olyan eset, ahol calcificatio abrazolodott a tumorban, ill. a felvételeken a

tumor belsejében hypodenz necroticus teriileteket észleltek (1, 15, 25).

Rendkiviil valtozatos korszovettani képet mutathat, ezért pontos besoroldsa ma sem

egyértelmii. A gyulladasos myofibroblastos daganatnak négy szdvettani altipusat irtak le:

e orsosejtes,
e myxoid,
e vascularis

e ¢&s hypocellularis-fibrosus (10).

Eléfordulnak olyan esetek, amelyekben malignus elvaltozast utanoz. Agressziv helyi
novekedési, localisan infiltralo, ilyenkor a differencialdiagnosztika bonyolult. A radioldgiai
diagnosztikat a nagyon valtozatos makroszkdpos megjelenés és az atipusos tlinetek tovabb
nehezitik. Az ultrahangvizsgalat és a tiibiopszia nem mindig megbizhato (40). A CT-
vizsgalaton kiviil szoba johet még az MRI (Magneses Magrezonancia Képalkotas), amely
pontosabb képet adhat a tumorrdl. Az esetek nagy részében csak a miitéti eltavolitds utan a

patologiai vizsgalat révén deril ki a korrekt diagnozis.

Az inflammatoricus myofibroblastos tumort csak pontos ¢és alapos patologiai és
immunhisztokémiai vizsgalatokkal lehet azonositani. Immunhisztokémiailag jellemzd az

elvaltozasra a vimentin-, desmin-, SMA-, S 100 protein-, calponin-, fibronectin pozitivitas



(41). Metastasis nem jellemz6, azonban a helyi recidiva akar a 25%-ot is elérheti. Ezért a
betegek szoros kovetése ajanlott, rendszeres képalkotdo vizsgalatokkal kontrollalva.
Kezelésében leginkabb a miitéti megoldas az elfogadott (teljes reszekcio), de szoba johet
irradiacio, kemoterapia. Leirtak olyan eseteket is, ahol magas dozisi szteroidterapia

alkalmazasa a tumor regressiojat eredményezte (10).

A gyulladdsos myofibroblastos tumor, bar leginkabb benignus daganat, lokalisan
agressziv novekedést mutathat, vagyis semimalignus tumorként viselkedhet, ami attéteket
nem képez, de kornyezetét destrualja. Alapos kivizsgalas mellett is konnyen Osszetéveszthetd
malignus elvéltozasokkal. Diagnosztikdjaban és kezelésében fontos hangsulyozni, hogy a
klinikum és a radiologiai vizsgalatok alapjan gondolni kell a gyulladdsos myofibroblastos
tumor eshetdségére. Ezzel elkeriilhet6k a tulzottan radikalis beavatkozasok, nem utolsé
sorban pedig a betegeket kimélik meg az aggodalomtol, amelyet egy esetleges malignus
tumor gondolata okozna. Az esetek tobbségében eltavolitasa sebészi uton lehetséges, de
feljegyeztek mar olyan esetet is, mikor az endobronchialis ndvedéket kizardlag

bronchoscopos uton tavolitottak el (4).

A gyulladédsos myofibroblastos tumor dontden a mellkasban fordul eld, de leirtak mar
hasiiregben, a retroperitoneumban, nyakon, fejen, htigyutakban és a kézponti idegrendszerben
elhelyezked6 eseteket is (24, 15, 1, 27, 11, 45, 46, 12, 2, 52, 40). Megjelenésére prediszponal
a lokalis infekcio, gyulladas, trauma, vagy a radioterapia (12). A majban el6fordulé eseteket
Osszefliggésbe hoztak EBV  virusfertézéssel, ill. beszamoltak két betegrdl, akiknél
haemopoetikus 6ssejt transzplantacio utan alakult ki. (12, 52, 46, 2, 23, 11). Leggyakrabban
kamaszoknal és fiatal feln6tteknél észlelik, de iddsebb betegeknél is eléfordulhat (11, 44). A
tiidot érintd daganatok 0,7-1%-4t teszi ki. El6fordulhat a tiidéparenchymaban, de mutathat
endobronchialis, vagy endotrachealis novekedést is (4). Erintheti a hatsé mediastinumot, és
okozhat vena cava superior szindromat. A betegekre laz, fogyas, €s az elhelyezkedéstdl fliggd

szervspecifikus tiinetek jellemzdek, de lehetnek tiinetmentesek is.

Az inflammatoricus myofibroblastos tumor (IMT) olyan sajatos mesenchymalis daganat,
amelyet orso alaku sejtek proliferatioja és gyulladasos sejtekbdl allo infiltratum jellemez. A
human gyulladasos myofibroblastos tumor-esetek kozel felében a 2p23 kromoszdémarégioban
az, anaplasticus lymphoma-kinaz (ALK) enzimet kodolo gén atrendez6dott. Az atrendezddés
jol korrelal az ALK-expresszioval €és a kinaz rész aktivaltsagaval, és valdsziniileg mindkettd

Osszefligg a crizotinib iranti érzékenységgel (5, 9).



2.3 A kutyak inflammatoricus myofibroblastos tumora

Az allatorvosi szakirodalomban inflammatoricus myofibroblastos tumort, ez idaig
kutyakban (10) és ecsetfarku siinben irtak le (29). Az inflammatoricus myofibroblastos
tumorhoz hasonlo szdveti elvaltozasokat macskakban (34), lovakban tapasztaltak (10, 35).

Az ¢rintett kutyak koziil az egyik egy 11 éves keverék kasztralt kan volt, amelynek
szervezetében, retrobulbarisan fejlédott ki az inflammatoricus myofibroblastos tumor. A
daganatot UH- és CT-vizsgalatokkal detektaltak és sebészileg kimetszették egyidejiileg,
caudoventralis feltarassal. EQy anterior uvealis melanocytomat is észleltek a kutya ipsilateralis
szemgolydjaban, de az Gsszes tobbi ocularis szovet - beleértve az optikai ideget is — intaktnak
bizonyult. A retrobulbaris tumor 20x2x10 mm-es volt, élesen elhatarolt, de tokkal nem
rendelkezd, korlilvéve egy vékony rétegli zsirszovettel, lacrimalis mirigyallomannyal és
vazizommal. Korszovettanilag a tumor egymassal parhozamosan elrendez6dd, monomorph
orsosejtekbdl épiilt fel, amelyek kozott sok plazmasejt és szamos lymphoid tiisz6é volt
megtalalhat6. A daganatsejtekre a halvanyan fibrillaris eosinophil cytoplasma volt jellemz6.
A sejtmagok nagyok voltak, enyhe anisokaryosis és elongalt, orso alak jellemezte Oket,
tovabba finoman szemcsés chromatin allomany és prominens nucleolus. Osztodo sejteket nem
észleltek. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a fusocellularis sejtek vimentin-, calponin
pozitivitast és a sejtpopulacié 20 %-a a-SMA- és desmin pozitivitast mutattak. A tumorsejtek
negativitast mutattak pancytokeratinra (AE1/AE), GFAP-re , S -100 fehérje és Melan A-ra
(10).

A masik esetet, egy 9 éves ivartalanitott kan kutyaban (Keeshondban=Holland
barkakutydban) diagnosztizaltdk, a comb belsé részén, kozel a lagyéki régiohoz, a
subcutisban. A 20x20x20 mme-es, sebészileg eltavolitott minta korszovettani vizsgalata soran,

a fentebb vazolt esettel megegyez6 elvaltozast tapasztaltak (10).

Mindezek mellett meningealis gyulladdsos pseudotumort leirtak egy 5 éves Maltai
selyemkutyaban. A daganat a gerincveldburokbol fejlodott ki, a T3-L3 szegmensben,
intraduralisan és extramedullarisan (30). Megallapitottdk mar a daganatot kutyak
hugyholyagjaban is (3), egy 9 éves németjuhdsz kutya mitralis billentytijében (50), egy 4,5

éves ivartalanitott, illetve egy Leonbergi szuka kutya orriiregében (49), kutya 1épében (21).



3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Korszovettan

A munkénk soran, a SZIE-AOTK Patolégiai Tanszékének szovetbankjabol izolaltunk 8
kutyabol mitétileg eltavolitott lagyszoveti bioptatumot, amelyek korszovettani diagnodzisa,
idiilt, aktivitas jeleit mutatd, angiofibroblast szovet sarjadzassal kisért lob volt (1-5. abrak az
EREDMENYEK fejezetben). Az altalunk bevalogatott mintakat szobahémérsékleten (20 °C-
0s), 24 oran at, 8 %-os pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehidoldatban konzervaltuk. Az igy
nyert szOvetmintdkat Shandon excesior szovetelOkészitd automataval tettiik alkalmassa a
tovabbi feldolgozasra. Az automata szovetel6készitégép a 14 6rds programja alatt 6 1épcsds
felszallo alkohol-sorozat (4x1 ora, majd 2x1,5 6ra) és 3 1épcsOs felszallo xylol-sorozat (3x1
ora) utan 3 Iépésben (3x80 perc) 60 °C-o0s paraffinnal (Shandon Histoplast Pelletised Paraffin
Wax) kontamindlta a szovetmintdkat. A szovet elokészitést a paraffinos bedgyazas kovette. A
paraffinos blokkokbol 3-4 pum vastagsdgh metszeteket készitettiink, amelyeket
haematoxylinnal és eosinnal festettiink meg, Shandon Varistain 24-4 automata festégép
segitségével. A metszeteket Nikon Optiphot-2 tipusu fénymikroszkop segitségével analizaltuk
(6-9. abrak az EREDMENYEK fejezetben).

A daganat mitoticus indexének meghatarozasa soran 10, random szelektalt, nagy
nagyitasu (400x) latdomezdben észlelt osztdodd (profazisban, metafdzisban, anafazisban,
telofazisban 1év8) daganatsejtet megszamlalva atlagoltunk (10-12. abrak az EREDMENYEK
fejezetben).

3.2 Immunhisztokémia

A tovabbiakban az indirekt immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a metszeteket kétszer
valtott xylolban (2x10 percen keresztiil), majd hadromszor valtott alkoholban (3x5 percen &t
100%- os, 70%-os és 50%-os alkohol) deparaffinaltuk, majd 1x-es PBS-sel valé mosas utan
antigénfeltarast végeztiink. Az antigének feltarasa magas homérsékleten, mikrohullimmal 20
percig (30 perc, 800 W) tortént, kiegészitve Target Retrieval Solution feltaro oldattal (DAKO,

Glostrup, Dania, pH 6). Az endogen-peroxidaz aktivitasat 0,3%-0s H,O,-dal, metanolban



blokkoltuk 5 percen keresztiil. A vizsgalatainkhoz felhasznalt antitesteket tablazatban

foglaltuk 6ssze (1. tablazat).

1. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran felhasznalt ellenanyagok 0sszesitése

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

2. anti-a-smooth muscle actin (a-SMA) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:8000, Sigma)

3. anti-S-100 protein (polyclonalis nytl ellenanyag, 1:50, DAKO)

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

5. anti-lysozyme (polyclonalis nyul ellenanyag, 1:200, DAKO)

6. anti-PCNA (Proliferating Nuclear Cell antigen) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:200,
DAKO)

Az immunhisztokémiai reakciokat avidin-biotin immunperoxiddz rendszerrel (DAKO
LSAB2 Kit) és DAB (diamino-benzidin) chromogennel tettiik lathatova. A kontrasztfestés
haematoxylinnel tortént. A negativ kontroll metszeteket az els6dleges antitestek kihagyasaval
készitettiik. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése soran kiilsé pozitiv kontrollokat

hasznaltunk (2. tablazat).

2. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran felhasznalt kiilsé pozitiv kontrollok
oOsszesitése

Antitest Kiils6 pozitiv kontroll
1. Vimentin Kutya vaginalis fibroma
2. a-SMA Kutya vaginalis leiomyoma
3. S-100 protein Kutya periférias ideghiivelytumor
4. Claudin-5 Kutya haemangioma
5. Lysozyme Kutya panniculitis
6. PCNA Kutya simplex emlémirigycarcinoma

Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése soran Nikon Optiphot-2 tipust
fénymikroszkop segitségével, 10 nagy nagyitast, random szelektalt latdbmezdben tortént. A
pozitiv immunreakciét mutatdé daganatsejtek aranya alapjan a kovetkezO scoring-rendszert
alkalmaztuk: 0 (negativ) =0 - 5%; 1 =5 - 20%; 2 = 20 - 40%; 3 = 40 - 60%; 4 = 60 - 80%); 5
=80 - 100% tumorsejt pozitivitas (3. tablazat).




3. tablazat. Az immunhisztokémai reakciok Kkiértékelése soran hasznalt pontozasos-
rendszer

Tumorsejt pozitivitas Score
0-5% 0

5-20 % 1

20-40% 2

40-60% 3

4

5

60-80%
80-100%

A megvizsgalt mintakban tapasztalt immunreaktivitasokat, a megbizhato, kiils6 pozitiv
kontrollhoz viszonyitottuk. Ha a mintdkban megfigyelt immunreaktivitds megegyezd volt a
kiils6 pozitiv kontroll mintdban észleltekkel, akkor az ,,intenziv” jelz6t hasznaltuk a reakcid
leirasara, ha kevésbé volt erds, akkor a ,gyenge” jelzét alkalmaztuk. A tapasztalt
immunreakciok kiterjedésénél a diffuz jelzét hasznaltuk, amennyiben a szdvetben kiterjedten
érzékeltiik a pozitivitast, illetve a focalis (multifocalis) jelzét alaklmaztuk, ha nem kiterjedten,
hanem koriilirt teriilete(ke)n észleltiik a reaktivitast. Homogén mindségi jelzét hasznaltunk, ha
az immunreaktivitds egyenletes volt intenzitasban, ill. inhomogén jelz6t, ha eltérd intenzitasu
szoveti teriilteket tapasztaltunk. A sejtekben ¢észlelt immunreaktivitasok helyezddését

tablazatban Osszesitettiik (4. tablazat).

4.tablazat. Az immunhisztokémai reakciok cellularis tipusai

Antitest Immunreakcié
1. Vimentin Cytoplasmaticus
2. a-SMA Cytoplasmaticus
3. S-100 protein Cytoplasmaticus
4. Claudin-5 Membran
5. Lysozyme Cytoplasmaticus
6. PCNA Nuclearis

Az altalunk megvizsgalt mintdkban az un. proliferacios index meghatarozasat a kovetkezd
modon végeztiik: Nikon Optiphot-2 tipusu fénymikroszkép segitségével 10 db, nagy
nagyitasu (400x-os) latomezdében vizsgaltuk a (PCNA) mag-pozitivitdst mutatd tumorsejteket.
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A mag-pozitivitads barna szinreakcié formdjaban volt detektalhat6. Az elfogadott altalanos
elvek szerint 10 latomezé kb. 1000 (Osszesen) sejtet tartalmaz, és a kapott pozitiv
daganatsejteket szazalékosan kiértékelve kapjuk meg a sejtciklusban 1évé daganatsejtek
aranyat. Az immunhisztokémiai vizsgalat soran csak a reprezentativ tumor teriileteket vettiik

figyelembe, igy a sejtszegény necroticus, haemorrhagias és a peritumoralis részeket nem
vontuk be a PCNA-analizisbe.
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4. EREDMENYEK

A vizsgalatok eredményeir6l készitett képek jol szemléltetik eredményeinket. A elemzett
szovetekbdl szarmazd mintdkat az 1-5. abrak mutatjak. A felvételeken egy Rhodesiai
Ridgeback kutyabol eltavolitott, felsd nyaktajéki, dermoid sinusnak imponald, lagyszoveti
bioptatum inflammatoricus myofibroblastos tumor fragmentumai észlelheték. A metszetek
analizalasa soran az elvaltozast demonstraltuk és a 6-9. abrak képein rogzitettiik. Az osztddas

egyes fazisait a 10-12. abrak tamasztjak ala.

Az immunhisztokémiai vizsgélataink soran diffiz (score=5), intenziv, homogén
cytoplasmaticus vimentin  pozitivitast figyeltink meg a daganat orsosejtjeiben
(parenchymasejtjeiben), a gyulladasos sejtjeiben, valamint az intratumoralis vérereiben. A
sebészi varrofonal indukalta inflammatoricus myofibroblastos tumoros esetekben (n=4) a

varr6fonalak vimentin negativitast mutattak (13-16. abrak).

1. abra. Formaldehidoldatban konzervalt lagyszoveti bioptatum az inflammatoricus
myofibroblastos tumorrol
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2. abra. Kozelebbi felvétel a részben demarcald jellegben ndovekvd, semimalignusan
viselkedd, ritka incidencidju mesenchymalis daganatrol

3. abra. A tumor solid teriiletének centrumaban, a korabbi miitét soran alkalmazott
varrofonalak atmetszetei lathatok (nyil)

13



5. abra. A szoOvettani kazettdkba helyezett, korszovettani metszetkészitésre szant minték,
bekeretezve a varréfonal atmetszetekkel
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6. abra. A korszovettani felvételen calcificalodo, két sebészi varr6fonal atmetszete (nyilak) és
a kornyezetében indukalddott fusocellularis tipusu inflammatoricus myofibroblastos tumor
lathat6. Haematoxylin és eosin-festés (H.-E.), 40X

7. abra. A nagyobb nagyitasu felvételen jol érzékelhetd a két meszesedd polyphil
varr6fonal kozotti, elnyult orsosejtek tomegébdl felépiilé inflammatoricus
myofibroblastos tumor. H.-E., 100x
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8. abra. A kép jobb felsd sarkdban a calcificalodott sebészi varrdéfonal részlete, balra
pedig a gyulladasos és a neoplasticus sejtek populacioja lathat6. H.-E., 200x

9. abra. Histiocytakkal, driassejtekkel, plasmasejtekkel és lymphocytakkal vegyiild
fibroblastos-myofibroblastos sejttomeg. H.-E., 400x
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10. abra. Oszt6do (profazisban) 1évo daganatsejt (nyil). H.-E., 400x

11. abra. Osztddo6 (anafazisban) 1évd daganatsejt (nyil). H.-E., 400x
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12. abra. Osztodo (profazisban 1év6) daganatsejtek (nyilak). H.-E., 400x; A daganatok
mitoticus indexe 1-nek bizonyult

13. 4bra. Vimentin pozitivitast (barna szinreakciot) mutat6 inflammatoricus
myofibroblastos tumor a vimentin negativ sebészi varréfonalak (nyilak) kortil.
Immunhisztokémia (IHC.), 40x
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14. abra. Bal als6 sarokban a vimentin negativ varr6fonal (nyil), koriilstte a vimentin

15. abra. Diffuz, homogen, intenziv cytoplasmaticus vimentin pozitivitas a gyulladdsos
myofibroblastos tumorban. IHC., 200x
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16. abra. Nagy nagyitasu felvétel a vimentin pozitiv orsdsejtes inflammatoricus tumorrol.
IHC., 400x

Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran diffuz (score=5), intenziv, homogén
cytoplasmaticus a-SMA  pozitivitast ~ figyeltink meg a daganat orsosejtjeiben
(parenchymasejtjeiben) és az intratumoralis vérerek media rétegének simaizomsejtjeiben. A
tumor allomanyaban észlelhetd gyulladasos sejtek (plasmasejtek, lymphocytak, histiocytak,
tobbmagvl  odridssejtek), valamint az eredeti interstitum és az inflammatoricus
myofibroblastos tumor fibroblast sejtjei a-SMA negativitast mutattak. A sebészi varrofonal
indukalta inflammatoricus myofibroblastos tumoros esetekben (n=4) a varr6fonalak a-SMA

negativitast mutattak (17-22. abrak).
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sarokban az a-SMA negativ varrofonal részlet (fekete nyil), ill. a kép bal k6zépsd
részén az a-SMA pozitiv media réteggel rendelkez6 intratumoralis vérerek (bels6
kontrollok) (piros nyil) lathatok. IHC., 40x

18. abra. Jobb felsd sarokban a varréfonal részlet (nyil), tdle balra az a-SMA pozitiv
tumor (csillag) és az intratumoralis vérerek lathatok. IHC., 100x
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19. abra. Jobb oldalt a varrofonal részlet (fekete nyil), téle balra az a-SMA pozitiv tumor

€s az intratumoralis vérér (piros nyil) lathato. IHC., 200x

20. abra. Diffiz, homogen, intenziv cytoplasmaticus a-SMA pozitivitds a tumorban
(csillagok) és az intratumoralis mikroerekben (nyilak). IHC., 200x

22



400x

22. abra. Diffliz, homogen, intenziv cytoplasmaticus a-SMA pozitivitds a tumorban.
A jobb fels6 sarokban tumorsejt harantmetszetek lathatok. IHC., 400x
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Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran claudin-5 negativitast figyeltiink meg a
daganat orsdsejtjeiben (parenchymasejtjeiben) és a tumor allomanyaban észlelhetd
gyulladésos sejtekben (plasmasejtekben, lymphocytakban, histiocytdkban, tobbmagva
oriassejtekben), valamint az eredeti interstitium fibroblast sejtjeiben. Az intratumoralis
vérerek endothel sejtjei claudin-5 intenziv, membranpozitivitdst muattak (23. abra). A
sebészi varréfonal indukalta inflammatoricus myofibroblastos tumoros esetekben

(n=4) a varr6fonalak claudin-5 negativitast mutattak.

Az inflammatoricus myofibroblastos tumort, valamint a varr6fonalak remotidjat
végzd histiocytak (macrophagok, faldsejtek) intenziv, homogen cytoplasmaticus

lysosyme pozitivitast mutattak (24. abra).

A PCNA-nuclearis pozitivitasra alapozott PCNA-index 30-35 %-nak bizonyult (25-26.

abrak). A tumor alloméanyaban S 100 protein negativitast észleltiink.

23. abra. Claudin-5 pozitiv mikroerek (nyilak) a claudin-5 negativ inflammatoricus
myofibroblastos tumor (csillagok) alloményaban. THC., 40x
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24. 4bra. Lysosyme pozitivitas a gyulladasos myofibroblastos tumor histiocytaiban
(nyilak). IHC., 400x

25. abra. PCNA (proliferatidos marker) pozitivitas az inflammatoricus myofibroblastos
tumorban. IHC., 100x
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26. abra. PCNA (proliferatiés marker) nuclearis pozitivitas az inflammatoricus
myofibroblastos tumorban. IHC., 200x
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5. MEGBESZELES

A gyulladdsos myofibroblastos tumor diagnézisit a human patolégus orvosok
allitottak fel, az altaluk alkalmazott immunhisztokémiai mddszerek segitségével. A korabbi
elnevezései a kovetkezok voltak: gyulladasos pseudotumor, cellularis gyulladasos
pseudotumor, plasmasejtes granuloma, gyulladdsos myofibrohistiocytas proliferacio, ill.
gyulladasos fibrosarcoma (41). A gyulladasos myofibroblastos tumor ritka, altalaban solitaer
megjelenési, lassti novekedésii benignus tumor. Etiologidja és patomechanizmusa a mai napig
tisztazatlan. Szamos szervben leirtdk mar human vonalon, igy a tidében (24), a
gastrointestinalis rendszerben (1, 15, 25), a majban (11, 46), a Iépben (11), a
hasnyalmirigyben (12), a retroperitoneumban (52), a vesékben (2), a hugyuti rendszerben
(23), a borben (40, 52), és a csontvelében (44). A human orvosi megfigyelések alapjan
megjelenésére prediszponal a localis infectio, a gyulladas, a trauma, vagy a radioterapia (11,
15, 23, 40, 52). Habar a gyulladasos myofibroblastos tumor szévettani szempontbol benignus,
eléfordulhat multifocalisan, infiltralhatja a kornyezd szoveteket. Pontos €s alapos patoldgiai
¢s immunhisztokémiai vizsgalatokkal lehet azonositani. Immunhisztokémiailag jellemzé az
elvaltozasra a vimentin-, desmin-, S 100-, calponin-, fibronectinpozitivitas. Metastasis nem
jellemzd, azonban a lokalis recidiva akar a 25%-ot is elérheti. Ezért a betegek szoros kovetése

ajanlott, rendszeres képalkoto vizsgalatokkal kontrollalva (1, 15, 25, 40, 52).

Az allatorvosi szakirodalomban inflammatoricus myofibroblastos tumort, ez idaig
kutyakban (10) és ecsetfarku siinben irtak le (29). Az érintett kutyak koziil az egyik egy 11
éves keverék kasztralt kan volt, amelynek szervezetében, retrobulbarisan fejlédott ki a
inflammatoricus myofibroblastos tumor. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran a
fusocellularis sejtek vimentin-, calponin pozitivitast és a sejtpopulacié 20 %-a a-SMA- és
desmin pozitivitast mutattak. A tumorsejtek negativitast mutattak pancytokeratinra (AE1/AE),
GFAP-re, S -100 fehérje és Melan A-ra (10). A masik esetet, egy 9 éves ivartalanitott kan
kutyaban diagnosztizaltak, a comb bels6 részén, kozel a lagyéki régiohoz, a subcutisban. A
minta vizsgalata soran, a fentebb vazolt esettel megegyezd elvaltozast tapasztaltak (10).
Meningealis gyulladasos pseudotumort jegyeztek fel egy 5 éves Maltai selyemkutyaban. A
daganat a gerincvelOburokbol fejlodott ki, a T3-L3 szegmensben, intraduralisan és
extramedullarisan 30). Leirtak mar a daganatot kutyak hugyhodlyagjaban is (4): egy 9 éves

németjuhasz kutya mitralis billentylijében (50), egy 4,5 éves ivartalanitott, illetve egy
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Leonbergi szuka kutya orriiregében (49), kutya 1épében (21). Valamennyi esetben a daganat
diagnodzisa a megfelelden bevalogatott antitestek segitségével kivitelezett immunhisztokémiai

vizsgalatokon alapult.

A jelen munkank soran megvizsgalt mintdk korabbi H.-E. alapu korszovettani
diagnozisa az idiilt, aktivitds jeleit mutatd, angiofibroblast szOvet sarjadzassal kisért
gyulladasa volt. Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran ezekben a mintakban diffuz,
intenziv, homogén cytoplasmaticus vimentin pozitivitast figyeltiink meg, mind a daganat
parenchymasejtjeiben, mind a gyulladasos sejtjeiben, valamint az intratumoralis vérereiben is.
A tumor mintakban diffuz, intenziv, homogén cytoplasmaticus a-SMA pozitivitast
tapasztaltunk a daganat orsosejtjeiben (parenchymasejtjeiben) és az intratumoralis vérerek
media rétegének simaizomsejtjeiben. A tumor allomanyaban észlelheté gyulladdsos sejtek,
valamint az eredeti interstitium és az inflammatoricus myofibroblastos tumor fibroblast sejtjei
a-SMA negativitast mutattak. Mindezek mellett a koros szovetszaporulatokban claudin-5
negativitast tapasztaltunk a daganat orsosejtjeiben és a tumor allomanyaban észlelhetd
gyulladasos sejtekben, valamint az eredeti interstitium fibroblast sejtjeiben. Az intratumoralis
vérerek endothel sejtjei claudin-5 intenziv membranpozitivitast mutattak. Az inflammatoricus
myofibroblastos tumort, valamint a varréfonalak remotidjat végzo histiocytak (macrophagok,
falosejtek) intenziv, homogen cytoplasmaticus lysosyme pozitivitast mutattak. A PCNA-
nuclearis pozitivitasra alapozott PCNA-index 30-35 %-nak bizonyult. A tumor alloméanyaban

S 100 protein negativitast észleltiink (5. tablazat, 27. abra).

5. tablazat: Az immunhisztokémai reakciok eredményei az altalunk megvizsgalt
inflammatoricus myofibroblastos tumorokban

Antitest | Vimentin | a-SMA | S-100 protein | Claudin-5 | Lysozyme PCNA

Tumor Pozitiv Pozitiv Negativ Negativ Pozitiv 30-35 %
(histiocytak)
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27. abra. A. Kutyabdl sebészileg eltavolitott inflammatoricus myofibroblastos tumor
felvétele. B. Vimentin pozitivitas a tumorban. IHC., 400x. C. a-SMA pozitivitas a
tumorban. IHC., 400x. D. PCNA pozitivitas a tumorban. IHC., 400x.

Immunhisztokémiai vizsgélati eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a kutyak

szervezetében kialakulo, idiilt, gyulladasos folyamatok, amelyeket a rutin H.-E.-festett

metszetekben angofibroblast szdvetproliferatum megjelenésével jellemeztiink, nem minden

esetben elfogadhaté definitiv diagnézisok. Korrekt elemzésiikhoz nélkiillozhetelen a

megfeleden validalt antitestekbdl felépiild immunhisztokémiai panel alkalmazasa. A kutyak

inflammatoricus myofibroblastos tumoranak klinikai vizsgalatahoz, utankovetéséhez nagyobb

szamu minta feldolgozasara van sziikség, amelyhez biztos alapot nyujt az altalunk kidolgozott

immunhisztokémiai ellenanyag panel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az inflammatoricus myofibroblastos daganat, az allatorvosi szakirodalmakban ritkan leirt
tumortipus. Jelen, indirekt immunhisztokémiai munkank sordn vimentin, a-SMA, S 100
protein, claudin-5, lysosyme és PCNA alapi molekularis patologiai vizsgalatokat végeztiink
8, sebészileg eltavolitott, korszovettanilag idiilt, aktiv gyulladasnak imponalé mintdban. A
kutyakbol szarmazo mintakban, az immunhisztokémiai vizsgalataink soran diffuz, intenziv,
homogen cytoplasmaticus  vimentin  pozitivitast  figyeltink meg a  daganat
parenchymasejtjeiben, a gyulladasos sejtjeiben, valamint az intratumoralis vérereiben. A
sebészi varrofonal indukalta inflammatoricus myofibroblastos tumoros esetekben (n=4) a
varr6fonalak vimentin negativitdst mutattak. Diffiz, intenziv, homogen cytoplasmaticus o-
SMA pozitivitast tapasztaltunk a daganat orsosejtjeiben (parenchymasejtjeiben) és az
intratumoralis vérerek media rétegének simaizomsejtjeiben. A tumor allomanyaban észlelhetd
gyulladésos sejtek (plasmasejtek, lymphocyték, histiocytak, tobbmagvl oridssejtek), valamint
az eredeti interstitium és az inflammatoricus myofibroblastos tumor fibroblast sejtjei a-SMA
negativitdst mutattak. A sebészi varréfonal indukalta inflammatoricus myofibroblastos
tumoros esetekben a varrdfonalak o-SMA negativitast jeleztek. Claudin-5 negativitast
figyeltink meg a daganat parenchymasejtjeiben és a tumor allomanyaban észlelhetd
gyulladésos sejtekben, valamint az eredeti interstitium fibroblast sejtjeiben. Az intratumoralis
vérerek endothel sejtjei claudin-5 intenziv, membranpozitivitdst mutattak. A sebészi
varrofonal indukalta inflammatoricus myofibroblastos tumoros esetekben a varr6fonalak
claudin-5 negativitast mutattak. A tumort, valamint a varrofonalak remotiojat végzo
histiocytak intenziv, homogen cytoplasmaticus lysosyme pozitivitast jeleztek. A tumor
PCNA-indexe 30-35 %-nak bizonyult. A tumor allomanyaban S 100 protein negativitast

észleltink.

Immunhisztokémiailag megalapozott munkdk soran biztos, 1j, patoldgiai diagnozissal
lattuk el a kordbban korszovettanilag, idiilt aktiv gyulladdsnak lezart eseteket, ezzel felhivva a
figyelmet a molekularis patoldgiai vizsgalatok, az immunhisztokémia, kutya tumorok

reclassificatiojaban, rehistotipizalasaban nyutjtott, eléviilhetetlen szerepére.
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7. SUMMARY

The inflammatory myofibroblastic tumor is a rarely described tumor type in the veterinary
literature. Presently during our indirect immunhistochemistric work we do vimentin, a-SMA,
S 100 protein, claudin-5, lysosyme and PCNA based molecular patology examinations on 8
surgically resected, histopatologicly imposing as chronic active inflammatoric sample. In the
samples derived from the dogs we observed via immunhistochemistric examinations diffuse,
intensive homogeneous cytoplasmatic vimentin positivity in the tumors’ parenchyma cells,
inflammatory cells and intratumoral vessels. At the surgical-suture-induced inflammatory
myofibroblast tumor cases (n=4), the surgical suture shows vimentin negativity. Diffuse
intensive homogen cytoplasmatic a-SMA positivity was observed in the tumors’ spindle cells
(parenchyma cells) and in the media layer’s smooth muscle cells of the intratumoral vessels.
The inflammatory cells in the tumor’s stroma (plasmacells, lymphocytes, histiocytes,
multinuclear giantcells), the original interstitium and the inflammatory myofibroblastic tumor
cells shows a-SMA negativity. At the surgical-suture-induced inflammatory myofibroblastic
tumor cases the surgical sutures show a-SMA negativity. We observed Claudin-5 negativity
in the tumor’s parenchyma cells, in the inflammatory cells of the tumor’s stroma, and in the
original interstitium’s fibroblast cells. The intratumorals bloodvessels’ endothel cells shows
claudin-5 intensive membrane positivity. At the surgical-suture-induced inflammatory
myofibroblastic tumor cases the surgical sutures shows claudin-5 negativity. The histiocytes
responsible for remotion of the tumor and the sutures show intensive homogeneous
cytoplasmatic lysosime positivity. The tumor’s PCNA-index is 30-35%. We observed S 100

protein negativity in the tumor’s stroma.

During our immunhistochemistricly established work we have created a trustworthy new
method for making patological diagnosis in cases formerly believed to be chorinc active
inflammation by histopatology drawing attention to the enduring role of molecular patology

examination, immunhistochemistry, in canine tumors’ reclassification and rehistotipization.
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