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1. Osszefoglalas

Az allatorvosi klinikumban a kutyak Klinikailag leggyakrabban elé6fordulé tumorai  kdzé
tartoznak a lymphomas és mastocytomas megbetegedések. Ezekben a daganatsejtek jol
nodalis lymphoma esetében a korjoslatot, azaz a varhatdé tulélési id6ket jelent6sen
befolyasolja a Kklinikai stadium, a koérszévettanilag meghatarozhaté immunfenotipus, az
alkalmazott kezelési protokoll, valamint az egyidében elé6fordulé egyéb megbetegedések.
Ugyanigy befolyasold tényez6k mastocytomak esetén is a stadium, a malignitas
kérszdvettanilag meghatarozott foka, az alkalmazott kezelések, és az esetleges egyideji
egyéb megbetegedések. A korabbi tanulmanyok alapjan I|étfontossagu tényezé a
gyogyszerrezisztencia, amely idével a kezelés sikertelenségéhez vezet. Az ABC (ATP-biding
casette) szupercsaladba tartozd P-glikoportein (P-gp) altal kdzvetitett gyodgyszerkiaramlas
szamos malignus daganat rezisztenciajat okozza. A P-gp expresszidjat, aktivitasat szamos
korabbi szakirodalom vizsgalta a kutyak lymphomas és mastocytomas megbetegedései
esetén.
Vizsgalataink célja volt a széban forgd fehérje szazalékos eléfordulasanak és funkcionalis
aktivitasanak feltérképezése a két tumortipus esetén, tovabba a két maddszer
O0sszehasonlitasa. Ezeken felll szandékunkban allt a kemoterapias kezeléseket megel6zéen
a P-gp prediktiv értéekének a meghatarozasa.
Kutatdsunk soran 95 lymphomas és 31 mastocytomas kutya adatait dolgoztuk fel mintegy 7
évet feldlel6 idétartam alatt. Mindegyik beteg atesett a diagnézishoz és stadiumba
sorolashoz elengedhetetlen vizsgalatokon. A lymphoma betegek CHOP vagy L-CHOP
kezelésben részesiltek elsd ciklusban. A mastocytoma betegek mindegyike mitéten esett
at, majd 16 esetben részesultek kemoterapias utdkezelésben. A P-gp szazalékos
meghatarozdsahoz immunhisztokémiai jeldlést haszndltunk, funkcidjanak megitéléséhez
aramlasos citométerrel detektalhaté Calcein tesztet alkalmaztunk. A  funkcié
szamszerUsitéséhez a multidrogrezisztencia aktivitdsi faktort (MAF) hasznaltuk. A
vizsgalatokbdl kapott adatokat alapul véve 6sszehasonlitottuk a teljes tulélési idéket (overall
survival time, OST) és recidivamentes tulélési id6ket (relapse free period, RFP). A lymphoma
csoportban a B-sejtes paciensek (n=79) kissé alacsonyabb P-gp expressziot produkaltak,
mig atlag MAF értékuk kissé magasabb volt a T-sejtes populacidhoz (n=16) képest. A P-gp
pozitivitas és MAF értékek mindkét altipus esetében egyértelmlien pozitivan, szignifikdnsan
korrelaltak egymassal. A teljes betegpopulacioban a tulélési id6k tekintetében a kovetkezd
megallapitasok tehetéek. Az OST adatok negativ, nem szignifikans korrelaciét mutattak a P-
gp expresszio meértékével, mig a MAF értékeket vizsgalva a korrelacié pozitiv volt, szintén

nem szignifikans mértékben.



Ezzel szemben RFP értékelésekor mind a P-gp expresszidé, mind a MAF értékek nem
szignifikans, pozitiv korrelaciét produkaltak. A B-sejtes lymphomas betegek kozil nem
mindegyik esetben volt a halal oka lymphoma (27/79). Ebben a csoportban a mellékhatasok
figyelembe vételekor tapasztalhaté volt azok erds befolyasa. Azon csoportban voltak a
leggyakoribb és legsulyosabb mellékhatasok, amelyik alacsony MAF mellett révid tulélési
idéket produkalt. Ugyanezen csoportban kellett a leggyakrabban elhalasztani a
mellékhatasok miatt a kezeléseket. A T-sejtes paciensek esetén mind a P-gp expresszid,
mind a MAF negativan korrelaltak az OST és RFP adatokkal. Tehat minél magasabb volt a
P-gp szazalékos értéke és a MAF, annal révidebb volt a tulélési id6. A P-gp expresszio és
MAF a mastocytomak esetében is erésen, pozitivan korreldl egymassal. A P-gp szazalékos
kifejez6dése és a MAF pozitivan korrelal az OST-vel a mastocytomas betegeknél. Ezzel
szemben a MAF és az RFP kozott negativ korrelaciot tapasztaltunk.

Kovetkeztetéseink szerint a két vizsgalati modszer, a P-gp meghatarozasara szolgald
immunhisztokémia és aramlasi citometria j6l 6sszehasonlithatd mind a lymphomak, mind a
mastocytomak esetében. A MAF érték megfelelé mutatd a P-gp aktivitas meghatarozasahoz.
A lymphomahoz kotheté halaloknak nagy szerepe lehet a vizsgalati populacié
heterogenitasaban. A B-sejtes lymphomas betegek csoportjaban szamos adatot cenzoralni
(hidanyz6 adatként kezelni) kellett a tulélési eredmények vizsgalatakor, mivel sok esetben
nem lymphoma miatt kdvetkezett be a betegek halala. Ezen probléma kikliszobdlésére
megfelelébb mutaté lehet a RFP, mivel azt nem befolyasolja a halalok. Ezen felll a tulélést
és kemoterapiarezisztenciat meghatarozé kulcsfontossagu tényezd, hogy az adott beteg
meg tudja kapni id6ben és megfelel6 dozisban a citosztatikus gyogyszert.

Kutatasunk alapjan azonban a P-gp funkcié nem mondhaté a terapia szempontjabél prediktiv
mutatonak. Vizsgalataink ramutattak arra, hogy a gydgyszerrezisztenciat kialakité tényezék
rendkivul Osszetettek. Szamos befolyasolé korilménnyel kell szamolni, nem csak

biolégiailag, hanem a kiilsé kérnyezet tekintetében is.



2. Bevezetés

A human medicinaban tapasztaltakhoz hasonléan, a kutyak tumoros megbetegedéseinek
el6fordulasa is egyértelmi névekedést mutat a rendelkezésre allé adatok alapjan (Priester
és McKay, 1980; Bronden és mtsai, 2010).

A GLOBOCAN becslései alapjan 2012-ben vilagszerte 14,1 millié Uj daganatos
megbetegedést és 8,2 millié halalesetet regisztraltak (Torre és mtsai, 2015). Azonban 2020-
ban vilagszerte 19,3 millié Uj daganatos megbetegedés és csaknem 10,0 millié tumor okozta
halaleset fordult el§ (Sung és mtsai, 2021). Az arany 100.000 emberre vonatkoztatva
azonban, csdkken az emberi populacié intenzivebb névekedése miatt.

Kutyak esetében egy Svajcban végzett vizsgalat szerint, az adatbazisukban feldolgozott
kutya populaciéban a daganattal diagnosztizalt esetek el6éfordulasa 1955-ben 13 volt
100.000 kutyara vetitve, mig 2008-ban az el6fordulasi arany mar 695/100.000 paciens volt
(Gruntzig és mtsai, 2015). Ugyanakkor Olaszorszagban az eléfordulasi arany 804/100.000
volt a rosszindulati daganatok esetében és 897/100.000 volt a joindulatd daganatok
esetében 2001 és 2008 kozott évente (Baioni és mtsai, 2017).

Meglepd azonban, hogy az Amerikai Egyesiilt Allamokban a becslések szerint az
emberekben évente mintegy 500 Uj neoplasztikus betegséget diagnosztizalnak 100.000
lakosra vetitve, mig a kutyak esetében a tulajdonosok megkérdezése alapjan, mintegy 5300
daganat diagnozis szlletett 100.000 kutyara vetitve. Ez azt jelenti, hogy a kutyakban 2-10x
gyakoribb lehet a daganatos megbetegedés, mint az emberekben (Davis és Ostrander,
2014).

A daganatok kialakulasa mogott tdbbnyire epigenetikai rendellenesség keresendé,
amelyek az élet soran alakulnak ki. Sorozatos genetikai mutacidk altal megsziinnek a
normalis proliferaciés és regeneracios korlatok, melyek altal a sejt képessé valik tovabbi
szambeli gyarapodasra, és fent tudja tartani a tuléléshez szikséges alapfolyamatokat,
tovabba biztositja a szervezeten bellli tovabb terjedést is. A mutacidk kialakulasat segithetik
kulonb6zb kuls6 mutagének (pl. taplalkozasi, belégzési vagy kontakt kémiai agensek, pl.
dohanyfust, tartositoszerek, rovarirtdék, az UV- és Gamma-sugarzas) és belsé mutagének (pl.
DNS replikaciét szabalyozé enzimek hibaaranya) (Vail és mtsai, 2019). A kérnyezeti hatasok
tarsallatainkat is egyre inkabb érintik a kozos élettér kovetkeztében. A legtobb mutacio
csendes és nem akadalyozza a sejt mikodését, masok azonban proto-onkogének, és ezzel
a tumorszupresszor gének gatlasa (Tomasetti és Vogerstein, 2015), vagy a proliferacios
gének aktivalédasa kovetkezhet be (Tomasetti és Vogerstein, 2017). A daganat
megjelenésének kockazata az életkorral novekszik. Bizonyos vizsgalatok szerint a kutyak

esetében egyes replikaciohoz kapcsolodd faktorok jelenléte alapjan még erésebb a



korrelacid a kor és egyes raktipusok megjelenése, progresszidja kézott, mint emberben
(Peto, 2015).

A tumorprogressziét el6idézé események szamos mechanizmus utjan térténnek, ideértve az
oroklédé tényezdket, kornyezeti elemek okozta karosodast, a genetikai instabilitast. A
daganatos megbetegedések valoszinlleg a magasabb rendl gerincesek esetében az
evolucio elkerulhetetlen kdvetkezményei (Modiano és Breen, 2008). Fontos az alapvetd
mechanizmusok megértése, melyek felelések a malignus transzformaciéért és tumor
progresszidért. Ezen informaciok lehetévé teszik az életmindség javitasat célzd stratégiak
kidolgozasat, a hatékonyabb gyogykezelést. Az emberek és kutyak tumorai k6z6tt szamos
egyezés van, amely lehetéséget ad dsszehasonlitdé vizsgalatok elvégzésére (Modiano és
Breen, 2008). Ezenkivil a tarsallatok daganatainak vizsgalata, kezelése nem csak
tudomanyos, de tulajdonosi igény is, melyhez elengedhetetlen a Kklinikai allatorvosi

szaktertlet fejlédése.
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3. Irodalmi attekintés
3.1. Kutyak lymphomas megbetegedése

3.1.1. Altalanos jellemzék, epigenetikai hattér

A lymphoma” kifejezés egy heterogén betegségcsoportot jelent, mely képvisel6i malignus
transzformacion atesett lymphocytak monoklonalis proliferatumai. A human medicinaban,
2020-ban 544.000 uj non-Hodgkin lymphoma (NHL) megbetegedést diagnosztizaltak, és
260.000 halalesetet dokumentaltak Vilagszerte (Sung és mtsai, 2021). Mig 2014-ben 71.000
NHL diagndzis tortént (Siegel és mtsai, 2021), kutyak esetében ugyanebben az idészakban
250.000 lymphomas beteget jegyeztek fel (Richard és Suter, 2015). A diagnosztizalt betegek
szama hozzavetélegesen 20-110 kozoétt valtozé 100.000 kutyara vonatkoztatva, és évrdl
évre emelkedik ez a szam (Zandvliet és Teske, 2015).
Igen fontos medfigyelés, hogy az emberben el6forduld lymphoid tumorok teljes spektruma

kutyaban is megtalalhat6 (Seeling és mtsai, 2016) (1. abra).

Canine Human

McL Other
T-LBL 0, 3%
3%

ALC 4

PTCL, NOS 1%

—4
1% mcL_

2% . &

1. Abra. Lymphoid tumorok eléfordulasi aranya kutyaban és emberben
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma; PTCL-NOS: periférias T-sejtes lymphoma,
mas tipusba nem sorolhat6; NMZL: Nodalis marginalis zéna lymphoma; TZL: T-zéna
lymphoma; T-LBL: T-sejtes lymphoblastos lymphoma; MCL: ,Mantle-cell” lymphoma;
CLL/SLL: Kronikus lymphocytas leukémia/kis lymphocytas lymphoma; PCN: plazma
sejtes neoplazia; FL: follicularis lymphoma; HL: Hodgkin’s lymphoma és ALC:
anaplasztikus nagy sejtes lymphoma (Seeling és mtsai, 2016)

Ezen kérképek a két fajpan nemcsak morfologiai és bioldgiai viselkedés szempontjabdl

hasonldéak, hanem egyes esetekben molekularisan is egyezd jegyeket hordoznak, mely
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idealis lehet6séget teremt kettds célu kutatasokhoz. A kutya modellek elényei k6zé tartoznak
példaul a spontan megbetegedések, a kbézds kdrnyezet, az életkorhoz koéthetbség, és a
bizonyos fajtakra jellemzé genetikai homogenitas (Ito és mtsai, 2014).

A kor tekintetében leggyakrabban atlag 6-9 éves kutyakat érint a megbetegedés, habar a T-
sejtes lymphomas betegek gyakran fiatalabbak. (Ernst és mtsai, 2016). Ivar tekintetében
nincs egyontetl megallapitas, egyes tanulmanyok szerint intakt néstényekben alacsonyabb
az el6fordulasi kockazata a megbetegedésnek (Willamil és mtsai, 2009). Ha a kutya fajtakat
tekintjuk, bizonyos prediszpoziciok megfigyelhetéek. Egy tanulmany szerint, Eurdpa szerte,
1529 egyedbdl allé populaciéban a legtdbb eset doberman, rottweiler, boxer és berni pasztor
fajtak képviselbibdl kerllt ki (Comazzi és mtsai, 2018). T-sejtes lymphoma altipusok a boxer
fajtaban voltak a leggyakoribbak, mig a legtébb B-sejtes beteg rottweilerek kozott volt
detektalhato. Korabbi, Eurépan kivili vizsgalatokkal ellentétben az eurdpai golden retriever
populacio nem mutatott kiemelked6 hajlamot magara a lymphomas megbetegedésre vagy
barmelyik altipusara. Tovabbi, precizebb és altipusokra is terjed6 megallapitasokhoz a
jovében olyan prospektiv vizsgalatok szikségesek, mint példaul a hajlamositd gének
azonositasa (Comazzi és mtsai, 2018).

Epigenetikai szempontbdl a kutyak lymphomajanak kialakulasa multifaktorialis, és
megértéséhez szamos vizsgalat szikséges még. A genetikai kutatasi eszk6zok fejlédésével
lehet&ség nyilt egyes alap molekularis faktorok megismerésére is. A kutyagenom felderitése
alapot teremtett bizonyos gének deregulacidjanak megismerésére lymphomak esetében
(Lindblad-Toh, és mtsai, 2005). Egy 61 lymphomas kutyabdl allé vizsgalat példaul azt
mutatta, hogy azon betegek (a vizsgalt egyedek 25%-a) prognosztikai szempontbdl elényt
élveznek, ahol a 13-as kromoszéma triszOmiaja detektalhatd, melyet az elsé recidivaig tartod
id6k (RFP) és a teljes tulélési id6k (OST) bizonyitanak (Hahn és mtsai,1994). A human
medicinaban tébb olyan fertézési faktort azonositottak, mely a lymphomak patogenezisében
szerepet jatszik, azonban ezekrél az allatorvoslasban meég kevés informacié all
rendelkezéslinkre (Farinha és Gascoyene, 2005). A kdrnyezeti tényez6k kdzil emberekben
bizonyos herbicidek - kuléndsen a 2,4-diklérfenoxi-ecetsav - esetében igazolédott, hogy
lymphomat indukalnak, melyre kutyakon végzett vizsgalatok soran is talaltak bizonyitékot
(Takashima-Uebelhoer és mtsai, 2012). Egyéb kornyezeti faktor, mint példaul a dohanyfust
lymphoma-kelté hatasa szintén felmerilt (Pastor és mtsai, 2009). Egyes immunoldgiai
tényez6k szintén kothetéek Ilymphomas transzformacidohoz. Kutyak esetében olyan
immunbetegségek, mint az immunmediélt trombocytopenia, kortdl és nemtdl fuggetlenul a
lymphoma kialakulasanak magasabb kockazatat hordozta magaban Osszehasonlitva a
normal populécioval (Keller, 1992; Fosten és mtsai, 2000). Egy masik tanulmany
Osszefiiggést mutatott az atépias dermatitisben szenvedé kutyaknal hasznalt

immunmodulans kezelés és az epitheliotrop T-sejtes lymphoma kialakulasa kézétt (Santoro

12



és mtsai, 2007). A kutyak lymphomajanak genetikai hatterérél sok ismeret all rendelkezésre,
de jelentésen kevesebb, mint emberek esetében (Luethcke és mtsai, 2022; Sheet és mtsai,
2022; Sirivisoot és mtsai, 2022).

3.1.2. Lymphoma klasszifikaciéja

A kutyak lymphomainak klasszifikaciéja a betegség altal érintett anatomiai région,
szdvettani megjelenésen és immunfenotipuson alapszik.
Az anatémiai helyez6dés tekintetében a leggyakoribb a multicentrikus forma, mely a
periférias nyirokcsomok generalizalt duzzanataval jar, a betegek mintegy 80%-a ettdl a
tunettél szenved (Madewell, 1978). A masodik leggyakoribb lokalizaci6 a gyomor-bél
rendszer, am az alimentaris lymphomak igy is atlagosan csupan a betegek 5-7%-at
jellemzik. A maj, lép és regionalis nyirokcsomok gyakran masodlagosan érintetté valnak a
progresszié folyaman (Ozaki és mtsai, 2006). Az alimentaris formahoz hasonlé aranyban,
mintegy 5%-ban talalkozhatunk a klinikumban mediastinalis megjelenési formaval. Ezt a
tipust a mediastinalis nyirokcsomoék és a thymus duzzanata jellemzi (Rosenberg és mtsai,
1991). A lymphoma bérben manifesztalédé formaja a bdér- (cutan) lymphoma, mely lehet
szoliter vagy gerenalizalt (Moore és mtsai, 2013). Atipikus lokacioként emlitendd a
hepatosplenikus forma, mely soran nyirokcsomé megnagyobbodas nem jellemzd, azonban a
malignus T-sejtek infiltraljak a majat, Iépet és a csontvel6t (Fry és mtsai, 2003). Az
intravascularis lymphoma egy igen ritka, atipikus forma, mely soran a neoplasztikus lymphoid
sejtek az erek falan belll proliferalnak, és nem detektalhaté extravascularis szévetszaporulat
vagy leukémia. Ez a forma gyakran érinti a kdzponti idegrendszert és a szemet (Ridge és
Swinney, 2004).

A nodélis lymphomak korszévettani megjelenése, immunfenotipusok

A nodalis, nyirokcsomokban manifesztalodd lymphomak szévettani klasszifikalasa, a
lymphoma tipus ismerete kiemelten fontos a progndzis meghatarozasahoz, kezelési
protokollok készitéséhez. A jelenleg kutydkndl hasznalatban 1évd és elfogadott szdvettani
besorolas az Egészségugyi Vilagszervezet, a World Health Organization (WHO) altal
meghatarozott, mely figyelembe veszi az anatomiai, morfoldgiai és immunfenotipus jegyeket
(2. abra) (Valli és mtsai, 2011; Seeling és mtsai, 2016).
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2. Abra: Kutya nyirokcsoméban manifesztalédé lymphomak szévettani besorolasa
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes lymphoma; PTCL-NOS: masképpen nem meghatarozott
periférias T-sejtes lymphoma; MZL: marginalis zéna lymphoma; TZL: T-zéna
lymphoma; BL: Burkitt lymphoma; LBL: lymphoblastos lymphoma; MCL: mantle-cell
(kdpenysejtes) lymphoma; CLL/SLL: krénikus lymphocytas leukémia/kis lymphocytas
lymphoma; LPC: lymphoplazmocytas lymphoma; FL: follikularis lymphoma; ALT:
anaplasztikus nagysejtes lymphoma.

Az excizidés mintakban el6szor is azonosithaté a lymphoma diffuz vagy follicularis mivolta.
Ezt kovetben a vordsvértestek vagy kis lymphocytak méretét alapul véve vizsgalhaté a
daganatos sejtpopulacido mérete, ez alapjan kicsi, kdzepes és nagy sejtes formakat
kalonitink el. Végul tovabbi sejt- és nuclearis jellemz6k alapjan allithaté fel a végsé
konkluzid, amely magaban foglalja az immunfenotipust és a mitotikus alakok szamat
(Seeling és mtsai, 2016). A kutyak esetében az 6sszes lymphomat tekintve, korilbelll 60-
70% B-immunfenotipus, 30-40 % T-fenotipus és 1 % alatti azon tipusuak aranya, melyek
nem expresszaljak sem a B-, sem a T-sejt markereket, tehat null-sejtes tipusuak. Ezen felll
atlagosan 75% magas malignitasi fokozatu, 25% alacsony malignitasi fokozatu tipus (Ponce
és mtsai, 2010). Szdvettani tipust tekintve a leggyakrabban, az esetek mintegy 50%-ban
diffz nagy B-sejtes lymphoma diagnosztizalhaté (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL),
ettdl ritkabban, atlag 15%-ban periférids T-sejtes lymphoma, masként nem meghatarozott

(peripheral T-cell lymphoma-not otherwise specified, PTCL-NOS) tipussal talalkozunk.
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Gyakorisagi sorrendben a kovetkez6é a T-zéna lymphoma (T-zone lymphoma, TZL) 3-15%-
ban, és a marginalis zéna lymphoma (marginal zone lymphoma, MZL) 5-10%-os el6fordulasi
arannyal (Ponce és mtsai, 2010; Valli és mtsai, 2013). Bar nem feltétlentl manifesztalodik
nyirokcsoméban, de gyakorisagi sorrendben meg kell emliteni a T-sejtes b&rlymphomat,
mely egyes tanulmanyok szerint 12% el6fordulas gyakorisaggal rendelkezhet. A tObbi

lymphoma tipus 5% alatt képviselteti magat (Ponce és mtsai, 2010; Valli és mtsai, 2013).

A nodalis lymphomak immunfenotipus meghatarozasa

Az immunfenotipus meghatarozasa tdbb modszerrel is lehetséges. Az immunhisztokémiai
vizsgalat, az aramlasos citometria és a klonalitas vizsgalat (PARR) alkalmasak az adott
lymphomas nyirokcsomé B- vagy T-sejtes mivoltanak elkilonitésére (Vail és mtsai, 2019). A
klinikai gyakorlatban leginkabb az indirekt jel6lést alkalmazé immunhisztokémiai vizsgalat
terjedt el, melyben kilonb6zé CD (cluster of differentiation) markereket, antitesteket
alkalmaznak. Az immunfenotipus meghatarozas lényege, hogy a vizsgalni kivant antigénhez
specifikusan és erdésen képes kotédni a hasznalt antitest (D'Archangelo és mtsai, 2011).
Hazankban a fenotipus meghatarozashoz leggyakrabban hasznalt ellenanyagok a T-sejtes

lymphoma esetében a CD3, B-sejtes tipusnal pedig a CD20 és a CD79a.

Az immunhisztokémiai vizsgalattal szemben az aramlasos citometria elébnye a gyorsasag,
mely bizonyos esetekben a korai diagnoézis feldllitdsahoz és a terapia miel6bbi
megkezdéséhez nyujt segitséget. Megfelel6 szamu antitesttel az immunhisztokémiahoz
hasonldéan gyakran a szubtipus is meghatarozhaté (Godlewski és mtsai, 2017; Pasechnikov
és mtsai, 2014). A citometria gyorsabb és kevésbé invaziv beavatkozast igénylé mintavételi
eljaras, mivel a vizsgalat elvégezhetd a tlaspiracidos technikaval nyert tumormintabdl
(Comazzi és Gelain, 2011). Direkt jeldlt ellenanyagok kézil a leggyakrabban alkalmazott a T-
sejtes lymphoma karakterizalasahoz a CD3, CD5, CD4 vagy CD8. A B-sejtes lymphoma

meghatarozasra alkalmazott a CD20 és a CD79a marker (Vail és mtsai, 2019).

3.1.3. Kutyak nodalis lymphomainak megjelenése a klinikumban
3.1.3.1. Tunetek

A betegek klinikai tlinetei igen valtozatosak lehetnek a betegség megjelenésétdl fliggben.
A multicentrikus forma a leggyakrabban el6fordulé véltozat, és generalizalt nyirokcsomé
duzzanattal jar. Ezen nyirokcsomék a periférian jél tapinthatéak, megnagyobbodasuk
jellemzéen nem jar fajdalommal. Az el6érehaladottabb esetekben tapasztalhato
hepatosplenomegalia, valamint a csontvel6 massziv érintettsége. A betegek jellemzéen jo
altalanos allapotban vannak (,a” alstddium), azonban magasabb stadiumokban (IV vagy V

stadium) kilonbozé atipikus tlnetek jelentkezhetnek (,b” alstadium) (1. tablazat), mint
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példaul letargia, anorexia, hanyas, hasmenés. Erés csontvel6i érintettség esetén anémia,
thrombocytopenia miatt szuffuzidk, petechek alakulhatnak ki. Neutropenia miatt l1az, szepszis
jelentkezhet. A betegek egyharmadanal tapasztalhaté diffuz pulmonaris infiltracio is (Barber
és Weishaar, 2016; Vail és mtsai, 2019).

1. Tablazat. Kutya lymphomas betegek stadium és alstadium besorolasa (Valli és mtsai,
2011).

Stadium Jellemzdk

I Egyetlen nyirokcsomé érintettsége vagy lymphoid szdvet érintettsége egyetlen
szervben

Il Regionalis nyirokcsomé duzzanat

i Generalizalt nyirokcsomé duzzanat

v Nyirokcsomé duzzanatokon fellil a Iép és/vagy maj érintettsége

Y Nyirokcsomoék duzzanata mellett a vér, csontveld, kdzponti idegrendszer, egyéb
szervek érintettsége

Alstadium
a j6 altalanos éllapot
b leromlott altalanos allapot, rosszullét

A gyomor-bélrendszert érinté alimentaris formanal jellemzéen hanyas, hasmenés, anorexia
jelentkezik. Gyakran tapasztalhaté a haslri nyirokcsomok, a Iép és maj érintettsége
(Sogame és mtsai, 2018; Vail és mtsai, 2019).

A mediastinalis forma esetén mellkasi nyirokképletek elvaltozasa tapasztalhaté. A mell{ri
nyirokcsomé és esetleg a thymus megnagyobbodasa jelentkezik, mely légzési panaszokat,
dyspnoét, kifejezett faradékonysagot okozhat a betegség el6rehaladasaval. Mindemellett a
tumoros képletek vena cava-ra gyakorolt kompresszidés hatasa miatt un. ,precavalis
szindroma” fordulhat el6, amely a mellsé végtagok, a nyak, a fej 6démas duzzanataval jar
(Vail és mtsai, 2019).

A kutya pacienseknél eléfordulhat ugynevezett paraneoplasztikus szindrobma a lymphomas
megbetegedésiikkel dsszefliggésben. Leggyakrabban anémia tapasztalhaté, melyben mind
a fokozott vorosvértest szétesés, mind a csokkend vordsvértest képzédés szerepet jatszik
egyéb faktorok mellett. Az ilyen tipusu, gyakran nem regenerativ vérszegénység negativ
prognosztikai tényez6, a lymphomas kutyak esetében atlag 30-43%-ban irtak le. Tlnetei
jellemzéen az étvagytalansag, bagyadsag, kifejezet elesettség (Miller és mtsai, 2009). Masik

gyakori paraneoplasztikus szindroma a malignus hiperkalcémia, amely a kalcium anyagcsere
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fokozédasa okan féként az ionizalt kalcium szintjének névekedését okozza. Ezt a korképet a
tumorsejtek altal termelt mediatorok (példaul parathyroid hormon fehérjéhez hasonlatos
proteinek) okozzak, melyek a keringésbe kerllve endokrin és parakrin utakon keresztl fejtik
ki hatasukat a csontok és a vesék kalcium anyagcseréjére. A malignus hiperkalcémia
jellemzéen T-sejtes lymphomas betegeknél fordul el (atlagosan 35-55%-ban), és negativ
prognosztikai tényezéként szerepel. Kutyaknal a hiperkalcémia gyakran tarsul
poliuridval/polidipsziaval, ezen kivll étvagytalansag, hanyas és esetenként izomgyengeség

vagy izomrangasok fordulhatnak el6 (Schenck és mtsai, 2012; Vail és mtsai, 2019).

3.1.3.2. Diagnosztika

Lymphoma gyanu esetén a diagndzis meghozatala fizikalis vizsgalattal kezdddik. A
nodalis forma leggyakoribb tlineteként elészér a nyirokcsomék duzzanata tapinthaté ki
jellemzéen. A pontositashoz azonban legalabb citolégiai mintavételre szlkség van, lehetbleg
nem reaktiv, prescapullaris vagy poplitealis nyirokcsomébol. A tapasztalt citolégus a sejtek
mérete, morfolégiaja, a mitotikus rata alapjan képes meghatarozni a lymphoma tipusat.
Azonban a preciz diagnozis meghozatalahoz egyéb laboratoriumi kiegészité vizsgalatokat
szUukséges végezni, ugymint immuncitokémia, szdvettan és immunhisztokéma, aramlas
citometria, klonalitdas vizsgalat; ,PCR for Antigen Receptor Rearrangements” (PARR)
(Waugh és mtsai, 2016). A megbizhatdé korszdvettani elemzéshez teljes nyirokcsomo
eltavolitasa sziikséges. A nem nodalis lymphomak esetében az elvaltozast mutatdé szervek
lehetbleg nem percutan torténd szdvettani biopszias mintavétele a célszer( (példaul gyomor-
bél rendszer). Kézponti idegrendszert érinté formanal a liquor citolégiai elemzése javallott.
Ugyanigy mellkasi folyadékgytlem esetén a szabad mellliri tartalom citolégiai elemzése
diagnosztikus értékd. Cutan lymphoma esetén 4-8 mm punch bioptatum vétele javasolt az
akkuratus szdvettani vizsgalat érdekében (Vail és mtsai, 2019). A diagndzis kiegészitd
vizsgalataként szintén fontosak a vérvizsgalatok, azon belll mennyiségi és minéségi vérkép
elemzés, biokémiai panel vizsgalatok. A vérkép vizsgalatok tajékoztatast adnak az anémia
fennallasardl, a trombocytopeniardl, és a neutropeniardl (Vail és mtsai, 2019). A periférias
vérben megjelend atipikus lymphoid sejtek mind a csontvel6i érintettségnek (V. stadium),
mind a primer lymphocytas leukémianak jelei lehetnek. A szérum biokémiai vizsgalatok
rendkivil informativak a betegség altal érintett anatomiai régidk allapotanak felmérésében,
paraneoplasztikus szindromak felderitésében. Példaul a hypoproteinaemia alimetaris
lymphomara lehet jellemzd, a szérum ionizalt kalcium szint pedig malignus hiperkalcémiarol
ad informaciét. Ezen betegadatok rendkivil lényegesek lehetnek a korjoslat
megbecsilésében és a kezelés megvalasztasaban.

A diagnozis pontositasat kovetéen a klinikai stadium meghatarozasa szintén fontos a

prognézis és a kezelésvalasztas szempontjabdl (1. tablazat). A stadium besorolasban
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segitséglinkre vannak rutin gyakorlatban képalkotd eljarasok (ultrahang, rontgen,
opcionalisan CT, MRI, PET/CT vizsgalatok), melyekkel bels6 szervek morfologiai eltéréseit
vizsgalhatjuk (Yasuda és mtsai, 2004; LeBlanc és mtsai, 2009; Watton és mtsai, 2021). A
multicentrikus lymphomaban szenvedd betegek megkdzelitbleg 65-70%-ban tapasztalhaté a
mellkasi nyirokcsomok megnagyobbodasa, a mediastinum megszélesbedése vagy a
tudéparenchyma beszlir6dése (Geyer és mtsai, 2010). A hasuregi nyirokcsomdk
megnagyobbodasa, a maj-, |ép érintettsége az esetek circa 50%-ban detektalhato (Kinns és
Mai, 2007). A még precizebb stadium meghatarozas érdekében csontvel6-mintavétel is
javasolhaté. A csontvel6 vizsgalatabdl a periférias vértesztek eredményein tal is
jelentdségteljes prognosztikai informaciok nyerhetéek olyan betegek esetében, amelyek
anémiasak, atipikus lymphocytakkal rendelkeznek, vagy egyéb cytopenia igazolhaté a
vérkenetuk alapjan. Ugyanakkor, a kezelés megkezdésének, megvalasztasanak nem

el6feltétele a csontveldi bioptatumban tartogatott informaciok ismerete.

3.1.3.3. Terapia

A lymphomat - néhany kivételtdl eltekintve - szisztémas megbetegedésnek tekintjuk, mely
szisztémas terapiat igényel. A nodalis lymphoma kezelés nélkiil jellemzéen 2 hénapon belll
lezajlik, és a beteg halalahoz vezet. A kemoterapias kezelésekkel igyeksziink
meghosszabbitani a beteg élettartamat, de emellett fontos célunk az életminéség javitasa,
valamint a j6 életmindség fenntartdsa. A terapia tervezése szamos tényez6tdl flgg.
Meghataroz6 az azonositott tipus, a stadium, az alstadium, a paraneoplasztikus kérképek
jelenléte. Figyelembe kell venni tovabba a kutya fizikalis allapotat, a tulajdonos anyagi
lehetbéségeit, valamint, hogy hogyan tudjak a kezeléseket, rosszullét esetén extra allatorvosi
latogatasokat beiktatni a mindennapjaikba.

A daganatos sejtek azon tulajdonsaga miatt, miszerint kiildénb6z4 morfolégiaval, osztddasi
rataval, funkcioval rendelkeznek, hatékonyabbak azon kemoterapias gyogyszer-
kombinacidk, melyek hatasa egyidejlleg a sejtciklus tdbb pontjan érvényesil. Ezeket a
protokollokat ugy alakitottak ki, hogy a kezelések hatékonysaga ndjon, de ne erdsitsék
egymas toxikus mellékhatasait, és lehetéség szerint minimalizalhatd legyen a rezisztencia
kialakulasa (Zandvliet és Teske, 2015). Az elmult években tébb kombinacidos kemoterapias
protokoll is kidolgozasra kerult, melyek hatékonysagat és klinikumban torténd
hasznalhatésagat szamos tanulmanyban vizsgaltak kutyakban (Vail és mtsai, 2019). A
leggyakrabban hasznalatos konvencionalis kezelési protokoll az un. CHOP alapu protokoll,
mely ciklofoszfamid (C), doxorubicin (H; hydroxydaunorubicin), vinkrisztin (O; Oncovin) és
Prednizolon (P) gyodgyszerek kombinacidjabdl all. Kutyakban végzett vizsgalatok soran a
terapia a betegek 80-95%-ban eredményez remissziét, és a tulélési id6 varhatdéan median
10-12 honap. A kezelt betegek 20-25%-a 2 éven tuli tulélési idéket produkalhat (Vail és
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mtsai, 2019). Az alkalmazott kezelések kodzott legaldabb 7 napnak el kell telnie, de a
kovetkez6 kezelés iddpontjat befolyasoljak az esetlegesen el6forduld mellékhatasok. A
varhaté terapias valasz monitorozasa érdekében egy nemzetkozi allatorvosi onkologiai
csoport, az Allatorvosi Onkolégiai Egyiittmiikddési Csoport (Veterinary Cooperative
Oncology Group, VCOG) létrehozott egy alaposan kidolgozott rendszert, mellyel standard
modon lehet figyelni és rendszerezni a tapasztalt mellékhatasokat a klinikai tlnetek és
laboreredmények alapjan (LeBlanc és mtsai, 2021). A mellékhatasoktdl figgdéen szikség
lehet a kezelés elhalasztasara vagy a ddzis csdkkentésére, de kevés kivételtdl eltekintve a
kemoterapias kezelést a betegek jellemzéen jol toleraljak, és lymphomaval kapcsolatos
tineteik megsziinnek, életminéségik feltinéen javul. Az elsédleges cél a teljes remisszio,
melyet visszaesés (recidiva, relapszus) esetén jellemzéen a korabbi protokoll ismételt
elkezdésével probalunk megint elérni. Terapiarezisztencia esetén olyan gyogyszereket
alkalmazunk, illetve olyan mentd protokollt kezdlink, amelyben szerepldé készitményeket a
beteg még nem, vagy nem abban a sorrendben kapott. Igy remélhet6 a részleges vagy teljes
remisszié (Vail és mtsai, 2019). Mentdé protokollként alkalmazhaté példaul az L-
aszparaginazzal kiegészitett CHOP terapia (L-CHOP), vagy az un. MOPP protokoll (M,
mekléretamin; O, oncovin/vinkrisztin; P, prokarbazin; P, prednizolon), melyek hatékonysaga
ko6z6tt nincs szignifikans kilonbség (Angelo és mtsai, 2019). Alkalmazhaté tovabba
lomusztin (Cecenu) monoterapiaként, vagy LOPP protokoll részeként (L, lomusztin; O,
Oncovin/vinkrisztin; P, prokarbazin; P, prednizolon). A leirtakon kivil egyéb gyogyszerek
(példaul rabakfoszadin) vagy kombinacidk alkalmazasa is lehetséges. A mentd kezelések
tekintetében a kombinacids terapiakra az esetek 40-90%-ban van terapias valasz, habar az
ismételt recidivaig eltelt median idé 1,5-2,5 hénap csupan (Vail és mtsai, 2019).

Biologiai terapiak tekintetében a human gydgyaszatban mar dontd szerepet jatszik a
monoklonalis antitesteket tartalmazé immunoterapia alkalmazasa lymphomas pacienseknél.
Azonban a korabban biztato in vitro vizsgalatok ellenére ezen szerek kutyaknal nem voltak
hasznalhatéak az adott specifikus antigén kétédésének képtelensége miatt (Dias és mtsai,
2021). A jelenleg ismeretes kutyakra specifikus monoklondlis antistestekkel végzett
prospektiv vizsgalatok azonban nem adtak meggy6z6 eredményeket (Ito és mtsai, 2015). A
leirtakon felll tobb tumorellenes vakcinaval is végeztek mar vizsgalatokat, melyekhez
autolog elolt vagy genetikailag manipulalt lymphoid sejteket, esetleg hésokk proteineket
hasznaltak fel (Turek és mtsai, 2007; Marconato és mtsai, 2014). Ezen vakcinakkal kezelt
kutyakban azonban nem tapasztaltdk a varhatd tulélés szignifikdns novekedését a

kombinacids kemoterapiaval kezelt paciensekhez képest.
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3.2. Kutyak mastocytomas megbetegedése

3.2.1. Altalanos jellemzok

A mastocytoma a lymphomahoz hasonléan szintén hemopoetikus eredetli megbetegedés,
mely malignus transzformacion atesett hizésejtek kulonféle szervekben torténd
akkumulaciojat jelenti. Ez a tumor a human gyégyaszatban kevesebb jelentéséggel bir az
allatgyogyaszathoz képest, mivel el6fordulasa joval ritkabb (Willmann és mtsai, 2019).
Kutyak esetében azonban a mastocytoma a leggyakoribb bérdaganat, az 6sszes bérdaganat
atlagosan 16-21%-at teszi ki (Bostock, 1986; Vail és mtsai, 2019). Kor tekintetében
jellemezéen idésebb, atlagosan 8-9 éves kutyakban fordul el6, azonban egyre gyakrabban
jelenik meg fiatal egyedekben is. Bizonyos fajtak prediszpoziciot mutatnak a betegségre, igy
boxer, boston terrier, angol és francia bulldog, mopsz, labrador és golden retrieverek, cocker
spaniel, schnauzer, staffordshire terrier, beagle, vizslak, shar pei fajtakban gyakrabban
talalkozhatunk vele (Smiech és mtsai, 2018). Ezen fajtak megndvekedett kockazati faktora
lehetséges genetikai hattérre utal, melyre jelenleg is széleskorl kutatasok folynak (Vail és
mtsai, 2019).
A mastocytomak kialakulasanak etiolégiai hattere nem teljesen ismert. Megjelenésiikben
nagy valészinlséggel szerepet jatszanak krénikus gyulladasos folyamatok vagy tartos
bérirritacié. Emberben ismertek bizonyos térékeny kromoszomalis lokaciok, melyek egyes
tumorok kialakulasanak kockazatat emelik. Ezek kozul néhany jelenléte boxer kutyakban is
igazolt, habar ezen vizsgalat kontroll populacidja fiatal, tumormentes boxerekbdl allt. Ennek
koévetkeztében felmerll a lehetéség, hogy a térékeny kromoszémalis régidok megndvekedett
expresszidja csak a fiatal kor miatt volt tapasztalhaté (Tams és Macy, 1981). Bizonyos
mastocytomak esetében kimutattdk a p53 tumor szupresszor gén valtozasait, azonositottak
p21 és p27 fehérjék expresszidjat, melyek a sejtciklus szabalyozasaban jatszanak szerepet
(Simpson és mtsai, 2004; White és mtsai, 2011). Mas tanulmany szerint a VEGF és
VEGFR2 megnodvekedett kifejez6dése volt igazolhatdé szamos kutya tumoraban, valamint a
VEGFR2 aktivacié 0Osszefliggésbe volt hozhaté kedvezétlenebb kimenetellel a muitéti
eltavolitast kovetéen (Scarpa és mtsai, 2012; Sledge és mtsai, 2016). A c-kit egyes mutacioi
és egyéb genetikai eltérések, mint pl. a GNB1 mutaciok a jobb indulati daganatokra
jellemzdk (Yoda és mtsai, 2014), és masok, mint pl. PTEN, MAPK3 és a c-kit egyéb mutacioi
a rosszabb korjoslati folyamatokra jellemzék (Jark és mtsai, 2017). Osszességében
kijelenthetd, hogy genetikai valtozasok, melyek eléremutatd faktorai lehetnek a kutyak
hizésejtes tumorainak korlefolyasaban, még nem teljesen ismertek (de Nardi és mtsai,
2022).
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3.2.2. Klasszifikacié

A mastocytomak esetében is kifejezetten fontos a diagnosztika, a kezelés és a prognozis
tekintetében az adott tumor anatomiai és morfoldgiai jellemzdinek ismerete.
Lokacié szempontjabdl az érintett szervtdl, szervrendszertél flggéen megkildnbdztetliink bér
(cutan/subcutan) format, nyalkahartya (mucosalis) format, extracutan/extramucosalis
(visceralis) format és hizosejtes leukémiat (Willmann és mtsai, 2021). A bérben
manifesztaldoddo mastocytoma el6rehaladottabb formai érinthetnek szisztémasan mas
szervrendszert is, és a metasztazisok elkllonitése a primeren extracutan tipusoktol nem
mindig egyszerd (Willmann és mtsai, 2021). A bdr forma tovabb oszthatd cutan (epidermis-
ben, vagy dermis-ben, ill. hamban, vagy irhaban lokalizal6dd) és subcutan (subcutis-ban,
vagy hypodermisben ill. béraljaban lokalizalédd) mastocytomakra, melyek elkulonitése
szovettani vizsgalattal lehetséges, és nagyon fontos a tovabbi kérjéslat szempontjabdl.
A diagnozis citolégiai vizsgalattal jellemzéen meger6sithetd, de a progndzis pontosabban

meghatarozhaté a korszovettani elemzéssel.

Bér mastocytomak kérszbvettani megjelenése

A mastocytomakra jellemzé a diffuz proliferacié lokaciétél fliggetlenil. A bért tekintve
gyakoribb a cutan forma, mely a dermist és subcutist egyutt érintheti. Ennél valamivel
ritkabban talalkozunk mélyebb, féleg a bdr alatti zsirszévetben helyez6d6 tumorral, melyet
subcutan mastocytomanak nevezink. Ez utdbbi lokacidban a klinikai prognozis kedvezébb, a
tumor megkdzelitéleg 90%-ban klinikailag benignus, sebészi kimetszéssel a cutan formahoz
képest jobban kontrollalhaté a megbetegedés (Thompson és mtsai, 2011). Kérszdvettanilag

a két forma elkulonitése csupan a bérben vald helyezédésen alapszik.

A mastocytomakon belll a tumorsejtek elhelyezkedése, kdrnyezete igen valtozatos lehet. A
sejtek morfologiaja, mérete, cytoplasmajuk granuldltsaga utalhat mar a rosszindulatisag
fokara. Kérdéses esetekben kifejezetten fontos a mastocytomak elkulonitése mas, bérben
manifesztalédd kereksejtes daganatoktdl. A sejtek valtozatos megjelenése — kiléndsen a
kevéshé differencialt tumorok esetében - sziikségessé tehet specidlis festési eljarasokat a
hematoxilin-eozin jeldlésen tul. Giemsa vagy toluidin kék festéssel a hizosejtekben talalhatéd
granulumok sokkal feltin6bbé tehetéek, mely mar kisebb nagyitason lehetévé teszi az
elkulonitést. A hizésejtek granulumai Giemsa festéssel metakromazidsan vagy biborlila
szinben valnak lathatéva, Toluidin kék esetén sotétkék szinnel jelennek meg. A kevésbé
differencialt tumorsejtek kevesebb granulumot tartalmaznak, vagy egy részuk
cytomplasmajabdl akar teljesen hianyozhatnak is ezen granulumok (Simoes és Schoning,
1994; de Nardi és mtsai, 2022). A tumorsejtek kozott gyakorlatilag minden esetben lathatéak
eosinophil granulocytak kisebb-nagyobb menniységben. A daganatsejtek valtozo6 mértékben

infiltralhatjak kornyezetlket, és el6fordulhat kollagenolizis, szklerézis, 6dema, nekrozis,
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masodlagos lymphocytas infiltraci6 (Meuten, 2016). Habar a mastocytomak nem
rendelkeznek kot6szovetes tokkal, az alacsony malignitéasi fokozatu formak szélei jol
meghatarozhatdak. A tumor kdérnyezetében fentebb leirt, reaktiv eltérések azonban nehezitik
a sebszélek pontos meghatarozasat. Ezen reaktiv kornyezetben, amely nagyobb tumorok
esetén akar centiméterekre is lehet a daganattél, nemritkdn reaktiv hizésejt csoportok is
megfigyelhetéek, melyek elkuldnitésére a tumorsejtektdl jelenleg nincs specialis vizsgalati

lehetbségink (Meyer és mtsai, 2012).

A mastocytomak malignitéasi (grade) besorolasa, a stadium, az anatomiai lokacio
meghatarozd6 nemcsak a beteg tulélési lehetdéségeit tekintve, de a valasztandd kezelés
tekintetében is. A kezelés megtervezése felé vezetd uton az elsd 1épés a sebszélek allapota,
és a szdvettani malignitasi fokozat meghatarozasa. Patnaik harmas felosztasu rendszere
(grade 1, I, 1ll) 1974 6ta hasznalatban volt, és a patolégiai eredmények korrelaltak a klinikai
kimenetellel (Patnaik és mtsai, 1984). Kiupel kettes felosztasu rendszere (low grade/high
grade) 2011 6ta hasznalatos, és a felmérések szerint segitségével pontosabban el6re
jelezheté a teljes tulélési id6 és mastocytomaval 6sszefliggd mortalitas valdszinlisége
(Kiupel és mtsai, 2011). Kiupel rendszere azonban nem eléggé preciz a Patnaik szerinti
.grade II” tumorok esetében (Sabattini és mtsai, 2015), ezért progndzis meghatarozas
szempontjabdl célravezetdbb a két rendszer egylttes hasznalata. A meghatarozashoz
mindkét rendszer figyelembe veszi a sejtmorfolégiat, a sejtmag morfoldgiat, a sejtmagvak

méretét és a mitotikus alakok szamat.

Az eddig leirtakon felldl ismeretesek tovabbi, prognosztikai szempontbdl informativ
kérszovettani jeldlések. A proliferaciés markerek lehetévé teszik a sejtek korszdvettanilag
nem jol detektalhaté osztddasi fazisaiban is az osztédas megallapitasat. A Ki67 egy magban
expresszalédé immunhisztokémiai marker, mely az aktiv sejtciklus minden fazisdban
jeldlédik. Az un. AgNOR (argyrophilic nucleolar organizing regions) egy ezust bazisu
specialis festési eljaras, mely soran az aktiv transzkripcié alatt emelkedett mennyiségi
argirofil protein kimutathaté. A proliferaciés markerek emeledett szazalékos értéke aranyos a
varhat6 prognoézissal (Webster és mtsai, 2007; Smith és mtsai, 2015). Az eddig targyaltakon
felul, a tirozin kindz (KIT) receptorok mutacioi Osszeflggésben lehetnek agresszivabb
viselkedésl, rosszabb progozisu megbetegedéssel. Az elmult évek tanulmanyai
ravilagitottak, hogy a mastocytomak esetében a KIT mutaciok vizsgalata jelent6s
prognosztikai tényezd lehet. Korszdvettanilag a KIT protein mutathatd ki, és fest6désének
mintazata korjéslati jelentéségl; az 1-es mintazat a membranhoz kétédé festédést jelent,
amely a mastocytomak jellegzetes immunfenotipus markere, mig a 2 és 3-as mintazat
(fokalis és diffuz megjelenés) esetén rosszabb a varhatd prognézis (Kiupel és mtsai, 2004;

Thompson és mtsai, 2016). A membranrél a cytoplasma felé térténd expresziot az un.
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.2aberrans” festédésnek nevezik. Figyelembe véve egyéb receptor-aktivalddasi lehetéséget,
az ujabb tanulmanyok mar a foszforilalt KIT (pKIT) expressziét vizsgaljak, mint prognosztikai

tényez6t (Thamm és mtsai, 2019).

3.2.3. Kutyak mastocytomainak klinikai megjelenése,

3.2.3.1. Tunetek

A szdvetszaporulat leggyakrabban a dermisben és/vagy a subcutisban helyez8dik.
Megjelenésében jellemzben szoliter, habar statisztikai vizsgalatok alapjan a betegek 11-
14%-a multiplex elvaltozassal rendelkezik, melyek magasabb Klinikai stadiumba tartoznak
(Mullins és mtsai, 2006). A stadium meghatarozast Blackwood és munkatarsai kozlése
alapjan a 2. a. tablazat mutatja (Blackwood és mtsai, 2012). Idével azonban, a klinikai
tapasztalatok alapjan megjelent egy mas tipusu stadium besorolasi rend, amely a
nyirokcsomok érintettségét sulyosabb beszamitasa ala veszi (2. b. tablazat) (Horta és mtsai,
2018).

2.a. Tablazat. Kutya mastocytoma betegek klinikai stadium és alstadium besorolasa
(Blackwood és mtsai 2012.)

Stadium Jellemzok

I Egyetlen, dermisre korlatozédé tumor, regionalis nyirokcsomo érintettsége nélkil

Il Egyetlen, dermisre korlatozodé tumor, regiondlis nyirokcsomo érintett

11 Multiplex daganatok vagy nagy kiterjedésl, infiltrativ tumor a regionalis
nyirokcsomok érintettségével vagy anélkul

v Barmilyen megjelenésl primer elvéltozas tavoli attét jelenlétével (beleértve a
csontveld és periférids veér érintettségét)

Alstadium
a j6 altalanos allapot
b leromlott altalanos allapot, klinikai tlinetek

Megkozelitéleg a cutan tumorok 50%-a helyezédik a torzsén és perinealis régidkban, 40%-a
a labakon, 10%-a a fejen és nyakon. Tébb tanulmany is ravilagitott arra, hogy az anatomiai
elhelyezkedésnek a cutan formakon belll is prognosztikai jelentésége van. A perinealis és
inguinalis régiéban, fejen, nyakon, hereborékon, labujjakon és axillaris terlleten el6forduld

mastocytomak rosszabb koérjoslattal jarnak (Vail és mtsai, 2019; Willmann és mtsai, 2021).
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2. b. Tablazat. Kutya mastocytoma betegek klinikai stadium és alstadium besorolasa (Horta
és mtsai, 2018)

Stadium Jellemzdk

I Egy daganat, regionalis nyirokcsomo attét nincs.

I Multiplex tumor (=3 cm), és regioanlis nyirokcsomé attét nincs.

i Egy, a dermisben lokalizal6d6é daganat regionalis nyirokcsomo attéttel

v Tobb bérbeli daganat, vagy nagy infiltralé daganat(ok) (=3 cm) regionalis
nyirokcsomoattéttel,

\ Barmely daganat tavoli metasztazissal, vér és/vagy csontveld érintettséggel
Alstadium

a j6 altalanos allapot

b leromlott altalanos allapot, klinikai tiinetek

A daganatok igen valtozatosak lehetnek. Szisztémas panaszok nélkul, alacsonyabb
klinikai stadiumban sokszor dsszekeverhetéek nem neoplasztikus elvaltozasokkal vagy akar
mas bdértumorokkal. A ,low grade” malignitasu daganatok jellemz&en jol kérilhatarolt, nem
fekélyes duzzanatok, melyek honapokig nyugvo allapotban vannak. Ezzel szemben a
dedifferencialt tumorok gyorsan ndvekedbéek, felszinlik gyakrabban fekélyes, koérnyezetik
lehet 6démas, és el6fordulhat, hogy a bdr kKipirult. A subcutan helyez6dé tipus pedig sok
esetben puha, nehezen elmozdithatd kornyezetében, egyéb jegyei pedig nagyon
valtozatosak lehetnek. A hizosejtek granulumaiban hisztamin, heparin és egyéb vasoaktiv
anyagok termel6dhetnek. Ennek megfelel6en fizikai behatasra vagy akar a klinikai vizsgalat
soran a daganatsejtek degranulalodhatnak, amelynek kovetkeztében helyi 6déma, erythema
keletkezhet a kornyez6 szovetekben. A jelenséget ,Darier's sign” néven jeldlik a
,BOrgyodgyaszok atyjarél” a francia Ferdinand-Jean Darier-rél (1856 — 1938) elnevezve. A
tunetet a tulajdonosok gyakran ugy irjak korul, hogy a tumor a méretét idonként valtoztatja,
hol kisebb, hol nagyobb. A granulumokbdl torténé hisztamin-felszabadulas az paciensek egy
részében gyomorfekély kialakulasat, kovetkezményes hanyast okozhat. Bizonyos
elhatalmasodott esetekben, - példaul kifejezetten nagyméretli, attétes tumoroknal, vagy

szisztémas mastocytosisnal - olyan nagymértékii lehet a hizésejt mediatorok felszabadulasa,
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hogy hirtelen rosszullétet, hanyast, hasmenést, lazat, ritkan elhullast is okozhat (de Nardi és
mtsai, 2022).

A 2009-es V. stadiumban 1év6 betegek klinikai tineteinek progresszidja megtéveszté lehet,
hasonlithat az extracutan formahoz. Mindkettére jellemzd, hogy a megbetegedés
disszeminalt, a haslri nyirokcsomokba torténé infiltracié, a 1ép, maj, ritkabban a csontvel6
érintettsége tapasztalhaté (Willmann és mtsai, 2021). A tavoli metasztatikus esetek a primer
mucosalis megbetegedéshez mutathatnak hasonlésagot, mely példanak okaért a
gastrointestinalis rendszer érintettsége esetén hanyassal, hasmenéssel, melénas bélsar

megjelenésével jar (de Nardi és mtsai, 2022).

3.2.3.2. Diagnosztika

A klinikai stadium meghatarozasahoz a teljes fizikalis vizsgalaton tul szikség van
részletes vérvizsgalatra, mely kiterjed mennyiségi és mindségi vérkép vizsgalatra, és a
szervfunkciok elemzésére alkalmas biokémiai paraméterekre. Sziikséges lehet tovabba
vékonytl-aspiracios mintaveétel citologiai vizsgalathoz a primer daganatbdl és regionalis attét
gyanuja esetén az érintettnek vélt nyirokcsomo(k)bdl. A mastocytomak jél definialhatéak
citolégiai kenet alapjan, de a malignitasi fokozat meghatarozasaban pontosabb a
kérszovettani vizsgalat, a cutan vagy subcutan forma elkilonitése pedig nem lehetséges
nélkile. Ez annak ellenére igaz, hogy a malignitasi fokozat citologiai vizsgalatokhoz adaptalt
formajat is megalkottak (Camus és mtsai, 2016).
A diagnézis eszkdze tovabba az ultrahangvizsgalat, féként a maj és a lép vizsgalata miatt,
tovabba a mellkasi rontgenvizsgalat (Kiupel és mtsai, 2011; Willmann és mtsai, 2021). Az
ultrahang- és réntgenvizsgalat kivalthatd mas képalkotéval, példaul CT-vizsgalattal. A
mastocytoma progresszdja soran a tumorsejtek a bdrbél az &rszem (szentinel)
nyirokcsomékba adnak attétet, melyek nem mindig egyeznek meg a regionalis
nyirokcsomoékkal (Il. és lll. stadium), majd innen kertlnek tovabb tavolabbi szervekbe (1ép,
maj, egyéb visceralis szervek), esetleg csontvelébe (IV. stadium). A vérképben jelentkezé
abnormalitasok vagy visceralis szervi érintettség esetén javasolt csontvelé mintavétel is
(Willmann és mtsai, 2021).

Diagnosztikai szempontbdl tobb prognosztikai mutatd kifejezett jelentéségl, amelyek
vizsgalata napjainkban is széles korben zajlik. Egyes tényez6k - mar a korabbi ismeretek
alapjan is - negativan befolyasoljak a tulélést, ugymint multiplicitas, regionalis vagy tavoli
attétek jelenléte. Ezek hianyaban is azonban rosszabb tulélés mutatkozott azon betegek
esetében, amelyek tumora magasabb malignitasi fokozatot mutatott, magasabb volt a
mitotikus rata, a Ki-67 expresszid, 3-as tipusu KIT mintazattal birtak, és exon 11-en volt
igazolhatd KIT mutacio (Horta és mtsai, 2018). Moore és munkatarsai (2020) ugyanakkor azt

talaltak, hogy a szoliter és kisméreti daganatok még Kiupel szerinti (2011) magas
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malignitasi fok esetén is kedvezé prognodzisuak lehetnek (Moore és mtsai, 2020). Ez alapjan
pedig a Klinikai stadium, a mitotikus alakok szamaban valé egyértelmlbb kulonbségtétel,
egyéb klinikai tinetek figyelembevétele (ugy, mint pruritus, szisztémas panaszok) szintén
kiemelked6en fontosak lehetnek a korjoslat meghatarozasaban. A bér mastocytomak klinikai
viselkedesét elbrejelz6 paramétereket egylttesen kell értékelnlink, és még mindig nem

hatarozhaté meg kulon-kulon ezek jelentésége (deNardi és mtsai, 2022).

3.2.3.3. Terapia

A terapia megvalasztasat befolyasolja a klinikai stadium és negativ prognosztikai faktorok
megléte (anatdmiai helyez6dés, szisztémas klinikai tlnetek, sebszélek &llapota,
kérszdvettani malignitasi fokozat). A cutan mastocytomak esetében az |. stadiumban az
elsédlegesen valasztando terapias lehetéség a mitéti eltavolitas. A helyesen kivitelezett
mitéti kimetszés torténelmileg 3 cm ép széllel, egy izompdlya (fascia) mélyen javasolt, am
tobb vizsgalat szerint a 4 cm atmérénél kisebb ,grade | és Il /low grade” primer tumorok
esetében mar 1-2 cm ép széllel torténé eltavolitas is elég volt a telies gyégyulashoz
(Simpson és mtsai, 2004; Fulcher és mtsai, 2006). A terapia megtervezéséhez, prognodzis
megismeréséhez kimondottan szilkséges a sebszélek érintettségének koérszovettani
meghatarozasa. Az alacsony malignitasu (low grade) és kisméretli tumorok szélei jobban
definialhatéak, peritumoralis reaktiv zonajuk keskenyebb. A daganat koérali 6déma, szklerézis
vagy sejtes reakci6 altal érintett stromaba infiltralhatnak a tumorsejtek, melyek azonositasa
gyakran nehéz (Meuten, 2016). Rekurrencianak tekintjilk a mutétet kdvetben megjelend
olyan szdvetszaporulatot, amely az el6z6 mitét régidjaban noévekedik. A testen masutt
megjelend mastocytoma jellemzéen nem metasztazis, hanem Uj daganat, mas lokaciéban.

Az esetleges inkomplett kimetszést koévetéen olyan adjuvans kezelési modok
javasolhatéak, mint sugarterapia vagy kemoterapia. A sugarterapiaval kifejezetten jol
kezelhetbk az ilyen esetek, a varhatd tulélés metasztazissal nem rendelkezd betegek

esetében (grade | vagy Il szdvettani besorolassal) 85-95%-ban eléri a 2 évet. (Poirier, 2006)

Kemoterapias kezelés javasolt abban az esetben is, ha a tumor kiterjedése vagy
helyez6dése, ismert metasztazisok miatt mitéti eltavolitas nem célravezetd (lI-IV. stadium),
illetéleg a szovettanilag magasabb malignitasu (high grade) tumorok esetében adjuvans
kezelésként alkalmazhaté. Mind inoperabilis tumornal, mind utékezelésként hasznalhatdak
jelatviteli utakat gatlod, un. tirozin-kinaz inhibitorok (TKI) is. Ezen szerek a KIT-receptort
kodold c-kit gén mutacidja esetén a fehérje ATP-koté helyeinek kompetitiv antagonistai, igy
képesek gatolni a receptorok aktivitasat. A hizosejtes tumorokon alkalmazhatd TKI szerek
(masitinib, toceranib) hatékonysaga féként a juxtamembranosus domén (exon 11), kisebb
részben az extracellularis domén (exon 8-9) mutaciodja esetén bizonyitottnak bizonyult. Ezen

duplikaciok (internal tandem duplication; ITD) és pontmutaciok kimutatasa PCR teszttel
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lehetséges (Ohmori és mtsai, 2008; Thompson és mtsai, 2016). Bar a kezdeti eredmények
pozitiv korrelaciot jeleztek a mutaciod jelenléte kozott a KiT-ben és a TKI-kezelésre adott
valaszreakcioban (Weishaar és mtsai, 2017), a legujabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy a
kezelésre adott valasz nem fligg 6ssze a mutacios allapottal (de Nardi és mtsai, 2022). Ezen
feldl szamtalan tanulmany vizsgalta kilénb6zé citotoxikus terapiak hatékonysagat (Vail és
mtsai, 2019). Az altalunk is gyakran alkalmazott vinblasztin és a prednizolon kombinaciéjaval
jelentdsen megndvekedhet a teljes tulélési id6. Egy tanulmany alapjan a median tulélési id6
,high grade” mastocytomaban szenvedd betegeknél 1374 nap volt a vinblastin/prednizolon
kombinaciés terapiaval (Thamm és mtsai, 2006), egy masik vizsgalat szerint a betegek 70%-
a 1-2 éves tuléléseket produkalt (Hayes és mtsai, 2007). Egyéb kombinaciok, mint példaul
vinblasztin, lomusztin és prednizolon tartalmu protokollok szintén kedvezdé eredményt
produkalhatnak. Erre vonatkozo tanulmany szerint a metasztazisra magas kockazatot mutaté

betegek median 48 hetes tulélési id6vel rendelkeztek (Cooper és mtsai, 2009).

Inkomplett kimetszett tumorok esetén alternativ lokalis kezelési lehetéséget adhat esetleg
még a fotodinamikus terapia (Tanabe és mtsai, 2004) vagy elektrokemoterapia (Lowe és
mtsai, 2017).

Inoperabilis esetekben lehetéség van bizonyos intratumoralis terapiara (tigilanol tiglat,
Sednai virus inkecio) (llyinskaya és mtsai, 2018; Reddel és mtsai, 2021), vagy a mar
ismertetett szisztémas TKI és kemoterapias kezelések alkalmazhatéak, illetéleg ezeken feldl
paclitaxel citotoxikus készitménnyel is végeztek klinikai vizsgalatokat kutyakban is (Rivera és
mtsai, 2013).

3.3. Terapiarezisztencia

A dolgozatban targyalt mindkét hemopoetikus tumor kemoterapias kezelése kapcsan
nagy szerepe van a terapiarezisztencia problémakdrének. Lymphomak esetében szinte
minden esetben az elsddleges terapias valasztds a kemoterapia. Habar mastocytomak
esetében a konzervativ gydgyszeres terapia nem az elsédlegesen valasztando kezelési
mod, bizonyos ,grade II”, valamint gyakorlatilag minden ,grade IlI” tumor esetében a
hosszabb recidiva mentes tulélési idd, valamint teljes tulélési id6 érdekében adjuvans médon
szikség van citotoxikus terapiara. A multidrog rezisztencia (MDR) kialakuldsa az egyik
leggyakoribb oka annak, hogy a kezdetben sikeres terapia hatastalanna valik, de nemcsak
az adott kemoterapias szerre, hanem szamos szerkezetében és hatasmechanizmusaban
eltér vegyuletre is. A jelenség gyakorlati szempontbdl azt jelenti, hogy a beteg tumorat mar
a kemoterapias szer valtoztatasaval sem tudjuk megfeleléen kezelni, a daganat
progresszidja nem, vagy csak alig lassithato (Vail és mtsai, 2019). Az MDR kialakulasanak

szamos farmakokinetikai és farmakodinamikai oka van, és egyik leggyakoribb koz6ttik a
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gyogyszer kijuttatasanak fokozott képessége a tumorsejtbél, mely képességért transzport
fehérjék felel6sek. llyenek példaul az ABC-memrantranszporterek (ATP-binding casette
transporters), melyek adenozin-trifoszfat (ATP) segitségével képesek kuldonb6zé molekulakat
atjuttatni a sejtmembranon (Lee és Rosenbaum, 2017). Ezen fehérjék leggyakrabban a kiilsé
sejthartyan helyezdédnek, de megtalalhatéak a kilénb6zd sejtorganellumok membranjan is
(endoplazmatikus retikulum, mitokondrium), és ezaltal lehetévé valik a citotoxikus szereknek
nem csak a sejtbdl vald eltavolitasa, hanem a sejten bellli szekvesztralasa is (Arancia és
mtsai, 1998). A 48 felfedezett ABC-transzporter kozul négy felelés leginkabb a gyogyszer
rezisztencia kialakulasaért. A P-glikoprotein (Permeability glycoprotein/P-gp/MDR1/ABCB1),
a multidrog rezisztencia asszocialt fehérje 1 (MRP1/ABCC1) és 2 (MRP2/ABCC2), valamint
az emlédaganat rezisztencia fehérje (Breast cancer resistance protein, BCRP/ABCG2)
(Zandvliet, 2014). Ezen fehérjék két transzmembarn fehérjét tartalamzé doménbél, valamint
a cytoplasmaban helyez6d6 ATP-ko6té helyekbél allnak. Ez utdbbi koétéhelyeken ATP
hidrolizalasaval biztositjak az energiat a membranon val6é athaladashoz (3. abra) (Mora
Lagares és mtsai, 2022). Ezeknek a fehérjéknek a vizsgalata szamos modon lehetséges,
mint pl. az adott protein expresszidjanak meghatarozasaval (immunhisztokémia, Western
blot, aramlasi citometria), valamint a funkcié aktivitdsanak meghatarozasaval (jel6l6anyagok
kiaramlasanak vizsgalatai). A gydégyszerek novekedd transzportjdnak megitéléséhez
pontosabb vizsgalati lehetéséget biztositanak a funkcionalis tesztek. Human onkoldgiai
kutatasok mar régebb 6ta szolgalnak eredménnyel mind in vitro, mind in vivo vizsgalatok
alapjan (Kourti és mtsai, 2007; Amiri-Kordestani és mtsai, 2012). Az allatorvosi onkolégiaban
még igencsak limitalt azon eredmények halmaza, amelyek a sejtvonalakon végzett teszteken
tul, leirjdk ezeknek a fehérjéknek az expresszidja és funkcionalitasa kdzétti kapcsolatat
(Zandvliet és mtsai, 2014; Zandvliet és Teske, 2015; Vajdovich és mtsai, 2018).
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3. Abra. P-glikoprotein fehérje kristalyszerkezete. TMD (transmembrane domains):
transzmembran domének. NBD (nucelotide bingind domains): nukleotid koté domének.

Utdbbiak felel6sek az ATP megkdtésért a cytoplasmaban (Mora Lagares és mtsai, 2022)

3.3.1. A P-glikoprotein jelentésége kutyak lymphomaiban és mastocytomaiban

A multidrog rezisztencia fehérje-1 (MDR1) génen expresszaldédo P-gp az elsé azonositott
ABC-traszporterfehérje (Juliano és Ling, 1976). Fizioldgiasan is jelen van szamos szervben,
és fontos szerepe van bizonyos molekulak sejtbél torténd exportjdban (Zandvliet és Teske,
2015). Kilsé hatasra (pl. hipoxia, gyulladas, karciogének, cytotoxikus vegyuletek) fokozddhat
a P-gp expresszidja, aktivitdsa. A tumorsejtek felszinén helyez6d6 P-gp képes Kijuttatni a
szamara szubsztratként felismert cytotoxikus szerek széles palettajat, ezaltal hosszabb
tavon a kezelés sikertelenségét eredmeényezve. Tumorellenes terapiaban hasznalatos
gyoégyszerek kozul P-gp szubsztrat molekula tobbek kozdtt a vinblasztin, vinkrisztin,
doxorubicin, egyes glikokortikoidok (pl. prednizolon, metilprednizolon, dexametazon),
valamint egyes TKI szerek, mint az imatinib és a gefitinib (Zandvliet és Teske, 2015).
Sejtvonalakon felil szamos daganatos kutya Klinikai mintajaban azonositottak mar
emelkedett P-gp expressziot immunhisztokémiai és PCR vizsgalatok segitségével (Zandvliet
és Teske, 2015), igy lymphomakban (Ginn, 1996; Bergman, 2000; Schleis és mtsai, 2008)

és cutan mastocytomakban is (Miyoshi és mtsai, 2002; Teng és mtsai, 2012).
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Lymphoma tekintetében egyes, B immunfenotipusu lymphoid sejtvonalakon végzett in vitro
expressziéval (RT-gPCR), a P-gp fehérje expresszidjaval (immuncitokémia) és a protein
funkciojaval (efflux vizsgalatok) (Zandvliet és mtsai, 2014; Karai és mtsai, 2020). A klinikai
betegek mintdibol készilt immunhisztokémiai vizsgalatok tanulsaga szerint a gyogyszeres
kezelés el6tt vett mintakban a P-gp kifejez6dése alacsonyabb (3-33%) a recidivalt esetekhez
képest (Bergman, 2000; Lee és mtsai, 1996; Moore és mtsai. ,1995; Zandvliet és Teske,
2015). Egyes in vivo vizsgalatok alapjan a P-gp expresszidnak prognosztikai jelentésége
lehet a recidiva mentes és teljes tulélést tekintve (Nakaichi és mtsai, 2007; Vajdovich és
mtsai, 2018; Hyokai és mtsai, 2021), mely megallapitast késébbiekben nem minden vizsgalat

tudott hasonléan igazolni (Zandvliet és Teske, 2015).

Mastocytomak esetében cutan és extracutan mastocytoma sejtvonalakon végzett vizsgalatok
alapjan megallapitottak, hogy a MDR1 gén kifejez6dése, valamint a P-gp expresszidja
(Western-blot) és aktivitasa (aramlasi citométer) kapcsolatban all a kemoterapia
rezisztenciaval (Nakaichi és mtsai, 2007). A Kklinikai betegek cutan tumoranak P-gp
expresszidjat immunhisztokémiai vizsgalattal Miyoshi és munkatarsai tanulmanyoztak

kilénb6z6 malignitasi fokozatu formak esetén (Miyoshi és mtsai, 2002).
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4. Célkitlizések

A dolgozatban targyalt két hemopoetikus tumor, a lymphoma és mastocytoma a kutyak
leggyakrabban el6fordul6 daganattipusai ko6zé tartoznak, Klinikai relevanciajuk nagy
(Zandvliet és Teske, 2015). A recidiva mentes tulélési id6t (relapse free preiod, RFP) és
teljes tulélési id6t (overall survival time, OST) egyik legnagyobb mértékben a gyogyszeres
terapia sikeressége hatarozza meg. A kemoterapia sikertelenségéért leginkabb a kezelések
soran kialakul6 MDR felelés, melyben nagy szerepe van a pumpafehérjéknek (Zandvliet és
Teske, 2015; Vail és mtsai, 2019). A P-gp az elséként felfedezett és legtobbet vizsgalt
transzporter, mely Klinikai jelentéségére ezekben a tumorokban szamos tanulmany ravilagit
in vivo vizsgalatokkal is (Ginn, 1996; Bergman és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 1996; Miyoshi
és mtsai, 2002; Nakaichi és mtsai, 2007; Vajdovich és mtsai, 2018; Hyokai és mtsai, 2021).

Munkank célja az volt, hogy a definitiv kemoterapias kezelés el6tt allé klinikai betegekbdl
gyljtott mintak P-gp expresszidjat meghatarozzuk, valamint a transzporter aktivitasat
vizsgaljuk. Az immunhisztokémiai vizsgalattal a fehérje kifejez6désének mértéke allapithaté
meg, amely nem feltétlen tlkrozi az adott fehérjék aktivitasat. A kifejez8dé proteinek
funkcionalitasat aramlasi citométerrel vizsgaltuk. Meg akartuk hatarozni konkrétan, hogy az
alkalmazott modszerekkel igazolhatdé e a P-gp fokozott kifejez8dése, aktivabb miikddése.
Tanulmanyunk soran a két mddszer eredményeit hasonlitottuk 0ssze. Ezen felul nagy
hangsulyt fektettink a mérési eredmények és tulélési idék kozotti kapcsolat vizsgalatara is,
mely segitségével informacioét kaphatunk arrdl, hogy a P-gp expresszid és aktivitas
rendelkezik-e prognosztikai jelentéséggel kemoterapiaval kezelt, lymphomaban és
mastocytomaban szenvedd kutyak esetén. Azt szerettilk volna megtudni, hogy a fokozott P-

gp expresszid és aktivitas réviditi e a recidivaig, vagy az elhullasig eltelt varhato id6t.
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5.  Anyag és moédszer

A vizsgalt mintak az Allatorvosi Hematoldgiai és Onkoldgiai Kézpont klinikai betegeibdl
szarmaztak, melyek legtébb kezelése és nyomonkoévetése is ebben az Intézetben zajlott
2014-2021 kozotti idészakban.

5.1. Avizsgalatban szereplé lymphomas betegek

A betegek diagnozisat a fizikalis vizsgalaton tul vérvizsgalatokkal (teljes vérkép, biokémiai
profil, sav-bazis és elektrolit vizsgalat), képalkotdé vizsgalatokkal (ultrahang és legalabb két
iranyud mellkas rontgen) és mintavételekkel (citologiai vagy szovettani) erésitettik meg. A
klinikai vizsgalatok az allatok tulajdonosaival egyeztetve, kérésilkre és beleegyezésikkel
tortént. A paciensek stadium és alstadium statuszat a WHO ajanlasai alapjan hataroztuk

meg (Valli és mtsai, 2011).

A vizsgalatban Osszesen 95 lymphomaban szenved6 kutya vett részt. A kezeléseket
megelbézben dsszesen 163 betegbdl tortént nyirokcsomd mintavétel, melyek kozul a tovabbi
vizsgalatokbodl kizarasra kerlltek azok a betegek, melyek lymphomaja nem multicentrikus
volt, nem multimodalis intravénas protokollt kaptak, vagy ismeretlen okbdl hagytak abba a
kezelési sorozatot. Statisztikai vizsgalatokban tehat a szliréseket kdvetéen 79 B-sejtes, és

16 T-sejtes lymphomas beteg vett részt.
B-sejtes lymphomas paciensek

A 79 beteg kozul 44 him, 35 ndstény egyed volt. A kutyak atlag életkora 8,2 év volt (1-5
éves korig, n = 15; 5-10 éves korig, n = 48; 10 év <, n = 16). A klinikai megjelenés alapjan
minden paciens stadiumba sorolasa megtortént. Egy beteg volt stage 1l (n = 1), a tébbi
paciens stage Il (n = 12), stage IV (n = 52) és stage V (n = 14) csoportokon oszlott meg.
Alstadiumok szerint a betegek kdzil 58 kutya nem mutatott klinikai panaszokat (aubstage
,a; n =58), azonban 21 esetben elkezd6détt az altalanos allapot leromlasa (substage ,b”; n
= 21). A kemoterapias kezelések tekintetében elsd ciklusként 76 beteg kapott CHOP
protokollt (3. tablazat), 3 beteg L-CHOP protokollt (4. tablazat). A CHOP protokoll 19 hete
alatt 19 paciens betegsége recidivalt. Az 6sszes beteget tekintve 26 beteg részesiilt recidivat
kévetden kemoterapias kezelésekben. Ezek kdzoétt voltak olyan kutyak, melyek a korabbi
CHORP protokollt kaptak (n = 10), voltak betegek, ahol L-CHOP protokollt alkalmaztunk (n =
10), valamint néhany esetben lomusztin és L-aszparaginaz kombinaciéval folytattuk a

kezelést (n = 6).
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3. Tablazat. CHOP kemoterapias protokoll

Kemoterapia Kiegészit6 terapia
Hét 1 Doxorubicin (30mg/m?iv.) Prednizolon (2 mg/kg/nap po)
Hét 2 Vincristin (0.75mg/ m? iv.) Predinsone (1.5 mg/kg/nap po)
Hét 3 Vincristin (0.75mg/ m? iv.) Prednizolon (1 mg/kg/nap po)
Hét 4 Vincristin (0.75mg/ m? iv.) Prednizolon (0.5 mg/kg/nap
Ciklofoszfamid (250mg/ m?po.) po)
Hét 5 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 6 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 7 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Hét 8 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 9 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 10 Doxorubicin (30mg/m?iv.)
Hét 11 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 12 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 13 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Hét 14 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 15 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 16 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Hét 17 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 18 Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Hét 19 Doxorubicin (30mg/m?iv.)

A betegek immunfenotipizéldsa minden esetben megtoértént aramlasos citométer
segitségével, ezen felll 68 esetben szdvettani vizsgalat és immunhisztokémia is tortént. Az
immunhisztokémia alapjan az egyes tipusok megoszlasa a kdvetkezd volt: diffuz nagy B —
sejtes lymphoma (n = 56), ezen belll két esetben T-sejt gazdag B-sejtes lymphoma
igazolddott (n = 2). Tovabbi tipusok B-sejtes immunoblastos lymphoma (n = 7), B-sejtes kis

lymphocytas lymphoma (n = 2), valamint marginalis zéna lymphoma (n = 2).
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4. Tablazat. L-CHOP kemoterapias kezelési protokoll

Kemoterapia

Kiegészito terapia

Hét 1

Het 2
Het 3
Hét 4

Heét 5

Het 6

Het 7

Heét 8

Het 9

Het 10
Het 11
Het 12
Het 13
Hét 14
Hét 15
Het 16
Het 17
Hét 18
Het 19
Het 20
Heét 21
Hét 22
Heét 23
Heét 24
Hét 25

L-Aszparaginaz (400 IU/kg im.)
Vincristin (0.75mg/ m? iv.)

Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Doxorubicin (30mg/m?iv.)

Gydgyszerszinet

Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Doxorubicin (30mg/m?iv.)
Gyodgyszersziinet

Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Gydgyszerszinet
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Gydgyszerszinet

Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Gyogyszerszinet

Doxorubicin (30mg/m?iv.)
Gydgyszerszinet

Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Gyogyszerszunet
Ciklofoszfamid (250mg/ m? po.)
Gydgyszersziinet

Vincristin (0.75mg/ m? iv.)
Gyogyszerszunet

Doxorubicin (30mg/m?iv.)

Prednizolon (2 mg/kg/nap po)

Predinsone (1.5 mg/kg/nap po)
Prednizolon (1 mg/kg/nap po)

Prednizolon (0.5 mg/kg/nap
po)




T-sejtes lymphomas betegek

A 16 T-sejtes lymphomas beteg k6zott 9 him, és 7 néstény egyed volt. A betegek atlag
életkora 10,5 év volt (1-5 éves korig, n = 4; 5-10 éves korig, n = 5; 10 év <, n = 7). stadium
tekintetében a megoszlas a kovetkezd volt; stage Il (n = 1), stage lll (n = 2), ,stage IV (n =
11), stage V (n = 2). Alstddiumok szerint a betegek kozul 13 nem mutatott altalanos
rosszullétre utald tineteket (substage ,a”; n = 13), 3 esetben pedig leromlott az altalanos
allapot (substage ,b"; n = 3). Kemoterapias kezeléseket tekintve els6 ciklusban 14 beteg
kapott CHOP protokollt (n = 14), 2 beteg L-CHOP protokollt (n = 2). Ezen felll 5 beteg kapott
masodik ciklus kemoterapiat L-CHOP protokoll formajaban (n = 5). A T-sejtes lymphoma

betegek kdzll senki nem kapott lomusztint (Cecenu készitményt) a kezelések soran.

5.1.1. Mintavétel lymphomas betegekbdél szovettani vizsgalatra, immunfenotipizalas

immunhisztokémiai vizsgalattal

Mindegyik beteg immunfenotipizalasa megtértént legalabb aramlasi citométer
segitségével. 14 kutya mintajabdl szdvettan és immunhisztokémiai vizsgalat is készilt. Ezek
koézul 7 minta esetében (n = 13) a diagndzis periférias T-sejtes lymphoma-mas alcsoportba
nem sorolhaté tipusa volt (PTLC-NOS), egy esetben (n = 1) T-sejtes lymphoblastos

lymphoma volt a konkluzio.

A szdvettani vizsgalat elvégzéséhez altaldanos anesztéziaban 6sszesen 76 beteghdl (68
B-sejtes, 14 T-sejtes lymphomas paciens) tavolitottuk el az egyik prescapularis vagy
poplitedlis megnagyobbodott nyirokcsomét. A beavatkozast megelé6z8en a betegeket
intravénasan fentanyl (0,003-0,005mg/kg) és propofol (5mg/kg) bolussal béditottuk, amig a
tubalas lehetévé nem valt. A légcsétubus behelyezését kévetden, az altatas — folyamatos
monitorozas mellett- izofluran (1,5-2,5 V/V%) és oxigén gaz keverékeként folyt. A duzzadt
nyirokcsomé kipreparalasat kovetbéen a sebet két rétegben zartuk. A varratokat mitét utan
10-12 nappal eltavolitottuk. A teljes nyirokcsomét eltavolitas utan 10%-os pufferolt

formalinba helyeztik és kulsé laboratériumba kildtik tovabbi feldolgozas céljabal.

A korszdvettani vizsgalatok a Matrix Kérszdvettani és Citolégiai Laboratériumaban, valamint
az Allatorvostudomanyi Egyetem Patoldgiai Tanszékének Laboratériumaban térténtek.
Legalabb 24 o¢ra fixalast kovetéen a ,bread loaf” mddon szeletelt nyirokcsomé részletek
blokkban felszallé alkoholsorban viztelenitésre, majd xilolt helyettesitd intermedierbe (Ottix
plus, Diapath S.p.A, Martinengo, 1) kerultek. Ezt kdvetéen a szdvetek paraffin-viaszban

kerlltek beagyazasra, végll a 3 pym vastagsagu lemetszett szdvetmintakat targylemezre
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(Superfrost Ultra Plus, TSLabor, 37 Budapest, HU) helyeztik. A mintak deparaffinalasa,

majd rehidralasa kdvetkezett.

A lymphoma altipus meghatarozasahoz elvégeztuk a mintak hematoxilin-eosin, valamint CD
markerekkel torténé T és B immunjeldlést, melyhez kulonbdzé poliklonalis ellenanyag KIT-
eket hasznaltunk. Az antigének feltarasahoz hoéindukalt epitop kinyerési technikara volt
szukség specidlis feltaro oldatban. A vizsgalatokhoz sziukséges CD3 (DAKO Ltd., High
Wycombe, UK) feltarasahoz pH 9 oldatot (Dako Target retrieval solution pH9: $S2368), mig a
CD79a/CD20 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) feltarasahoz pH 6 citratos
keveréket alkalmaztunk. A feltarashoz megfeleld hémérsékletet mikrohullamua sitével értlik
el. Ezt kdvetben a jeldlés a KIT protokoll utasitasai szerint zajlott. A primer antitest megfelel6
higitasa (CD3 esetén 1:100-hoz, CD79a/CD20 esetén 1:200-hoz) utan a masodlagos
antitestek felvitele tértént (DAKO Envision Flex /HRP). Mivel az antigén-antitest reakcié nem
vizualizalhatd fénymikroszkép alatt, a KIT protokollban leirtak szerint DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) kromogén segitségével tettiik a kétédést lathatéva (DAKO Envision Flex
DAB+Chromogen). A hattérfestéshez Hematoxylin Gill Il (Merck KgaA, Darmstadt,
Németorszag) jeldlést alkalmaztunk. Ugynevezett kékitést kdvetden etanolos oblités és

xilolos fedés tortént (4. abra).

100 um
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5. Abra. Immunhisztokémai festések. (A) CD79a jel6lés és (B) CD3 expresszié nodalis
lymphoma szévetmintan, 200x nagyitason
(scale bar 100 um)

Pozitiv kontrollként kutya tonsilla szévet kerllt vizsgalatra, a negativ kontrollhoz a primer
ellenanyag felhasznalasa nélkul zajlott a protokoll. Az egyes betegek lymphomajanak
klasszifikaciojahoz a hematoxilin-eosin festett, valamint a CD3 és CD79a/CD20 jelolt
metszeteket egylttesen értékeltik. A pozitiv reakcié a sejmembranon vagy cytoplasmaban
barnas szinben volt lathaté. A mintakon proliferacios marker (Ki-67) jelolés is tortént (5.
abra). Ehhez a fentebb leirt CD jeldléshez hasonldan elsd |épésként antigén feltarasra volt
szikség magas hémérsékleten, pH 9 feltar6é oldatban (Dako Target retrieval solution, pH9).
A primer antitest (Monoclonal mouse, anti-human Ki-67 antigen, clone MIB-1; Dako Ltd.,
High Wycombe, UK) 1:100 aranyu higitasaban torténd inkubalas utan szekunder antitest
(DAKO Envision Flex /HRP) felvitele, majd a kromogénnel térténé jeldlés kdvetkezett (DAKO
Envision Flex DAB+Chromogen). Magfestést kdvetéen (Hematoxylin Gill II; Merck KgaA,
Darmstadt, Németorszag) keékités, majd a lemezek fedése tortént. A festés szazalékos
megoszlasanak mértékét a pozitiv tumorsejteket legmagasabb aranyban halmozé
latéterekben értékeltik. Ezen régiokban 400x-os nagyitason 5 latétérben végeztik a
meghatarozast (Sierra és mtsai, 2018). A pozitiv reakcié barnas magfestédésként jelent

meg.
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6. Abra. Ki-67 festés nodalis lymphoma szévetmintan, 400x nagyitason
(scale bar 50 um).

5.1.2. Lymphomas betegek immunfenotipus meghatarozasa aramlasi citometriaval

Aramlasi citometrias vizsgalattal torténd immunfenotipizalast minden betegnél elvégeztiik.
A vizsgalathoz biopszias vagy tlsapiraciés nyirokcsomé szdévetbdl szarmazé mintat
hasznaltunk fel. Biopszias minta azon betegeknél allt rendelkezésre, melyekbdl nyirokcsomé
eltavolitas is tortént szdvettani vizsgalat céljabdl altalanos anesztéziaban. A tlisapiracids
mintavétel egy nem invaziv és gyors lehetéség volt minden olyan esetben, ahol a betegek
altalanos allapota miatt magas volt az altatas kockazata vagy a tulajdonosok nem vallaltak. A

mintavételi eljaras a citologiai mintavételhez hasonlé médon végeztik, 18G tlvel.

Mind a mdatéti eljarassal, mind tlaspiraciéval nyert mintakat disszociacios médiumot
tartalmazé, un. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) oldatban (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornia, USA) taroltuk 4 °C-on. A disszociacios médium 200 U/ml ll-es tipusu
kollagenaz és 0,6 U/ml diszpaz (Life Technologies) enzimeket tartalmazott. Megadott ideig
(30 perc), 37°C hémérsékleten inkubaltuk a szuszpenziét, majd 40 pm-es szlrdvel
szortiroztuk a sejteket. Ezt kovetéen Sysmex XT2000iV™ (Sysmex) segitségével

meghataroztuk a sejtszamot.
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Az immunfenotipus meghatarozashoz 10° sejtet kiildnitettiink el, és direkt jelélt monoklonalis
ellenanyagokat adtunk a mintahoz 1:10 higitasban a gyart6 altal leirt protokoll utasitasai
alapjan. A vizsgalatban hasznalt kétféle CD marker (CD3 klon CA17.2A12 és CD21 klén
CA2.1D6, Bio-Rad Laboratories, USA), és ezek izotipus-kontrolljainak segitségével
kuldnitettik el a B- és T- sejt populaciokat. A megfeleld jeldlédést 30 perc alatt, 37°Cos
vizflrdében kivantuk elérni, majd a mintdkhoz 1ml hideg (4 °C) PBS-t (phosphate buffered
saline) adva ledllitottuk a reakciét, és 300 G centrifugalast kdvetéen 270 pyl PBS-ben mértik
le a sejteket FACScan (Becton Dickinson, San Jose, USA) aramlasi citométer segitségével.
A tumort alkotd, dominans sejtpopulaciét un. kapuzasi technikaval méret (FSC>400) és
granulaltsag (200<SSC) alapjan valasztottuk ki (R1) (Marconato és mtsai, 2013). Ahhoz,
hogy a mérés precizen csak él6 populaciot tartalmazzon, az élé és holt sejtek elkiilénitését
0,8ul 7-Aminoaktinomicin D-t (7-AAD, Thermo Fisher Scientific, USA) festék hozzaadasaval
végeztik el. A nem életképes sejtek membranjai atjarhatéva valnak a 7-AAD szamara, mely
a sejtmag kétszalu DNS-hez koétédve kifejezddik, a fluoreszcencia detektalhatova valik. Az
él6 sejtcsoport az R2 kapun beltl helyez6dott. A mérés befejezéséhez az R1 és R2 kapunak
10 000 darab sejtet kellett tartalmaznia (6. abra). A mérés eredményét abban az esetben
tekintettik megbizhaténak, ha a jeldlt sejtpopulacié legalabb 15%-a pozitiv volt valamelyik
markerre az izotipussal végzett kontrollhoz képest (Canioni és mtsai, 2009; Selliah és mtsai,
2019). A CD3 és CD21 markerek szazalékos kiértékeléséhez a BD CellQuest (Becton

Dickinson, USA) statisztikai programjat hasznaltuk.
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6. Abra. Aramlas citométer dot plot abrak az immunfenotipizalas soran (A) A lymphoid sejtek
kivalasztasa FSC és SSC alapjan torténik (R1 kapu) (B) Az életképtelen sejtek jeldlésére 7-

AAD festéket hasznaltunk, és az életképes sejtpopulaciot szelektaltuk (R2 kapu).
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5.2. Avizsgalatban szerepl6é mastocytomas betegek

Vizsgalataink soran 6sszesen 31 cutan mastocytomaban szenvedd kutya mintait
gyUijtottik 6ssze. A betegek kdzott 16 him és 15 ndstény egyed volt, amelyek atlagéletkora
8,3 év volt. A tumorok primer lokalizaciojat tekintve a daganat legtobbszor a mellkason volt
talalhatd (n = 12), ezt kdvette a fej-nyaki régio (n = 6), majd a lagyékban (n = 4) valamint
labvégen (n = 4) és a comb lateralis oldalan (n = 4) el6fordulé esetek. Egy esetben pedig a
vallon volt az elvaltozas (n = 1).

A Klinikara érkez6 paciensek betegségének diagnézisat egy komplex kivizsgalast kovetben
allitottuk fel. Ennek soran tortént atfogd vérvizsgalat (teljes vérkép és biokémiai panel
vizsgalat), képalkoté vizsgalatok (hasi ultrahang, mellkas réntgenvizsgalat). Ez alapjan kerilt
sor a stadiumba sorolasra. A Stadium és Alstadium besorolas a WHO ajanlasa szerint tortént
(Vail és mtsai, 2019). Ezt tekintve a betegek legtdbbje stadium | (n = 17) csoportba tartozott,
a toébbi beteg megoszlasa a kdvetkezd volt; stadium Il (n = 5), stadium Il (n = 7) és stadium
IV (n = 2). A tumort tekintve m{itét el6tt készilt vékonyti-aspiraciés mintavétellel citologiai
vizsgalat, majd muitétet kdvetben minden esetben korszdvettani vizsgalat. Az elbzetes
citoldgiai eredményre a mitéti eltavolitds megtervezéséhez volt szikseges, amellyel a tumor
.low grade” vagy ,high grade” mivolta, igy lokalizaciétél fliggéen a sziikséges sebészi szél
paraméterei is meghatarozhatok voltak. A sebészeti beavatkozas soran a mastocytomakat a
szikséges ép sebszélekkel egyutt kiséreltik meg eltavolitani, majd a koérszovettani
értékelést nem befolyasold régidkbol (sebszélektél tavol, a tumor centrumabdl)
elkllonitettlink egy kis részletet a kés6bbi aramlasos citometriai vizsgalatra. A korszdvettani
vizsgalat soran, hematoxilinnal és eozinnal festett lemezek alapjan tértént a mastocytomak
.grade” meghatarozasa a mai standardnak megfeleléen haromszintes (Pathaik és mtsai,

1984) és kétszintes (Kiupel és mtsai, 2011) rendszer szerint.

A betegek kezelését a klinikai megjelenés, a stadium és korszdvettani eredmény egyittes
figyelembe vételével terveztik meg. Mindegyik kutya daganatat mitétileg eltavolitottuk. A 31
betegbhdl 23 paciensnél kérszdvettanilag igazoltan teljes eltavolitas toértént, 8 esetben a
sebszélek a tumor altal érintettek voltak. Osszesen 16 kutyanal tortént kemoterapias
utékezelés Prednizolonnal kiegészitve (2—0,5 mg/ttkg po adagban) és 15 kutyanal nem

alkalmaztunk gyogyszeres utokezelést.

A masitinib (Masivet) (AB Science S.A., Parizs, Franciaorszag) adagolasa 9,5-12,5 mg/kg
terapias savban tortént (n=10). Olyan esetben, amikor a masitinib kezelés terapias
hatékonysaga nem volt kielégité (n=5), vagy ahol a mtéti eltavolitds nem volt sikeres, illetve
eleve metasztatikus megbetegedés volt igazolhatd a klinikai vizsgalattal, 2—-3,5 mg/m?
hetente torténé iv. vinblastin (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) kezelést

alkalmaztunk (n=11). Két beteg esetében, amelyek IV. stadiumban voltak (n=2) 60-80 mg/m?
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doézisban Lomustin (Cecenu) (Bristol-Myers Squibb Canada, Montreal, Kanada) kapszulaval
egészitettuk ki a terapiat. Sulyos mellékhatas (vérképpel igazolt csontvel6i funkcio
csokkenés, sulyos hanyas és hasmenés) a dozis csokkentését vagy akar a gyogyszer

elhagyasat vonta maga utan.

5.3. P-glikoprotein expresszid szovettani vizsgalata lymphomas nyirokcsomao, illetve

mastocytoma mintakon

A P-gp immunhisztokémiai vizsgalathoz a szévetmintakat mitéti eltavolitassal nyertik az
Allatorvosi Hematoldgiai és Onkoldgiai Kdzpontban. A vizsgalatokhoz lymphoma péaciensek
kozul 6sszesen 71 esetben (B-sejtes n = 57; T-sejtes n = 14), mig mastocytoma betegekbdl
mind a 31 esetben allt rendelkezésiinkre minta. General anesztéziaban, az 5.1.1. fejezetben
leirt modon eltavolitott nyirokcsomdbdl késziltek P-gp jeldlésre is a lemezek. Mastocytomak
esetében az egészben eltavolitott tumor széleit sebszélvizsgalat céljabél még formalinba
helyezés el6tt festettiik. Ez a sebszéljelolés a késdbbi, P-gp immunhisztokémiai festést nem
akadalyozta.

A szdvetmintakat (lymphomas nyirokcsomd, mastocytoma) 10%-o0s pufferolt formalinban
fixaltuk atlagosan 20-24 6ran at. A szdvettani feldolgozas helyszine a Matrix Korszovettani
és Citologiai Laboratérium, valamint az Allatorvostudoméanyi Egyetem Patoldgiai
Tanszékének Laboratoriuma volt.

A fixalast kdvetéen a nyirokcsomo mintakat ,bread-loaf” szeletelést kdvetéen, mastocytoma
mintakat ,kereszt’ és ,tangencialis” sikokban toérténd szeletelés utan paraffinba agyaztuk,
majd 3-5 pm vastagsagu metszeteket targylemezre (Superfrost Ultra Plus, TSLabor, 37
Budapest, HU) helyeztik.

A P-gp jeldléséhez C494 klon-szamu egér monoklondlis antitestet hasznaltunk (Enzo Clinical
Labs Inc., NewYork, USA). Az eljarashoz a metszetek etanollal valé deparaffinalasat
kdvetben feltaras tortént 6-os pH-ju citrat pufferben, mikrohulldamu suté segitségével 800
Watton 5 percig, illetve 180 Watt teljesitményen 10 percig. A primer antitest alkalmazasa
elétt szlikség volt a szovetek endogén peroxidaz enzimeinek blokkolasara (EnVision FLEX
Peroxidase-blocking Reagent, Dako Agilent). Ezutan a mintakat a monoclonalis primer
ellenanyag 1:20-as higitdsu oldataban inkubaltuk. A primer antitest kotédésének
kimutatasahoz masodlagos ellenanyagra is sziikség volt (Dako Envision system-HRP). A
specifikusan kotédott ellenanyagokat ezutan kromogénnel (Dako Envision Flex DAB) jel6ltik,
amely az els6dleges kot6dési helyeket barna szinben tette lathatéva. Az el6hivas utan a
magfestést hematoxilinnel (Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag) végeztik. PBS oblitést
(kékités) kovetben a lemezeket etanollal viztelenitettitk és fedtik xilolmentes

fed6folyadékkal.
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A P-gp festédés ellenérzésére pozitiv kontrollként egészséges kutya majszdvetet
hasznaltunk. A negativ kontrollhoz egy beteg tumormintajat vettuk igénybe, amelyet nem
inkubaltunk a primer antitesttel, de a jeldlés tdbbi Iépése megtdrtént.

A birdlathoz 6t nagy nagyitasu latétérben (400x nagyitason), latdterenként kb. 200 darab
sejtet szamoltunk meg (Hyokai és mtsai, 2021).

A pozitiv sejtek aranya mellett figyeltik a fest6édés helyét (cytoplasma vagy sejtmembran),
valamint intenzitasat. Az intenzitas mértékét harom csoportba osztottuk (1. csoport: pozitiv
kontrollndl gyengébb intenzitas; 2. csoport: pozitiv kontrollal megegyezé intenzitas; 3.

csoport: pozitiv kontrolinal erésebb intenzitas).

5.4. P-glikoprotein funkcionalis vizsgalata lymphomas nyirokcsomoé és mastocytoma
mintakon aramlasi citométer segitségével

Az aramlasos citometriai vizsgalatot az 6sszes, vizsgalatban szereplé lymphoma beteg

mintajabdl (n = 95; B-sejtes n = 79; T-sejtes n = 16), és 25 mastocytomas beteg (n = 25)
mintajabdl végeztuk el. A mitéttel, valamint tlaspiracidval nyert mintakat disszociacios RPMI
médiumban (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, USA) taroltuk 4 °C-on. A tovabbi
feldolgozast legkésébb 48 o6ra mulva megkezdtik. Szikség esetén a tumor apréra
darabolasat kovetéen a disszocialt tumorsejtek szlirése, centrifugalasa kovetkezett. A
tovabbi munkahoz 250.000 sejtet kilonitettiink el.
A P-gp glikoprotein funkcidjanak megallapitasahoz calcein mérést hasznaltunk (Homolya és
mtsai. 1996). A mintakat két cs6be kllonitettlk el, egyikhez a P-gp-t is blokkolni képes 10
mmol/l verapamilt (Sigma Laboratories Ltd., Mumbai, India) és calcein-AM festéket adtunk, a
masik csdben verapamil hozzaadasa nélkul mértunk 0,25 mmol/l calcein-AM (Dojindo
Molecular Technologies) festéket 37°C hémérsékleten. A csdvekben 1évé elegyet 10 percig
inkubaltuk.

A calcein-acetoximetilészter (AM) (Invitrogen, Life Technologies, USA) egy zsiroldékony,
nem fluoreszcens molekula, amely gyorsan képes penetralni a membranon at a sejtekbe. Az
élé sejtekbe jutva kilénboz6 észterazok hatasara az AM-csoport levalik, és a calcein
fluoreszcens molekulava alakul. A transzportfehérje hidanyaban felhalmozédik a sejtekben,
aramlasi citométerrel mérhetévé valik az intenzitasa. Azonban abban az esetben, ha a
transzmembran protein mennyisége nagy a sejtek membranjaban, akkor a fluoreszcens
calcein az extracellularis térbe jut, a jelintenzitds csdkkenni fog a sejtekben. Amennyiben a
sejtekhez P-gp-géatlé anyagot, vagyis verapamilt adunk, a pumpafehérje mikddését
akadalyozzuk, igy a calcein er6s fluoreszcens jelét detektalhatjuk a sejtekben az aramlasi

citométer segitségével.
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A rezisztencia kvantitativ mértékére a Multidrogrezisztencia Aktivitasi Faktor (MAF)

meghatarozasaval kovetkeztethetink, amely a verapamillal gatolt, ill. gatlészer nélkuli

calcein akkumulacié aranyabdl szamithatd ki (Hollé és mtsai, 1994; Karaszi és mtsai, 2001);

(IFverapamiI - I|:calcein)/ II:verapamil

Az inkubaciés id6 leteltével a reakcid hideg (4 °C-os) PBS-sel torténé leallitasa utan a
csovekhez a holt és él6 sejtek elkilonitésére szolgald festékanyagot, 7-AAD-t adtunk. Ezt
koévetden a mintakat aramlasos citométer segitségével vizsgaltuk.

A dot plot abran az immunfenotipus meghatarozashoz hasonléan szelektalni lehet a vizsgalni

kivant sejtpopulaciot a sejtek mérete (FSC) és granulaltsaga alapjan (SSC) (7. abra).
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7. Abra. Calcein teszt készitése el6tt megfeleld sejtpopulacio kivalasztasa egy lymphoma
beteg aramlasi citométerrel késiztett dot plot abrain. (A) Az R1 kapu jelzi a jelolni kivant
lymphoid sejtcsoportot. (B) A 7-AAD jeloléssel az él6 és holt sejtek elkulonitése lehetséges.
R2 kapuban az é16 sejtcsoport lathato.

A mintakban taldlhaté tumorsejtek képesek felvenni és atalakitani a calcein-AM festéket, a

létrejott fluoreszcencia pedig detektalhatd és mérhet6 az aramlas citométerrel (8. abra).
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8. Abra. Calcein-AM detektalasa egy mastocytoma betegbél szarmazé szévetmintan, az
aramlasi citométer dot plot abrajan szemléltetve. Az y-tengelyen a sejtek fluoreszcenciajanak
intenzitasa van feltlntetve. A calcein-negativ, vagyis a rezisztens (festéket kipumpald) sejtek

a valasztévonal alatt, a calcein-pozitiv, vagyis érzékeny sejtek a valasztévonal folott

helyezkednek el.

A sejtek fluoreszcenciajanak mérése FACScan (Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatd és

analizator) (Becton Dickinson, San Jose, USA) aramlasos citométer segitségével tortént.

5.5. Statisztikai vizsgalatok

A lymphomas betegek esetében a vizsgalati csoportokat egyiranyu, randomizalt
varianciaanalizissel hasonlitottuk 6ssze. Szignifikans eredmények (p < 0,05) esetén
Bonferoni-féle  dsszehasonlitdsokat végeztink a csoportok tObbszori, kulonféle
parositasasval (pl. 1-2; 2-3; 1-3). A létrehozott tdbbszords parokat lymphomas és
mastocytoma betegek esetében is Student t-teszttel is Osszehasonlitottuk. A tulélési
analizisekhez Log-rank, ,Cox-proportional hazard” regressziés és Kaplan-Meyer analiziseket

hasznaltunk.

Egy adott paraméter eléfordulasi gyakorisaganak megitéléséhez szamos khi-négyzet prébat
végeztink. Az egyes csoportok recidiva mentes tulélési ideje (relapse free period, RFP), és
teljes tulélési ideje (overall survival time, OST) kdzott szignifikan dsszefliggéseket kerestink

(szignifikancia: p < 0,05).

Az Un. cut off értékek meghatarozasa ROC-gorbék segitségével tortént.
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A Reference Value Advisor V2.1 (National Veterinary School of Toulouse) programmal az
eloszlasi gorbék megalkotasa, valamint a referencia intrevallumok és a normal tartomanyok

meghatarozasa tortént.

A ,halalozasi kockazatnak vald kitettség mértéke” (extent of exposure to risk of death) a
varhatd halalozasok szamat jelenti. A ,relativ arany” (relative rate) egy egészségugyi
esemény (betegség, sérllés, egyéb kockazati tényezd vagy halaleset) kockazatat hasonlitja
0ssze a kockazatnak kitett (kitett) és a kockazati eseménytél mentes (nem kitett) csoport

kozott.

Az d&ramlasos citometriaval meghatarozott MAF érték, és az immunhisztokémiaval
meghatarozott P-gp expresszié szazalékos aranya kozotti kapcsolatot Pearson-féle

korrelaciés analizissel vizsgaltuk meg.

A statisztikai elemzésekhez a Microsoft Excel 2010 R 3.0.20-as verzidjat (Foundation for
Statistical Computing, Bécs, Ausziria) és a Stats Direct Statistical Software 3.0.194
(StatsDirect Ltd, Altrincham, Egyesllt Kiralysag) és a Datatab (DATAtab Team, Graz,

Austria) programot hasznaltuk.
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6. Eredmények
6.1. Lymphomas betegek klinikai vizsgalati eredményei

Az Allatorvosi Hematoldgiai és Onkoldgiai Kézpont Klinikajan ésszesen 95 beteg mintaja
kerult véglegesen feldolgozasra. Ezen paciensek kozul 79 B-sejtes, 16 T-sejtes

lymphomaban szenvedett.

T- és B-sejtes lymphomas betegek talélési adatainak Osszehasonlité vizsgalati
eredményei

A teljes tulélési id6 (OST) tekintetében a B-sejtes lymphomas betegek (n = 79) median
tulélési ideje jelent6sen hosszabb volt (OST = median 352 nap) a T-sejtes lymphoma
paciensekhez (n = 16) képest (OST = median 167,5 nap) (p = 0,0918) (5. tablazat, 9. abra).

5. Tablazat. A T- és B-sejtes lymphoma betegek teljes tulélési idejei (OST).

T-sejtes B-sejtes

Betegek szama 16 79
Atlag (napok szama) 365.63 373.86
Median (napok szama) 167.5 352
Std. Deviation 459.25 255.48
Minimum 2 14
Maximum 1,690 1,163
P-érték 0.0918
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9. Abra. T-sejtes és B-sejtes lymphomas betegek teljes tulélési idejének 6sszehasonlitasa. A

B-sejtes paciensek kevéssel hosszabb ideig éltek.

A recidivamentes tulélési id6t (RFP) vizsgalva a két csoport kdzotti kildnbség szignifikans (p

0,014). A B-sejtes lymphoma csoport képvisel6i hosszabb ideig voltak remissziéban (RFP

median 260 nap) a T-sejtes populacidohoz képest (RFP = median 116,5 nap) (6. tablazat,
10. abra).

6. Tablazat. A T- és B-sejtes lymphoma betegek recidiva mentes tulélési idejei (RFP).

T-sejtes B-sejtes

Betegek szama 16 79
Atlag (napok szama) 166.63 276.86
Median (napok szama) 116.5 260
Std. Deviation 177.43 217.05
Minimum 2 14
Maximum 667 1,163
P-érték 0.01409
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10. Abra. T-sejtes és B-sejtes lymphoma betegek recidivamentes tulélési idejeit

Osszehasonlité abra. A B-sejtes paciensek szignifikansak késébb recidivaltak.

Az elhullasok okat tekintve a B-sejtes paciensek esetében statisztikailag szignifikansan
kevesebb kutya pusztult el lymphoma miatt (52/79), mint a T-sejtes betegek esetén (16/16)
(Mann-Whitney U teszt; U = 416, r = 0,28, p = 0,006). A B-sejtes betegcsoportban az
elhullasok egy részét (27/79) egyéb megbetegedés vagy a betegek gazdainak a lemondo
hozzaallasa okozta. A T-sejtes betegek mindegyike lymphoma miatt hullott el (11. abra).

=mas)

0.8

0.6

lymphoma; 0

0.4

0.2

Elhullas oka (1

T-sejtes B-sejtes

Tipus

11. Abra. Elhullas okanak oszlop diagrammos &brazolasa a T- és B-sejtes lymphomas
betegek esetén. (1 = lymphoma; 0 = mas ok)
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6.1.1. A P-glikoprotein expresszio értékelése

A teljes betegetanyagot tekintve P-gp expresszié immunhisztokémiai vizsgalatara 71
esetben volt lehetéségunk (B-sejtes: n = 57; T-sejtes: n = 14). A jelOléseket a 5.3. fejezetben

leirt médszernek megfelel6en végeztuk el.

A fénymikroszkopos értékelés soran meghataroztuk a festédés helyét és intenzitasat (12-14.
abra). A fest6dés helyének vizsgalatakor a membranon térténé expresszié esetén
els6sorban a sejtmembran barnas szinreakciéjat figyeltik meg, a cytoplasmaban toérténd
jeldlédéskor azonban a membran festédése nem kuldndlt el élesen. Az intenzitas, tehat a
festddés erbsségének szamszeril vizsgalatahoz harom csoportot hoztunk létre (1. csoport:
pozitiv kontrollnal gyengébb intenzitas; 2. csoport: pozitiv kontrollal megegyezd intenzitas; 3.

csoport: pozitiv kontrollnal erésebb intenzitas) (5.3. fejezet).

2022 09. 12

12. Abra. 2% P-gp expresszi6 nodalis lymphoma mintaban, 400x nagyitason

(scale bar 50 pum).
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13. Abra. 5-6 % P-gp expresszié nodalis lymphoma mintaban, 400x nagyitason

(scale bar 50 um)
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14. Abra. 8-10% P-gp expresszié nodalis lymphoma szévetmintaban 400x nagyitason

(scale bar 50 um).
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A P-gp jeldlt betegpopulaciot tekintve, (n = 71) a legtébb mintaban membran festédést (n =
65) tapasztaltunk. Szignifikans 6sszefliggés volt felfedezheté a P-gp expresszié mértéke, és
a festdédés intenzitdsa kozott, tehat a magasabb P-gp expresszidju mintak intenzivebben
festédtek (p < 0,001).

A immunhisztokémiai jelol6dés helyét és intenzitasat kulon a B- és T-sejtes csoportokban a

7.tablazat, valamint a 15.abra mutatja.

A T-sejtes lymphoma betegek ardnyaiban magasabb szazalékban festédtek (P-gp % atlag =
6,84%) a B-sejtes csoporthoz képest (P-gp% atlag 6,23%), habar ez a kilénbség nem volt
szignifikans (p = 0,8).

7. Tablazat. A P-gp immunhisztokémiai jeldlés mikroszkopos értékelésébdl nyert adatok
(szazalékos expresszio, festddés helye, festédés intenzitasa) a T- és B-sejtes lymphoma

tipusokban kilon szemléltetve.

Pgp Helyezédf’es -
(%) (O:membran, Intenzitas (1-3)
1:cytoplasma)
T-sejtes
(n=14) atlag 6,84 0,14 1,64
széras 5,08 0,35 0,61
B-sejtes
(n=57) atlag 6,23 0,07 1,89
sz0ras 4,74 0,26 0,64
P-értékek 0,696 0,490 0,199
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15. Abra. A P-gp immunhisztokémiai jelélés mikroszkopos értékelésébdl nyert adatok

Osszehasonlité abraja a T- és B-sejtes lymphomas betegek esetében. A P-gp expresszio

atlagosan magasabb volt a T-sejtes lymphomas egyedekben, mig a festédés intenzitasa a B-

sejtes csoportban volt magasabb.

A T-sejtes (n = 14) és B-sejtes (n = 57) betegcsoportot kiildén vizsgalva szintén tapasztalhaté

volt a P-gp expresszio (%) és a festédés intenzitdsa kozotti szignifikans korrelacio (8.

tablazat).

8. Tablazat. A P-gp szazalékos expresszio (% atlag) és a festédés intenzitasa (1-3) kozotti

osszehasonlitasok Pearson féle korrelaciés analizissel.

Osszes beteg (n=71)

T-sejtes (n=14)

B-sejtes (n=57)

- 8 (%) P-gp P-gp
IFI)1tge %Z)t(al\)sre(is;)l o (%): 0,445 |expresszio: 0,561 expresszio: 0,434
Intenzitas Intenzitas
P-érték 0,000101 0,036875 0,000744
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Tulélési idok a P-gp expresszio, a jelolodés helyének és intenzitasanak tekintetében az

egész betegpopulaciot figyelembe véve

A tulélési id6ket vizsgalva azon betegek, amelyek nyirokcsomdéjanak P-gp expresszidja a
sejtmembranokon dominalt, szignifikansan késb6bb recidivaltak (RFP = median 283 nap)
ahhoz a betegcsoporthoz képest, melyek mintajanak cytoplasmaban volt tapasztalhatd
pozitivitas (n = 6) (RFP = median 92 nap) (p = 0,0497). Ez az 6sszefliggés a teljes tulélési

id6k esetén is tapasztalhaté volt, de nem szignifikdans médon (p = 0,26).

A tulélési id6k és expresszid mertékének oOsszehasonlitdasahoz a P-gp kifejezddés
szazalékos eloszlasa alapjan cut off értéket hataroztunk meg (16. abra). Ezen cut off érték
jelen esetben 6,4% volt a vizsgalt populaciéra tekintve, és ez alapjan veégeztik a tovabbi

tulélési vizsgalatokat.

30 - P-gp expresszid (%) eloszlas
25 -
20 -
15 -
= Observed distribution
10 - - Fitted distribution
5 - \
O T T T T
0,1 51 10,1 15,1 20,1 25,1
P-gp %

16. Abra. Az dsszes immunhisztokémiaval jeldlt minta (n = 71) P-gp szazalékos
fest6édésének eloszlasi gorbéje. A referencia intervallum alsé hatara 0,53 volt, a felsé hatar
16,14. A 90%-os konfidencia intervallumok hatarai 0,4 és 0,8 értékek voltak also és fels6

hatéron (bootstrap modszerrel meghatarozva).

Eszerint elkilonitettiik az alacsony (P-gp% < 6,4; n = 43) és magas (P-gp% > 6,4; n = 28) P-
gp kifejez6dést mutatd csoportot. Sem az OST, sem RFP tekintetében nem igazolddott a két
csoport kozott szignifikans kilonbség. Az OST alapjan a P-gp-t alacsonyabb mértékben
expresszalé tumormintdkhoz tartozé tulélés kissé hosszabb volt (median: 398 nap) a 6,4%
feletti P-gp fest6dd mintakhoz képest (median: 351 nap) (p=0,813). Az RFP tekintetében ez
a kapcsolat forditottnak bizonyult. A 6,4% cut off alatti P-gp-vel rendelkez6k kissé révidebb
ideig maradtak remissziéban (median 263 nap) a magasabb P-gp expresszioju csoporthoz
képest (median 301) (p = 0,66) (9. tablazat).
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9. Tablazat. A 6,4% cut off érték alapjan létrehozott csoportok teljes tulélésre és recidiva

mentes tulélésre vonatkozo adatai.

P-gp< 6,4% P-gp > 6,4% | P-gp <6,4% | P-gp > 6,4%
OSsT OSsT RFP RFP
Elhullasok szama
(cenzoralt adatok figyelmen 33 20 31 19
kivil hagyasaval)
Varhaté elhullas
kockazata (Extent of 33.818488 19.181512 29.478787 20.521213
exposure to risk of death)
Relativ rata (Relative rate) 0.975798 1.042671 1.051604 0.925871
Median tulélési idé (nap) 398 351 263 301
P-értékek
Log-rank (Peto):
P =0,8134 P =0,6604
Generalised Wilcoxon (Peto-
Prentice): P =0,645 P =0,8367

6.1.1. A P-glikoprotein funkcionalitas vizsgalatanak értékelése

A teljes betegpopulaciét tekintve P-gp aktivitdsanak aramlasos citometriai vizsgalatara az

Osszes beteg esetében (n = 95; B-sejtes n = 79; T-sejtes n = 16) sor kerilt. A Calcein teszttel

végzett vizsgalat eredményének szamszerli mutatéja a Multidrogrezisztencia Aktivitasi

Faktor (MAF), egy dimenzié nélkuli szdm 0 és 1 kdzotti tartomanyban (5.4. fejezet). A

verapamillal gatolt és gatlészer hozzasadasa nélkdl

hisztogrammon abrazolhatjuk (17. abra).
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17. Abra. Calcein teszt eredménye két lymphomas beteg példajan szemléltetve. A
hisztogrammok a verapamil jelenlétében (kék) vagy annak hianyaban (lila) inkubalédott
sejtpopulaciok fluoreszcenciajat jelzik. (A) Ebben az esetben a P-gp aktivitas alacsonyabb
volt, mint a (B) esetben. Az x-tengelyen a fluoreszcencia intenzitasa, az y-tengelyen a sejtek

szama lathaté. MAF: Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor.

A MAF eredmények tekintetében a T-sejtes lymphoma paciensek (n = 16) szignifikansan
alacsonyabb MAF értékekkel rendelkeztek (atlag MAF= 0,13) a B-sejtes csoporthoz (n = 79)

képest (atlag MAF = 0,23) (p = 0,037) (18. abra).

0.6
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0.4
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01
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18. Abra. A T- és B-sejtes lymphoma betegek MAF értékeit 6sszehasonlité abra. A B-sejtes
paciensek MAF értékei szignifikansan magasabbak voltak (p = 0,037).
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Tulélési idék a P-gp funkcié mutatoja (MAF) tekintetében az egész betegpopulaciot

figyelembe véve

A MAF értékek eloszlasa alapjan a 0,19 cut off értéket hataroztuk meg, mely szerint a
betegeket alacsony (MAF < 0,19; n = 49) és magas (MAF > 0,19; n = 46) MAF értékkel

rendelkezd csoportokra osztottuk (19. abra). OST esetében az alacsonyabb MAF csoport

révidebb tulélési idével rendelkezett (median 349 nap) a magasabb MAF csoporthoz képest

(median 417 nap), azonban szignifikans 6sszefliggés nem volt igazolhat6é (p = 0,457). Az

RFP értékek vizsgalatakor a cut off alatti MAF értékkel rendelkezé betegek ugyancsak

korabbi remissziét mutattak (median 198 nap) a 0,19 feletti MAF értékkel biré paciensekhez

képest (median 323 nap), de ez az 0sszefliggés sem bizonyult szignifikansnak (p = 0,147)

(10. tablazat).

10. Tablazat. A 0,19 cut off érték alapjan Iétrehozott csoportok teljes tulélésre és recidiva

mentes tulélésre vonatkozo adatai.

MAF < 0.19
OST

MAF > 0.19
OST

MAF < 0.19
RFP

MAF > 0.19
RFP

Elhullasok szama
(cenzoralt adatok
figyelmen kival
hagyasaval)

31

37

33

34

Varhaté elhullas
kockazata (Extent of
exposure to risk of death)

28.028669

39.971331

27.219594

39.780406

Relativ rata (Relative rate) 1.10601

0.925663

1.212362

0.854692

Median talélési idé (nap) 349

417

198

323

P-értékek
Log-rank (Peto):
Generalised Wilcoxon (Peto-

Prentice):

P =0.4569
P =0.3787

P =0,1473
P =0.0647
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19. Abra. Az 6sszes beteg (n=95) MAF értékeinek eloszlasi gérbéje. A referencia intervallum
also hatara 0,0 volt, a fels6 hatar 0,61. A 90%-os konfidencia intervallumok hatarai 0,0 és

0,44 értékek voltak alsé és felsd hataron (bootstrap modszerrel meghatéarozva).

P-glikoprotein expresszié valamint a mutidrogrezisztencia aktivitasi faktor (MAF)

osszehasonitasa teljes betegpopulacié esetében

Az Osszes beteget tekintve, szignifikansan pozitiv korrelacioé igazolddott a P-gp expresszié
% és MAF értékek kdzott (r = 0,32; p = 0,007), tehat minél magasabb volt a P-gp pozitiv

sejtek aranya a szdvetmintaban, annal magasabb MAF érték volt mérhetd.

A MAF és P-gp helyez6dése (membran/cytoplasma) k6z6tt nem volt 6sszefliggés talalhato (r
= 0,12; p = 0,307). A MAF és P-gp expresszid intenzitdsanak tekintetében azonban
szignifikans pozitiv korrelacié volt igazolhato, tehat a magasabb MAF értékkel rendelkezé
betegek P-gp intenzitasa is magasabb volt (r = 0,27; p = 0,024).
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6.2. B-sejtes lymphomas paciensek klinikai vizsgalati eredményei

Az 6sszes beteg klinikai stadiumba sorolasat elvégeztiik. A B-sejtes lymhoma betegek
klinikai stadiumok szerinti csoportositasa az 5.1 fejezetben kerilt leirasra. A késébbi
vizsgalatokhoz az aranytalan megoszlas miatt a Il. és lll. stadiumu betegeket egy csoportba
vettik. A median teljes tulélési id6 (overall survival time; OST) 417 nap volt, a recidvamentes
tulélési id6 (relapse free period; RFP) pedig 301 nap volt. Vizsgalataink fontos részét
képezték a terapia soran mutatkozd mellékhatasok megfigyelése. Lmyphomahoz koéthetd
elhalalozas 52 (65,8%) esetben volt tapasztalhatd, mig 27 (34,2%) olyan beteg volt, melyek
mas okbdl pusztultak el (Ggymint baleset, fert6zés, trauma, etc.). A kemoterapiat 33 esetben
kellett a mellékhatasok miatt halasztani. Az elsé protokoll soran 63 beteg mutatott legalabb
egyféle mellékhatast a leggakoribb négy tinet kdzdl (n = 63), és 44 esetben egyszerre tobb
tinet is jelentkezett (n = 44). A leggyakoribb mellékhatasok a kdvetkezdek voltak; anorexia
(n = 48), neutropenia (n = 48), hanyinger (n = 47), hasmenés (n = 30), ezektdl ritkabban, de
nem elhanyagolhaté szamu esetben volt tapasztalhaté steril vérzéses cystitis (n = 6). Egyéb,
kevésbé markans és ritkabban tapasztalhaté mellékhatasok (ugymint laz, trombocytopenia)
nem keriiltek feljegyzésre. Az Allatorvosi Onkoldgiai Egyittmiikddési Csoport ajanlasat
koévetve, a kuldnbdzé mellékhatasok sulyossaga szerint szintén csoportokba gyd(ijtéttik a
betegeket; ,grade 0” (n=16), ,1” (n=26), ,2” (n=18), ,3" (n=11), ,4” (n=6) és ,5" (n=2). A
mellékhatasok atlagos sulyossaga 1,63 értékpont volt. Az OST és RFP szignifikdnsan
negativ korrelaciot mutatott (p < 0,05) a mellékhatasok malignitasi fokozataval 6sszevetve.
Azoknal a betegeknél, ahol a mellékhatasok fenadllasa miatt halasztani kellett a
gyoégyszerbeadast, jellemzben egy héttel késbébb pdtolni tudtuk a kimaradt kezelést.
Dézisredukcidra, vagyis a beadott gydgyszer mennyiségének 10-20%-al valé csokkentésére,
16 esetben volt sziikség (n = 16). Osszességében, minden kezelést szamitasba véve (n =
1501) 48 esetben volt szilkség a dozis csokkentésére (48/1501). A leirtakon felll 19 beteg (n

= 19/79) visszaesett még a kemoterapias protokoll befejezése el6tt (19. hét elbtt).
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A tulélési eredmények 6sszehasonlitasa az egyes stadiumok kozott

OST tekintetében nagy kuldnbségek voltak tapasztalhatéak az egyes stadiumok kdzott

(11. tablazat) (20. abra), mig RFP tekintetében szignifikansnak bizonyult ez a kllénbség

némely csoportok kézott (12. tablazat) (21. abra).

11. Tablazat. A B-sejtes lymphomas betegek teljes tulélési idejeinek dsszehasonlitasa a

klinikai stadiumok tekintetében a diagndzis meghozatalakor. A legmagasabb OST a IV.

stadiumban Iévé betegeknél volt tapasztalhato.

Stadium H+111 v \% P-értékek
Esetszam 13 52 14

Elhullasok szama 9 31 12

Varhato elhullas kockazata

(Extent of exposure to risk of 8.602 36.705 6.693

death)

Relativ rata (Relative rate) 1.046 0.845 1.793

Median OST 417 505 309

[+ vs IV 0.5159
I+l vs V 0.2356
IVvsV 0.0233
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20. Abra. Teljes tulélési id6 (OST) dsszehasonlitasa az egyes stadiumok kozott. stage 11 + il

(piros négyzet), stage IV (kék kor), stage V (z6ld haromszdg).

12. Tablazat. A B-sejtes lymphomas betegek recidiva mentes tulélési idejeinek
O0sszehasonlitasa a klinikai stadiumok tekintetében a diagndzis meghozatalakor. A

legmagasabb RFP a ll és lll. stadiumban lévé betegeknél volt tapasztalhato.

Stadium H+111 \Y} V P-értékek
Betegszam 13 52 14
Elhullasok szama 9 32 12

Varhato elhullas kockazata (Extent
_ 10.863 36.629 5.506
of exposure to risk of death)

Relativ rata (Relative rate) 0.828 0.874 2.179

Median RFP 345 301 190

I+l vs IV 0.8815
[+l vs V 0.0206
IVvsV 0.0062
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21. Abra. Recidivamentes tulélési id6 (RFP) 6sszehasonlitasa az egyes stadiumok kozott.

stage Il + 11l (z6ld haromszdg), stage IV (kék kor), stage V (piros négyzet).

Osszességében megallapithatd, hogy a IV. stadium képviseldi rendelkeztek a leghosszabb
tulélési idével (OST), de a I+l stadiumba tartoz6 betegek kdzott a legmagasabb a recidiva

mentes tulélési idé (RFP)

Az alstadiumok tekintetében a “b” (n=21) csoportban egyértelmiien rdvidebb tulélési idd
mutatkozott (OST = 349 nap, RFP = 237 nap) az “a” csoporthoz képest (OST= 485 nap, RFP

= 301 nap), am a kulénbség nem szignifikans (p > 0,05).
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6.2.1. P-glikoprotein expresszidjanak kérszovettani vizsgalata B-sejtes lymphomas

betegek esetén

A B-sejtes lymphomas betegek esetén 57 betegbél készilt P-gp immunhisztokémai

jelolés az 5.3. fejezetben leirt mddszernek megfeleléen. Az adatokat a 13. tablazat mutatja.

13. Tablazat.

A B-sejtes

immunhisztokémiai jeldlés eredményei.

lymphomas betegek daganatos mintain elvégzett P-gp

A beteg P-gp P-gp P-gp A beteg P-gp P-gp P-gp
sorszama expresszié mintazat intenzitas | sorszama expresszié mintazat intenzitas
(%) (%)

1 15,0 membran 3 29 6,0 cytoplasma 3
2 1,0 membran 2 30 1,6 membran 2
3 5,0 membran 2 31 6,0 membran 2
4 14,8 membran 2 32 16,4 membran 3
5 2,2 membran 2 33 3,0 membran 2
6 34 membran 2 34 16,0 membran 3
7 10,6 membran 2 35 10,2 membran 1
8 1.8 membran 1 36 6,8 membran 1
9 2,4 membran 2 37 1,8 membran 2
10 7,0 membran 3 38 0,8 membran 1
11 1,0 membran 2 39 1,2 membran 1
12 9,8 membran 3 40 6,4 membran 2
13 3,2 membran 2 41 0,8 membran 1
14 3,0 membran 1 42 6,0 membran 2
15 14,0 cytoplasma 2 43 13,8 membran 1
16 2,4 membran 1 44 1,2 membran 2
17 2,3 membran 2 45 13,8 membran 2
18 0,8 membran 1 46 4,0 membran 1
19 2,0 membran 2 47 4.6 membran 2
20 0,6 membran 1 48 9,8 cytoplasma 1
21 5,0 membran 2 49 4.4 membran 2
22 14,4 membran 2 50 1,6 membran 1
23 5,6 membran 1 51 10,6 membran 3
24 4,8 membran 2 52 12,0 membran 3
25 14,4 cytoplasma 2 53 54 membran 2
26 11,0 membran 2 54 7,0 membran 2
27 8,0 membran 3 55 8,6 membran 2
28 1,8 membran 2 56 5,0 membran 2
57 2,8 membran 2

62




Az 57 B-sejtes lymphomas betegek P-gp jelolt mintaiban atlag 6,23 %-os pozitivitas volt
tapasztalhatd. Az immunhisztokémiaval meghatarozott egyes lymphoma altipusok ko6zott az
aranytalan megoszlas miatt a P-gp értékek 6sszehasonlitdsa nem volt lehetséges. A P-gp-
vel is jeldlt szOvetmintak altipusai a kovetkezbek voltak; diffuz nagy B-sejtes lymphoma (n =
51), follicularis B-sejtes lymphoma (n = 2), nagy sejtes immunoblastos lymphoma (n = 2),
marginalis zéna lymphoma (n = 2). Erdekesség azonban, hogy az immunoblastos lymphoma
betegek P-gp értéke atlag 9,6 %, mig a marginalis zéna lymphoma betegek mintain az

expresszi6 joval alacsonyabb, atlag 2,4 %.

A szazalékban meghatarozott értékek eloszlasa alapjan a cut off P-gp érték a B-sejtes
lymphomas csoportban 6% lett. A késdbbi tulélési adatok dsszehasonlitasahoz a betegeket
ezen cut off érték szerint két csoportra osztottuk az alapjan, hogy a P-gp expresszio 6% alatti
(P-gp % < 6; n = 32) vagy 6% feletti (P-gp % > 6; n = 25) (22. abra).

30 - P-gp expressziok eloszlasi gérbéje, B-sejtes lymphoma
25 -
20
15 -
— Observed distribution

10 ~ - Fitted distribution

5 - \

0 T T T T T

0,2 5,2 10,2 15,2 20,2 25,2
P-gp %

22. Abra. Az B-sejtes lymhoma betegek immunhisztokémiaval jeldlt mintain (n = 57) a P-gp
szazalékos festddésének eloszlasi gorbéje. A referencia intervallum alsé hatara 0,69 volt, a
fels6 hatar 16,23. A 90%-o0s konfidencia intervallumok hatarai 0,69 és 14,4 értékek voltak

alsé és fels6 hataron (bootstrap modszerrel meghatarozva).

A tulélési eredmények 6sszehasonlité vizsgalata a P-gp értékek tiikrében a B-sejtes

lymphomas betegcsoportban

Az eloszlas alapjan létrehozott csoportokat 6sszehasonlitva az OST és RFP tekintetében
nem volt igazolhatd szignifikans kilénbség. A cut off érték szerint meghatarozott magas és

alacsony P-gp csoportokat a 14. tablazat mutatja.

Az alacsony, tehat 6% alatti P-gp expressziéval rendelkez6 csoportban a median teljes

tulélés 445 nap volt (median OST = 445 nap), mig a magas P-gp csoportban median 398
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nap (median OST = 398 nap) (23. abra). Az alacsonyabb P-gp csoport kevéssel hosszabb

median tulélési idbket produkalt, a kildnbség azonban 22nem volt szignifikans (p = 0,659).

14. Tablazat. A 6% cut off érték alapjan Iétrehozott csoportok teljes tulélésre és recidiva

mentes tulélésre vonatkoz6 adatai B-sejtes lymphoma paciensekben.

P-gp < 6% P-gp >6% P-gp <6% | P-gp > 6%
OST OSsT RFP RFP
Elhullasok szama
(cenzoralt adatok figyelmen 22 17 22 16
kivul hagyasaval)
Varhaté elhullas
kockazata (Extent of 23.380767 15.619233 19.706344 18.293656
exposure to risk of death)
Relativ rata (Relative rate) 0.940944 1.088402 1.116392 0.87462
Median talélési idé (nap) 445 398 283 315
P-értékek 0.659 0.4541
o Pgp%<6 0 T .'_i_~_.||
O P-gp%>6 —I"_|’i rLI _
T
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23. Abra. A teljes tulélési idék (OST) 6sszehasonlitasa a B-sejtes lymphomas

betegcsoportban a 6% a P-gp expresszid, mint cut off érték figyelembe vételével

(kék kor: P-gp < 6 %, n = 32; piros négyzet: P-gp > 6 %, n = 25).
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A recidiva mentes tulélési idoket dsszességében tekintve a P-gp expresszié és a RFP
pozitivan korrelalnak egymassal (r = 0,154). Az alacsony P-gp csoport median RFP 283 nap
(n = 32), mig a magas P-gp csoportban az RFP median 315 nap volt (n = 25) (24. abra). Az
alacsonyabb P-gp csoport révidebb recidiva mentes tulélési id6t mutatott a magasabb P-gp-
vel rendelkezb csoporthoz képest (p = 0,45).
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24. Abra. A recidiva mentes tulélési idsk (RFP) 6sszehasonlitasa a B-sejtes lymphoma
csoportban a 6% a P-gp expresszid, mint cut off érték figyelembe vételével (kék kér: P-gp <

6 %, n = 32; piros négyzet: P-gp > 6 %, n = 25).
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6.2.2. P-glikoprotein funkcionalis vizsgalata B-sejtes lymphomas betegek esetén

A P-gp funkcionalis vizsgalatat a 79 B-sejtes lymphoma beteg nyirokcsomo mintajabol

aramlasos citométerrel végeztik az 5.4. fejezetben leirtaknak megfelel6en.

A 15. és 16. tablazatban a MAF értékeket OGsszehasonlitottuk az egyes stadiumokban

szerepld betegek kozott.

15. Tablazat. MAF értékek dsszehasonlitasa az egyes stadiumok kozott.

Stadium I1+111 Stadium IV Stadium V
Esetszam 13 52 14
Atlag MAF 0.205 0.236 0.233
SD (standard deviacio) +0.109 10.175 10.133
P-érték One way ANOVA global test: P = 0.8231

16. Tablazat. MAF értékek 0sszehasonlitasa az egyes alstadiumok kdzott.

Substage "a" Substage "b"
Esetszam 58 21
Atlag 0.235 0.216
SD 0.164 0.149
P-érték One way ANOVA, global test: = 0.6559

Az diagnoéziskor megallapitott V. stadiumban Iév6 betegek esetében volt megfigyelhet a
legmagasabb MAF atlag, de szignifikdns kulonbségek egyik csoportok kozotti
Osszehasonlitasban sem voltak (14. tablazat). Hasonloképpen az egyes alstadiumok MAF

értékei k6zo6tt sem volt jelentds kuldnbség (15. tablazat).

A betegek eredményeibél kapott MAF értékek megoszlasat a 25. abra mutatja.
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25. Abra. Az B-sejtes lymhomas betegek Calcein vizsgalata alapjan szamitott MAF adatok
(n =79) eloszlasi gorbéje. A referencia intervallum alsé hatara 0,0 volt, a felsé hatar 0,588. A
90 %-os konfidencia intervallumok hatarai 0,0 és 0,44 értékek voltak also és felsd hataron

(bootstrap mddszerrel meghatarozva).

A MAF értékeken alapul6é 6sszehasonlitd vizsgalatokat az eloszlas szerinti 0,19 cut off érték
hasznalataval végeztuk el. A tulélési adatok vizsgalatahoza betegeket két csoportra
osztottuk, az alapjan, hogy MAF értékeik 0,19 alattiak (MAF < 0,19; alacsony MAF; n = 42)
vagy 0,19 foléttiek (MAF > 0,19; magas MAF; n = 37).

A talélési eredmények 6sszehasonlité vizsgalata a MAF értékek tukrében

A B-sejtes lymphomas paciensek tulélési eredmeényei és a MAF értékek kdzott pozitiv
korrelacio volt tapasztalhato, tehat magasabb MAF értéknél hosszabb tulélést tapasztaltunk
(r[OST]= 0,18; r[RFP]= 0,202) (tablazat). Az alacsony, illetve magas MAF csoport kozoétt a
tulélési idéket tekintve nem volt tapasztalhaté jelentés kildnbség az OST tekintetében
(p=0,8897). Az alacsonyabb MAF-al rendelkez8 csoport median OST= 381 nap, magas MAF
csoportban median OST = 417 nap volt (26. abra). Az RFP értékeket illetéen azon betegek
csoportja, amelyek MAF értéke a cut-off értékkel volt egyenlé vagy alatta volt, korabbi
relapszus jellemezte 8ket (median RFP = 275) a masik csoporttal szemben (median RFP=
326 nap) (p=0,5878) (27. abra, 17. tablazat).
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17. Tablazat. A B-sejtes lymphomas paciensek tulélési idejei a 0,19 cut off érték alapjan

elosztva.
OST (napok) RFP (napok)
MAF<0,19 (n=36) 381 263
MAF > 0,19 (n=43) 485 326
P-értékek 0.8823 0.2735
oy 1.0
“MAF < 0.19
UMAF > 0.19
0.8
0.6 -
0.4 -
0.2
& 1 I
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26. Abra. B-sejtes lymphomas betegek teljes tulélési idejeinek 6sszehasonlitasa 0,19 cut off
MAF figyelembe vételével (kék kor: MAF < 0,19, n = 42; piros négyzet: MAF > 0,19, n = 37).
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27. Abra. B-sejtes lymphomas betegek recidivamentes tulélési idejeinek dsszehasonlitasa
0,19 cut off MAF figyelembe vételével (kék kér: MAF < 0,19, n = 42; piros négyzet: MAF >
0,19, n = 37).

Tovabbi 6sszehasonlitasok a B-sejtes lymphomas paciensek esetén

A P-gp és MAF értékek erdsen pozitivan korreralnak egymassal a B-sejtes lymphoma
betegek mintainak vizsgalata alapjan (r = 0,455). Tehat minél magasabb volt egy beteg
szovetmintajanak P-gp expresszioja, annal magasabb volt a MAF érték is abban az 57 beteg

esetében, amelyekbdl mindkét vizsgalatot elvégeztik.

Annak érdekében, hogy a MAF értékek és a tulélési id6k kapcsolatat befolyasold tényezéket
keressuk, tovabbi csoportokat hoztunk létre a median MAF (0,19) és az 6sszes B-sejtes

lymphomas beteg median RFP (301 nap) alapjan (18. tablazat).

Osszesen 34 beteg esetében a MAF prediktivitasa raillett a betegek kortdrténetére. Ezek a
betegek alkottak az 1. csoportot. Képviseldik a 0,19 MAF értéke alatt szignifikansan
hosszabb (1a. csoport; n = 13) vagy 0,19 MAF-érték felett felett szignifikansan révidebb (1b.
csoport; n = 21) ideig éltek.

A 2. csoportot azok a betegek alkottak (n = 29), melyek révidebb tuléléssel egyiitt (< 301nap)
alacsony MAF értéket (< 0,19) mutattak (n = 29).
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A 3. csoportba azok a betegek kerlltek, amelyek a varhaténal hosszabb tulélést mutattak (>
301 nap), magasabb MAF értékkel (> 0,19) (n = 16).

Az egyes csoportok kozotti tulélési oOsszehasonlitasok csaknem minden esetben

szignifikdnsnak bizonyultak.

18. Tablazat. Az 1-3 csoportok kozti tulélési id6k dsszehasonlitasa. Cs: Csoport

laCs 1bCs 1Cs 2Cs 3Cs P-érték  P-érték P-érték  P-érték
(n=13) (n=21) (n=34) (n=29) (n=16) | (Cs 1la (Cslvs (Cslvs (Cs2vs
vs Cs Cs 2) Cs 3) Cs 3)
1b)

median 538 279 398 312 553 <0,0002 0,1298 0,0464 0,0012
OST

median 484 220 301 192 399 | <0,0001 10,0002 0,2021  <0,0001
RFP

A fentebb meghatarozott csoportokat Osszehasonlitottuk a terapia sordn megjelend
mellékhatasok, valamint a kezelések kényszer(i halasztasasainak figyelembe vételével. A
gyégyszer-mellékhatasok, nem kivanatos tlinetek az un. Veterinary Cooperative Oncology
Group common terminology criteria (VCOG-CTC) utmutatasai alapjan lettek sulyossag
(,grade”) szerint rangsorolva (1-5) (lasd 6.1.1 fejezet). A leggyakrabban el&forduld
mellékhatasok kozul (hanyas, hasmenés, neutropénia, vérzéses cystitis) aszerint hataroztuk
meg a ,grade’-t, amely a legsulyosabb volt. A megjelend mellékhatasok sulyossaga
kedvezdtlenul korreldlt a varhaté talélési idékkel. Ugyanakkor a MAF értékek is
szignifikdnsan negativ korrelaciot mutattak a mellékhatasok sulyossagaval (r = -0,349, p <
0,05), és a megcsuszott kezelések alkalmaval (r = -2,23, p < 0,05) (19. tablazat). Tehat a
betegek mutattak egy mintazatot, miszerint minél alacsonyabb MAF értékkel rendelkeztek,
annal sulyosabb mellékhatasok jelentkeztek, és annal gyakrabban kellett miattuk a
kezeléseket halasztani. Ez pedig dsszefliggést sejtet azzal, hogy az alacsonyabb tuléléssel
rendelkezd betegek, alacsonyabb MAF értéke (< 0,19) dsszefliggésben lehet a gyégyszerek

okozta fokozottabb toxicitassal.
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19. Tablazat. A mellékhatasok sulyossaganak €s megcsuszott kezeléseknek

osszehasonlitasa a MAF értékekkel és tulélési idokkel.

Linearis
Pearson regresszio,
Valtozo 1 Valtozo 2 s Korrelacios P-értékek
R-érték . )
egyutthaté
(Kendall's)
MAF Mellékhatasok -0,3347 -0,258 0,0025
sulyossaga
Megcsuszott
MAF kezelések a -0,2734 -0,264 0,0052
mellékhatasok miatt
OST Mellekhatasok -0,3019 -0,235 0,0052
sulyossaga
RFP Mellekhatasok -0,2232 0,214 0,0111
sulyossaga

Amennyiben az egyes csoportokat kilén tekintjik, a 2. csoportban gyakrabban volt sziikség
a kemoterapias kezelés halasztasasra (58,6%), mint az 1. (35,3%), és a 3. csoportban
(25%). A mellékhatasok sulyossaga tekintetében az 2. csoportba tartozé betegek
szignfikansan sulyosabbak voltak (atlag grade: 2,21), mint a 3. csoport (atlag grade: 1,13)
vagy az 1. csoport tagjainal (atlag grade: 1,38). A mellékhatasok miatt tébb esetben sziikség

volt dézisredukcidéra, mely mindharom csoportot hasoléképp érintette (20. tablazat).

20. Tablazat. Az egyes csoportok kdzotti 6sszehasonlitas, figyelembe véve a kezelések
kényszer( csusztatasat, a dozisredukciot, a mellékhatasok sulyossagat, és az anorexiat. Cs:

csoport, SD: standard deviacié

Figyelembe vett 1 Csoport 2 Csoport 3 Csoport P-
paraméter érték
Megcsuszott kezelés

Eléfordulas/Osszes eset 12/34 17/29 4/16

% 35,3 58,6 25,0

Cs1lvs.Cs?2 0,0641
Cs1lvs.Cs3 0,4667
Cs2vs.Cs 3 0,0304
Dézisredukcio

Eléfordulas/Osszes eset 6/34 8/29 3/16

% 17,64 27,58 18,75

Cs1lvs.Cs?2 0,344254
Cs1lvs.Cs3 0,924557
Cs2vs.Cs3 0,509106
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Mellékhatasok 1 Csoport 2 Csoport 3 Csoport P-érték

sulyossaga

Esetszam 34 29 16

Atlag 1.38 2.21 1.13

+ SD 1.26 1.35 0.78

Cslvs.Cs?2 0,0173
Cslvs.Cs3 0,3925
Cs2vs.Cs3 0,0018
Etvagytalansag

Eléfordulas/Osszes eset 18/34 21/29 9/16

% 52.94 72.41 56.25

Cslvs.Cs?2 0,1126
Cslvs.Cs3 0,8266
Cs2vs.Cs3 0,2708

A 79 betegbél 76 beteg kapott elsé kemoterapias protokollként CHOP protokollt, 3 beteg
pedig L-CHOP protokollt. A CHOP protokoll 19 hete alatt a 2. csoport képvisel6i kdzott joval
gyakrabban (48,3%) mutatkoztak ismét a lymphoma tlinetek (recidiva) a protokoll befejezése

el6tt, mint a tdbbi csoport betegeinél (21. tablazat)

21. Tablazat. Az egyes csoportok kozotti 6sszehasonlitas a korai (kezelés elsd 19 hete alatt)

visszaesések figyelembevételével.

Recidiva a kezelés els6 19

hetén beliil 1 Csoport 2 Csoport 3 Csoport P-érték
Elsfordulas/ Osszes eset 4/34 14/29 1/16
% 11.7 48.3 6.25
Cslvs. Cs2 0,0014
Cslvs.Cs3 0,5443
Cs2vs. Cs3 0,0042

A szdvetmintakon meghatarozhatd Ki-67 pozitivitds (%) tekintetében nem volt felfedezheté
szignifikans kulénbség az egyes csoportok kozott. A legmagasabb expressziot a 3. csoport
képvisel6i mutattak (n = 11; 44,77 %), mig az 1. (n = 20; 40,25 %) és 2. (n = 20; 40,7 %)

csoportok képviselGinél kissé alacsonyabb volt a jelolt sejtek aranya.
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6.3. T-sejtes lymphomas betegek klinikai vizsgalati eredményei

A T-sejtes lymhomas betegek klinikai stadiumok szerinti csoportositasa az 5.1 fejezetben
kerilt leirasra. Ebben a csoportban a median OST 168 nap, a median RFP pedig 117 nap

volt.

A paciensek mindegyike (n = 16) lymphomahoz kothetéen hullott el (recidiva,
terapiarezisztencia). A kemoterapias kezeléseket 0&sszesen 48 alkalommal Kkellett
elhalasztani a mellékhatasok miatt. A dozis redukalasara Osszesen 8 alkalommal volt
szilkség. Ezen esetekben a beteg a gyogyszeradag 80 vagy 90%-at kapta meg az adott
héten. Azon betegek, amelyenél a gyégyszerhatasok miatt halasztani kellett a kévetkezé
kezelést, jellemzéen tovabbi 7 napos regeneraciés idét kdvetben kaptak meg a kovetkezé
dozisukat. Az els6 kemoterapias ciklus alatt 14 betegnél jelentkeztek mellékhatasok a
kezeléseket kovetden. A mellékhatasok el6éfordulasa gyakorisagi sorrendben a koévetkezd
volt; anorexia (n = 10), hasmenés (n = 9), neutropénia (n = 8), hanyinger (n = 5), steril
vérzéses cystitis (n = 2). A mellékhatasok sulyossagat a 6.1.1. fejezetben emlitett sulyossagi
rendszer alapjan hataroztuk meg a kdvetkez6 képpen; ,grade 0" (n=2), ,1°(n=1), ,2" (n =
8), ,3" (n =4), 4" (n=1) és ,5 (n = 0). A mellékhatasok sulyossaganak atlagértéke 2,36
értékpont volt. Az OST és RFP is negativ korrelaciot mutatott a mellékhatasok
sulyossagaval. Recidiva, tehat a tinetek ismételt jelentkezése 9 esetben volt tapasztalhato
az elsé cikluson (19 héten) belul (9/16).

A talélési eredmények 6sszehasonlitasa az egyes stadiumok kozott

A T-sejtes lymphoma betegek tulélését el6szor Stadiumok szerint hasonlitottuk 6ssze.
A kis elemszam miatt nem voltak radikalis kilénbségek. A 1ll. és IV. stadiumu betegek
tulélési idejei k6zott szembetlind, hogy a magasabb stadiumu betegek révidebb ideig voltak

remisszidban, illetve révidebb ideig éltek (22. tablazat és 28, 29. abra).

22. Tablazat. A T-sejtes lymphomas betegek tulélési idejeinek dsszehasonlitasa a Klinikai

stadiumok tekintetében a diagnézis meghozatalakor.

median OST (napok) median RFP (napok)
Stadium Il (n=1) 177 93
Stadium Il (n=2) 780 398
Stadium IV (n=11) 149 56
Stadium V (n=2) 158 140
Log rank 0.698 0.739
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Abra. A T-sejtes lymphomas betegek teljes tulélési idejei (OST) stadiumonként Kaplan-
Meier tulélési gérbén abrazolva.
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29. Abra. A T-sejtes lymphomas betegek recidivamentes talélési idejei (RFP)
stadiumonként, Kaplan-Meier tulélési gorbén abrazolva.

Az alstadiumok tekintetében a “b” (n = 3) csoportban egyértelmiien rovidebb tulélési idék

mutatkoztak az “a@” (n = 13) csoporthoz képest (23. tablazat). Az OST alapjan abrazolhato
Kaplan-Meier tulélési gorbét a 30. dbra mutatja, az RFP szerinti gérbe a 31. abran
vizsgalhat®.
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23. Tablazat. A T-sejtes lymphomas betegek tulélési idejeinek 6sszehasonlitasa az
alstadiumok tekintetében a diagnézis meghozatalakor.

median OST (napok) median RFP (napok)
Alstadium a (n=13) 181 140
Alstadium b (n=3) 49 56
Log rank <0.001 <0.001
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30. Abra. A T-sejtes lymphomas betegek teljes tulélési idejei (OST) alstadium csoportonként
Kaplan-Meier tulélési gérbén abrazolva.
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31. Abra. A T-sejtes lymphomas betegek recidivamentes tulélési idejei (RFP) alstadium
csoportonként Kaplan-Meier tulélési gérbén abrazolva.
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6.3.1. P-glikoprotein expresszidjanak kérszovettani vizsgalata T-sejtes lymphomas
betegek esetén

A T-sejtes lymphomas betegek kézll (n = 14/16) 14 esetben volt lehetéség P-gp
immunhisztokémiai jeldlésre, a vizsgalat menete az 5.3 fejezetben leirtaknak megeleléen
tortént. A fénymikroszkdpos értékelés soran a B-sejtes paciensek mintaihoz hasonléan
meghataroztuk a festédés helyét és intenzitasat (24. tablazat).
A T-sejtes lymphomas betegek mintaiban atlagosan 6,84 %-0s P-gp expresszid volt
tapasztalhaté. A korszdvettanilag értékelt altipusok a kdvetkezék voltak; periférias T-sejtes
lymphoma-mas alcsoportba nem sorolhaté tipusa (n = 13), T-sejtes lymphoblastos
lymphoma (n = 1). A kis elemszam miatt az egyes alcsoportok kozo6tt a P-gp tekintetében
nem volt végezhetd dsszehasonlitas. Pozitiv korrelacio allapithaté meg a P-gp pozitivitas és
a jelolédés intenzitasa kozott (r = 0,561), tehat minél magasabb volt egy minta P-gp

expresszidja, annal intenzivebb volt a jel6lédés (p = 0,036) (8. tablazat).

24. Tablazat. A T-sejtes lymphoma paciensek szdvettani mintainak P-gp-re vonatkozo

vizsgalati eredményei

Beteg P-0P  Festédés
sorszama  °XPresszio helye _ Pgp.
(%) intenzitas
1 5,8 membran 3
2 8,0 membran 2
3 5,0 membran 2
4 2,0 membran 1
5 1,4 membran 1
6 15,6 cytoplasma 2
7 2,0 membran 1
8 15,0 membran 2
9 0,4 membran 1
10 9,0 cytoplasma 1
11 0,8 membran 1
12 9,2 membran 2
13 8,0 membran 2
14 13,6 membran 2

A szazalékosan meghatarozott P-gp jeldlédést vizsgalva az eloszlas alapjan a cut off érték 8
% volt a T-sejtes lymphoma betegek esetén (32. abra). A késbbbi abrazolasokban a
betegeket két csoportra osztottuk; alacsonyabb P-gp-vel rendelkezé (Pgp % < 8) és

magasabb P-gp szazalékkal bird csoportot (Pgp % > 8) kildnbdztettik meg.
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32. Abra. Az T-sejtes lymhomas betegek immunhisztokémiaval jeldlt mintain (n = 14) a P-gp
szazalékos expressziojanak eloszlasi gorbéje. A referencia intervallum alsé hatara 0, a felsé
hatar 18,746 volt (Boksz-Cox transzformaciéval hasznalt ,robust” médszer). A 90 %-0s
konfidencia intervallumok meghatarozasahoz a vizsgalatban hasznalt elemszam tul alacsony

volt.

A tulélési eredmények 6sszehasonlité vizsgalata a P-gp értékek tilkkrében

Az alacsony P-gp csoportban a median teljes tulélés 177 nap volt (median OST = 177
nap), mig a magas P-gp csoportban median 158 nap (median OST = 158 nap) (33. abra). A
P-gp pozitivitas és az OST negativan korrelaltak (r = -0,157), tehat az alacsonyabb P-gp

csoport képviseldi tovabb éltek, de nem szignifikdns mértékben (p = 0,684).
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33. Abra. A teljes tulélési idék (OST) 6sszehasonlitasa a T-sejtes lymphoma csoportban a 8
% P-gp expresszid, mint cut off érték figyelembe vételével (kék kér: P-gp < 8 %, n = 7; piros

négyzet: P-gp >8 %, n = 7).

Az recidiva mentes tulélési id6ket tekintve a P-gp expresszié és a RFP negativan korrelalnak
egymassal (r= -0,278; p = 0,482), tehat minél magasabb volt a P-gp pozitivitas, annal
hamarabb recidivaltak a betegek. Az cut off alatti P-gp csoportban az RFP median 93 nap (n

=7), mig a magasabb P-gp csoportban az RFP median 56 nap volt (n = 7) (34. abra).
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34. Abra. A recidiva mentes tulélési idék (RFP) 6sszehasonlitasa a T-sejtes lymphoma
csoportban a 8% P-gp expresszid, mint cut off érték figyelembe vételével (kék kér: P-gp < 8

%, n = 7; piros négyzet: P-gp >8 %, n =7).

6.3.2. P-glikoprotein funkcionalis vizsgalata T-sejtes lymphomas betegek esetén

Az aramlasos citométerrel végzett Calcein tesztet mind a 16 T-sejtes lymphoma paciens
esetében elvégeztik. A MAF alapjan végzett Osszehasonlitasokat az értékek eloszlasa
alapjan 0,19 cut off értéken végeztik (35. abra). A cut off érték alapjan meghatarozott két
csoport egyfeldl volt az alacsony receptor aktivitdssal rendelkez6 betegek csoportja, melyek
értéke 0,19 MAF, vagy az alatti (MAF < 0,19; n = 9). Masfel6l a magasabb MAF-al
rendelkezd betegek csoportja (MAF > 0,19; magas MAF; n = 7).
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35. Abra. Az T-sejtes lymhomas betegek Calcein vizsgalata alapjan szamitott MAF adatok
(n=16) eloszlasi gorbéje. A konfidencia intervallumok statisztikai meghatarozasahoz a

vizsgalatban hasznalt elemszam tul alacsony volt (<20).

Tulélési eredmények 0sszehasonlité vizsgalata a MAF értékek tiikrében

A T-sejtes lymphoma betegpopulacié tulélési idejei negativan korreldltak a MAF
értékekkel, tehat minél magasabb volt a MAF, annal alacsonyabb tulélés volt tapasztalhaté (r
OST =-0,089; rRFP =-0,170) A cut off MAF érték (0,19) alapjan létrehozott csoportok kézott
nem volt szignifikdns kuldnbség a tulélési idék tekintetében. A teljes tulélés vizsgalatakor a
cut off értékkel egyenlé vagy alacsonyabb MAF értékkel rendelkezé csoport (n = 9) median
ideje 181 nap volt (OST = median 181 nap), mig a magasabb MAF értékkel biré csoport
median 158 napot élt (OST = median 158 nap) (25. tablazat).

25. Tablazat. A T-sejtes lymphomas paciensek tulélési idejei a 0,19 cut off érték alapjan

elosztva.
OST (napok) RFP (napok)
MAF=<0,19 (n=9) 181 140
MAF > 0,19 (n=7) 158 47
P- értékek 0.7937 0.9733
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A két csoport 6sszehasonlitasat a 36.abra mutatja (p=0,642).
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36. Abra. T-sejtes lymphoma betegek teljes tulélési idejeinek 6sszehasonlitasa 0,19 cut off
MAF figyelembe vételével (piros: MAF < 0,19, n = 9; kék: MAF > 0,19, n = 7).

A recidiva mentes tulélés tekintetében is megdfigyelhetd volt a negativ korrelacié. Az
alacsonyabb MAF értékkel rendelkez6 csoportnal (MAF < 0,19) a median RFP 140 nap volt
(median RFP = 140 nap, n = 9), a magasabb MAF csoport esetében (MAF > 0,19) RFP
median 47 nap volt (median RFP = 47 nap n = 7). A két csoport kdzotti kulénbséget a
37.abra szemlélteti (p = 0,722).
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37. Abra. T-sejtes lymphomas betegek recidiva mentes tulélési idejeinek dsszehasonlitasa
0,19 cut off MAF figyelembe vételével (piros: MAF < 0,19, n = 9; kék: MAF > 0,19, n= 7).
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Tovabbi megallapitasok a T-sejtes lymphoma paciensek esetén

A P-gp expresszidja és MAF értékek a T-sejtes betegek mintai esetén is pozitivan
korreralnak egymassal (r = 0,26). Tehat a P-gp szazalékos kifejez6dése és a protein
aktivitdsa egyltt emelkedett abban a 14 betegben, melyek szdvetmintajabdl

immunhisztokémia és citometriai vizsgalatot is el tudtunk végezni.

6.4. Mastocytomas betegek klinikai vizsgalati eredményei

Az Allatorvosi Hematolégiai és Onkoldgiai Kdzpont betegei koziil 31 beteg vett részt a

vizsgalatban. A stadiumba sorolast minden esetben elvégeztik. A legtobb beteg az I.
stadiumba tartozott (n = 17). Stadium Il csoportban 5 beteg szerepelt (n = 5), mig stadium
lll-ba 7 (n = 7), IV. stadiumba 2 (n = 2) paciens tartozott..
Mindegyik beteg atesett mitéti beavatkozason. Az operaciot kovetéen koérszovettani
vizsgalattal, a patoldgiai jellemz6k alapjan ,gradalas” tortént. Ennek megfeleléen 8
paciensnek ,low grade/grade |’ tumora volt (n = 8).” Low grade/grade II” besorolasba 14
beteg kertilt (n = 14), mig 2 beteg ,high grade/grade 1I” csoportba tartozott (n = 2). A ,high
grade/grade 111" jellmezéknek 7 kutya mintaja felelt meg (n = 7).

6.4.1. P-glikoprotein expresszi6 vizsgalata a mastocytomas betegek szoévettani
mintain

A 31 betegbdl P-gp immunhisztokémiai vizsgalat készult. A fénymikroszkoppal torténd
értékelés soran meghataroztuk a P-gp expresszié szazalékos aranyat, a pozitiv reakcio
helyét (membran, cytoplasma) és a festédés intenzitasat (38, 39. abrak). Az adatokat
tételesen a 26. tablazat mutatja.
A P-gp festdédés jellemzéen intenzivebb volt a fehérjét nagyobb szazalékban expresszalod
daganatok esetében (r=0,5374, p < 0,05).
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26. Tablazat. A mastocytomas paciensek mintainak P-gp-re vonatkozo vizsgalati

eredményei. A P-gp expressziot az 5.3. fejezetben leirtaknak megfelel6en hataroztuk meg.

A beteg P-gp expresszio (%) P-gp jelolédés P-gp
sorszama helye intenzitas

1 9,4 membran 2
2 13,1 membran 2
3 18,7 membran 2
4 24,3 membran 2
5 28,1 membran 3
6 32,8 membran 2
7 33,7 cytoplasma 2
8 38,4 membran 2
9 42,1 membran 2
10 46,8 membran 1
11 48,7 membran 2
12 61,8 membran 3
13 67,4 cytoplasma 2
14 71,1 membran 3
15 84,3 cytoplasma 3
16 4.7 membran 1
17 5,6 membran 1
18 5,6 membran 1
19 10,3 membran 1
20 20,6 membran 2
21 21,5 membran 1
22 30,9 membran 2
23 35,6 cytoplasma 3
24 37,4 membran 2
25 39,3 membran 1
26 43,1 membran 2
27 47,7 cytoplasma 2
28 49,6 membran 2
29 50,6 membran 3
30 53,4 membran 2
31 88,0 membran 2
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38. Abra. 80 % feletti P-gp expresszi6 cutan mastocytoméaban, 400x nagyitason
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39. Abra. 8-10 %-0s P-gp expresszié cutan mastocytomaban, 400% nagyitason

(scale bar 50 um)
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6.4.2. P-glikoprotein funkcié vizsgalata mastocytomas betegek szdvettani mintain

A 31 betegbél 25 esetben volt lehetéség P-gp aktivitasanak vizsgalatara, melyet aramlasi
citométerrel végeztunk el az 5.4 fejezetben leirtaknak megfeleléen.
Az aramlasi citométerrel a dot plot abrakon tul a lymphomas betegekhez hasonléan
hisztogram is készithetd, melyen a verapamilal gatolt valamint verapamil nélkuli sejtcsoport
fluoreszcencia intenzitasa abrazolhato. Az x-tengelyen a fluoreszcencia intenzitasa (vagyis a

jeler6sség), az y-tengelyen pedig a sejtek szama lathato (40. abra).
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40. Abra. A fluoreszcencia intenzitadsanak valtozasa egy mastocytomas beteg példajan
szemléltetve (kék: verapamillal gatolt; lila: verapamil nélkuli sejtek fluoreszcencia

intenzitasa).

A fluoreszcencia-valtozas alapjan felvett hisztogramok statisztikai értékébdl kiszamithatok
voltak a MAF érték.

Az Adltalunk végzett vizsgalatok alapjan a P-gp és MAF-adatok pozitivan korrelaltak
egymassal (r = 0,542, p < 0,05). Ezt a szignifikdns &sszefliggést kaptuk akkor is, ha csak a
kemoterapiaval utdkezelt betegeket (n = 15) vizsgaltuk, amely azért érdemel kiemelt
figyelmet, mivel prognosztikai szempontbdl ezeknél az egyedeknél lehet Iényeges a

multidrog rezisztencia jelenléte (r = 0,55, p < 0,05).

A malignitasi fok (grade) és terapiarezisztencia 6sszefliiggésének vizsgalata

A KorszOvettani vizsgalatnak alavetett tumorok malignitasi foka (grade) és a
terapiarezisztenciara utald, altalunk vizsgalt paraméterek (P-gp-imunhisztokémia és MAF)
kozott nem fedeztiink fel jelentés kapcsolatot, bar az emelkedé malignitasi fokkal egyre

nagyobb MAF- és P-gp-értékek tapasztalhatok leginkabb a Patnaik-féle felosztas szerint.
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Csaknem szignifikans kilonbség addédott a MAF értékek kdzott a ,grade 17, valamint ,grade

II” malignitasi fokhoz tartozé daganatok esetében (p = 0,0511) (27. tablazat).

27. Tablazat. A vizsgalatban szereplé mastocytomas betegek mintainak MAF és P-gp

értékei.
Patnaik Grade | Grade I Grade lll
(n=8) (n=16) (n=7)
MAF Atlag 0,14 0,16 0,19
MAF Széras 0,14 0,12 0,21
. Low grade High grade
Kiupel (n=22) (n=9)
MAF Atlag 0,16 0,14
MAF Szoéras 0,12 0,18
Patnaik Grade | Grade I Grade lll
(n=8) (n=16) (n=7)
P-gp Atlag 7,18 7,35 10,54
P-gp Szoras 5,77 3,55 5,70
. Low grade High grade
Kiupel (n=22) (n=9)
P-gp Atlag 7,45 9,44
P-gp Szbras 4,42 5,46

6.4.3. Tulélési adatokkal végzett 6sszehasonlité vizsgalatok a mastocytomas betegek
esetén

Osszehasonlitd vizsgalataink soran a teljes tulélési idéket (OST) és recidivamentes
tulélési idéket (RFP) hasonlitottuk O0ssze a P-gp expresszios és MAF értékekkel a

mastocytomas betegekbdl nyert szévetmintakon.

A P-gp expresszi6 valamint a MAF értékek tulélési idékkel torténdé 6sszehasonlitdé

vizsgalata a mastocytomas betegek tumor mintain

A tulélési id6k, MAF- és P-gp értékek Osszehasonlitasat az un. cut off érték

meghatarozasaval kezdtik ROC-gorbe alkalmazasaval.
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Eszerint a hosszabb tulélési idbkhéz nagyobb MAF- és P-gp-érték tartozott szinte minden
vizsgalt 6sszehasonlitasban (pl. 0sszes eset, csak a kemoterapias kezelésben résztvevd

betegek, kulonb6zé malignitasi fokozatu daganatokkal matott betegek stb.).

A P-gp expresszio esetében 37,5 % cut off értéknél szignifikans kildnbség figyelheté meg a
teljes tulélést tekintve (p = 0,0215). Azon betegek, amelyek P-gp szazalékos értéke a cut off
érték felett volt (n = 15), jelentésen hosszabb teljes tulélést (OST) mutattak (median 1274
nap) azoknal a pacienseknél, amelyek mintajaban a P-gp-érték kisebb volt, mint 37,5 %
(OST median 330 nap) (n = 16) (41. abra).
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41. Abra. A mastocytomas betegek OST adatait 6sszehasonlité abra cut off 37,5 % P-gp
expresszio alapjan (kék: P-gp < 37,5 %, n = 16; zold: P-gp = 37,5 %, n = 15).

A betegek, amelyek tumoranak P-gp expresszidja 37,5% alatt volt jellemz&en révidebb ideig
éltek. Ezzel szemben a 37,5%-nal magasabb expressziéval rendelkezd paciensek

szignifikdnsan hosszabb tulélési idével rendelkeztek.

Az OST adatokat tekintve a MAF esetében is pozitiv korrelacié volt tapasztalhatdé az 6sszes
beteg vizsgalatakor és a kemoterapiaval kezelt populacional is. A telijes beteganyagot
tekintve a median OST 213 nap volt a 0,17-nél nagyobb MAF-értékkel rendelkezd
betegeknél (n = 15), és median 200 nap a 0,17 alatti MAF-fal rendelkez8 betegeknél (n = 16)
(p = 0,803). A kemoterapiaval kezelt egyedeket figyelembe véve ugyanezen cut off értéken
median 398 nap volt a teljes tulélés 0,17 MAF-felett (n = 7), és median 245 nap volt az OST
a 0,17 alatti MAF-értékkel rendelkezé esetekben (n = 8) (p = 0,707).
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A recidivamentes tulélési idéket (RFP) vizsgalva azonban 0,17 cut off MAF-értéket alapul
véve negativ korrelaciot fedeztunk fel. A 0,17 alatti MAF-fal rendelkez6 betegek (n = 18)
median tulélési ideje (212 nap) hosszabb volt azokkal az esetekkel szemben, ahol a MAF a
cut off érték felett volt (n = 7) (median 131 nap) Az eltérések nem szignifikansak (p = 0,8214)
(42. abra).

Az Osszefuggést 170 napos recidivamentes tulélésre vizsgaltuk a 0,17 cut off értéken,
amelyre a ROC gbrbe alapjan 66,7% szenzitivitast, 71,4% specificitast kaptunk. A

recidivamentes tulélésekre vonatkozoan ez volt a legnagyobb specificitasu megfigyelés.
100
80

60

40l L T I 1 >0,17

20

Talélsk

0 [l ] I _ ] ]
0 500 1000 1500 2000

Napok

42. Abra. A mastocytomas betegek RFP adatainak ésszehasonlitasa a 0,17 cut off érték
figyelembe vételével (kék: MAF < 0,17, n = 18; z6ld: MAF > 0,17, n=7).

A betegek, amelyek tumoranak MAF-értéke 0,17 alatt volt (kék vonal) recidiva nélkuli tulélési

ideje hosszabb volt 6sszehasonlitva azokkal a betegekkel, ahol a MAF-érték 0,17 felett volt
(z6ld vonal).
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7. Megbeszélés

Vizsgalataink célja elsédlegesen az volt, hogy a dolgozatban targyalt két hemopoetikus
tumor, a lymphoma és mastocytoma esetében felmérjik a kemoterapias kezeléssorozat el6tt
a P-gp membrantranszporter fehérje immunhisztokémiai expresszidjanak mértékét, és
0sszehasonlitsuk az aramlasi citométeres eszkozzel vizsgalhaté P-gp protein funkcioval
(MAF). Ezen felul fontos célkitizésunk volt, hogy feltarjuk az eredmények klinikkumban valo

gyakorlati hasznat a kutyak tumorkezelése soran.

7.1. Konkluzié a lymphomas betegek eredményei kapcsan

Osszesen 95 kutya paciens eredményeit tudtuk figyelembe venni az &sszehasonlito
vizsgalataink soran. A betegpopulacioban tapasztalhaté stadium és alstadium szerinti
eloszlas, kemoterapias kezelés eredményei megegyeztek a nemzetkdzi szakirodalomban
leirtakkal (Kiupel és mtsai, 1999; Valli és mtsai, 2011; Valli és mtsai, 2013). A B-sejtes tipus
jéval magasabb aranyban fordult el6 a betegpopulacidoban, a kutyak tébb, mint 80%-a B
lymphomaval volt diagosztizalva, mely kissé magasabb a nemzetkdzi adatokhoz képest

(Ponce és mtsai, 2010).

A median talélési idéket (median OST [B-sejtes] = 352 nap; median OST [T-sejtes] = 167,5
nap) (median RFP [B-sejtes] = 260nap; median RFP [T-sejtes] = 116,5 nap) kemoterapias
kezelés mellett a szakirodalomban is leirt tulélési id6tartomanyban talaltuk (5. és 6. tablazat)
(Vail és mtsai, 2019). A B-sejtes betegek esetében tébb tanulmany all rendelkezésiinkre. A

,,,,,

Oszehasonlithatd ezen tanulmanyokkal. Rout és munkatarsainak vizsgalatdban a
mtsai, 2021). Egy masik vizsgalati anyagban a median OST 292 nap, mig a median RFP 196

volt a CHOP protokollal kezelt betegpopulaciéban (Benjamin és mtsai, 2021).

A stadiumokat tekintve sajat tanulmanyunk a B-sejtes lymphomas csoportban megfigyelhet6
tulélési adatok tekintetében nem mutatott szignifikans kulonbségeket, ugyanakkor az V.
stadiumba tartozo betegek tulélései bizonylultak a legrévidebbnek. A IV. és az V. stadiumban
lévd esetek értékei kozott tapasztaltunk csak szignifikans kuldnbséget (11. tablazat, 20.
abra) Ugyanakkor, a recidivamentes tulélési id6k kozott szignifikans eltérések voltak, a
tulélési idék egyeértelmlen révidebbek voltak a magasabb stadiumok felé haladva (ll-lll, vs.
IV vs. V) (12. tablazat, 21. dbra). A T-sejtes lymphomas betegek esetében az OST és az
RFP értékek teljesen heterogén moddon jelentkeztek. Az OST esetében a legmagasabb
értékek a lll., a legalacsonyabb értékek a IV. stadiumban jelentkeztek. Az RFP esetében

megfigyeléseink hasonldak voltak (22. tablazat, 28. és 29. abra).
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Az alstadiumok tekintetében azok a betegek, amelyeknek allapotromlassal nem jart a
betegségik, sokkal hosszabb ideig éltek mindkét fenotipussal (23. tablazat, 30., 31. abra).
Altalanossagban, a B-sejtes fenotipusba tartozé egyedekhez képest a T-sejtes lymphomas
betegek joval révidebb tulélési id6ket produkaltak (5. és 6. tablazat, 9. és 10. abra), amelyek
egyeznek a szakirodalmi adatokkal (Valli és mtsai, 2013; Vail és mtsai, 2019). Ez
kdszonhet6 tobbek kozott a T-sejtes lymphomakban tapasztalhaté gyakoribb és erésebb
rezisztencianak, valamint a gyakrabban el6fordulo, korjéslatot rontd paraneoplasztikus

szindromaknak (Moore, 2016; Vail és mtsai, 2019; Musser és mtsai, 2022).

Erdekes megallapitas, hogy a T-sejtes fenotipust paciensek mindegyike a lymphoma tiinetei
miatt pusztultak el (11. abra). Ennek egyik oka lehet a tapasztalt terapiarezisztencia, illetve
az eleve rovidebb tulélési id6k mellett nem volt ideje kialakulni egyéb kérképnek. A B-
lymphomas kutydk koézul sok beteg nem a lymphoma miatt pusztult el. Az elsé recidivaig
eltelt id6, az RFP jé mutatdja lehet a tulélési analiziseknek, mivel nem befolyasoljak a nem
lymphomahoz kézhetd halalokok. Az RFP legfontosabb befolyasold tényezdi a kezelések
soran el6forduld mellékhatasok, melyek miatt a kezeléseket halasztani kényszerGllink
(Rassnick és mtsai, 2017). A B-sejtes lymphomas paciensek klinikai vizsgalati eredményei
azt mutattak, hogy a betegek nagy aranyaban jelentkeztek mellékhatasok, amelyek
gyakorisaganak emelkedése csokkent teljes- és recidivamentes tulélési id6ket
eredményeztek a betegekben. A T-sejtes lymphomas betegek vizsgalata soran a
mellékhatasok sulyossaganak atlagértéke 2,36 értékpont volt. Ez ez érték a B-sejtes

lymphomas betegek esetében 1,63 volt.

A P-gp immunhisztokémiai vizsgalataval korabban is szamos tanulmany foglalkozott
(Ginn és mtsai, 1996; Lee és mtsai, 1996; Dhaliwal és mtsai, 2013; Sokolowska és mtsai,
2015; Hyokai és mtsai, 2021). A vizsgalathoz azonban mtétileg nyert szévetmintara van
szukség, a minta feldolgozasa hosszadalmas, a vizsgalat koltséges, ezen felil a P-gp
expresszié eredményét nagyban befolyasolhatja a vizsgalé szubjektiv megitélése. A teljes
betegpopulacidban 71 esetben volt lehetéség a P-gp receptor expresszidjanak mikroszképos
vizsgalatara. A korabbi allatorvosi szakirodalom alapjan ekkora beteganyagbhan még nem
kerult sor a P-gp immunhisztokémai jelolésére. A pozitiv reakcid megitélésekor fontos volt,
hogy a P-gp-t kifejez6 egyéb sejtektdl, példaul endothel sejtektél elkllonitsik a tumorsejteket
(Hyokai és mtsai, 2021). A lymphoid tumorsejtek jellemz&en erésebb szinreakciét mutattak
az endothel sejteknél. A P-gp expresszié magasabb volt a T-sejtes csoportban (n = 14) a B-
sejtes csoporttal szemben (n = 57) (7. tablazat). A Pgpexpresszié a B-sejtes lymphomakban
atlagosan 6,23%-0s volt, amely kisebb, mint mas publikaciokban (Ginn és mtsai, 1996;
Vajdovich és mtsai, 2018). A hataértékek nem kifejezetten szélesek, és 0,69 % ill. 14,4 %

kozott mozogtak (13 és 24. tablazat, 23. abra). A T-sejtes lymphomas betegek mintaiban
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atlagosan 6,84%-0s P-gp expresszié volt tapasztalhaté, amely a B-sejtes fenotipusu

csoporthoz (Pgp %: 6,23) képest nem szignifikansan (p= 0,6956) magasabb.

Korabbi, sajat és egyéb flggetlen tanulmanyok szerint is igazolast nyert, hogy a két
immunfenotipus kozott tapasztalhatd P-gp pozitivitas-beli kilénbség (Sokolowska és mtsai,
2015; Vajdovich és mtsai, 2018). Ez a kifejez6dés-kllénbség kapcsolatban lehet a T-sejtes
paciensek révidebb tulélési idejével, azaz hogy korabbi és hatarozottabb megjelenését

varjuk a terapiarezisztencianak, habar a két csoport egyedszama koézott nagy kilonbég volt.

Az egyes szbvettani alcsoportok egyedszama nagyon alacsony volt a megfeleld
Osszehasonlitdshoz, azonban érdekes tény, hogy a B-lymphomak marginalis zdna
lymphoma csoportjaban mennyivel alacsonyabb volt a P-gp expresszio (2,4%) a nagy sejtes
immunoblastos csoporthoz (9,6%) képest. A marginalis zéna lymphoma klinikailag kevésbé
agresszivebbnek tekinthetd, de az alacsony elemszam miatt (n=2 mindkét csoportban)
messzemenbbb kovetkeztetés nem vonhatd le. Korabbi, kutya lymphomakon végzett
tanulmany szintén leirta az egyes lymphoma altipusok kozott felfedezhetd expresszio

kulénbségeket (Sokolowska és mtsai, 2015).

A P-gp receptor a cellularis strukturgjat tekintve egy transzmembran protein, ezért a
szubcellularis jel6l6dés a sejtmembranon varhatd (Arancia és mtsai, 1998). Azoban kevés
esetben (B-sejteseknél 4/57, T-sejteseknél 2/14) cytoplasma pozitivitas is megfigyelhetd volt.
Hasonlé P-gp lokalizaciot allapitottak meg a korabbi allatorvosi tanulmanyok is (Hifumin és
mtsai, 2010; Teng és mtsai, 2012; Campos és mtsai, 2014). A human medicinaban tébb
betegségcsoport esetében mar felderitették a rendellenes lokalizaciéju pozitivitas
fontossagat. Az egyes lokacidkban a jel6lédés elvesztése vagy tarsult pozitivitds példaul
adhéziés proteineket, vagy egyes faktorok elvesztését mutatjak. igy a colorectalis carcinoma
esetében az aberralt nuklearis béta-catenin expresszid, az emlécarcinomakban a membran
E-cadherin pozitivitas elvesztése, vagy a bélben manifeszal6dd, az enterocytdk membranjan
kivll cytoplasmaban is megjelen6 CD10 pozitivitds a mikrobolyhos zarvanybetegség esetén
klinikai jelentéséggel birnak (Cheuk és Chan, 2004). A Pgp sejten belili atrendezédése a
rosszabb indulatu T-sejtes lymphomaban a membranrél a cytoplasmaban torténd
megjelenése hasonlé a c-kit atrendez6déshez a rosszabb indulati mastocytomakban a

membranrdl a cytoplasma felé (Sledge és mtsai, 2016).

A P-gp és mas transzporterek vonatkozasaban ennek magyarazta a gyogyszer
kompartmentalizaciéban lehet. Ennek soran a citotoxikus gydgyszereket a cytoplasma
organellumainak a membrantranszporterei atpumpaljak a citoszolbdl és elkllonitik az

endoplazmatikus retikulumban. Igazolast nyert példaul az is, hogy a ciszplatin elkilénilhet a
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lizoszOma, a Golgi és a szekrécios rekeszek vezikularis strukturaiban, majd azutan a sejtbél

kipumpalasra kerul (Azijli és mtsai, 2015).

Sajat vizsgalataink szerint az alacsonyabb tuléléssel bird T-sejtes csoportban magasabb
aranyban volt tapasztalhato a cytoplasmaban vald expresszid (T-sejtes: 0,14, B-sejtes: 0,07)
(7. tablazat).

Azonban a cytoplasma pozitivitasnak keveés jelentésége volt esetiinkben, az eléfordulas tul

alacsony volt a tulélési idék dsszehasonlitadsahoz.

A P-gp szazalékos expresszidja és a fest6dés er6ssége, vagyis intenzitasa szignifikansan,
pozitivan korrelaltak egymassal, mely utalhat a proteinek mennyiségére a membranon. Ez az
Osszefliggés kuldn a B- és T-sejtes csoportban is tapasztalhat6 volt (8. tablazat). Korabban
ilyen Osszehasonlitas nem tortént allatorvosi tanulmanyok soran. Human szovetmintak
ertékeléséhez hasznalt digitalis képanalizald programmal torténtek vizsgalatok az antigén
expresszid quantifikaciojara vonatkozoélag. Ezen eredmények alatamasztjak azt a felvetést,
hogy az intenzitds névekedésével magasabb az adott fehérijek szama (Braun és mtsai,
2013).

A P-gp expresszid és tulélési id6k dsszehasonlitd vizsgalataihoz ROC eloszlasi gorbék
alapjan cut off értékeket hataroztunk meg, a teljes beteganyagra, valamint a B- és T-sejtes
csoportokra (16, 22, 32. abrak). Ezen cut off értékek hasznalataval két dsszehasonlithatd
csoportot hoztunk létre, az OST és RFP vizsgalata soran ily moédon szemléltetve a

kllénbségeket.

A B-sejtes lymphomakban 6 %-os cut off érték mellett a teljes tulélési id6 esetében az
alacsonyabb P-gp %-ok hosszabb tulélési id6ket mutattak. Ugyanakkor a recidivamentes
tulélés esetében a varthoz képest forditott dsszefliggés volt tapasztalhaté, bar nem

szignifikds mddon (14. tablazat, 24. és 25. dbra).

A T-sejtes fenotipusu csoportban a cut off érték a 8 % volt, amely a B-sejtes lymphomasok
csoportjahoz képest (Pgp: 6 %) magasabb. A megoszlasi goérbe alapjan szamitott tartomany
fels6 hatara is magasabb a T-sejtes betegeknél (18,7 %) a B-sejtes lymphomas kutyakhoz
képest (16,3 %) (32. abra). A T-sejtes lymphomas betegek esetében a sejttenyésztési
vizsgalatainknak megfeleléen, a vart moédon alakultak a Pgp 8%-os cut off érték alatti és
felett az OST és RFP értékek. Tehat a nagyobb Pgp-expressziét mutatd lymphomas betegek
rovidebb id6 alatt hullottak el, vagy tumoruk hamarabb recidivalt (33. és 34. abra), bar az

eredmények nem lettek szignifikansak.
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Adott protein kifejez8désének megallapitasara egyéb vizsgalati lehetéség is
rendelkezésre allhat, ugymint Western blot (Moore és mtsai, 1995), aramlasos citométer
(Schleis és mtsai, 2008; Pozniak és mtsai, 2015), reverz transzkripciéos-PCR (Culmsee és
mtsai, 2004). Az aramlasos citométer vizsgalat ugyanakkor alkalmas a P-gp fehérje
funkciojanak felderitésére is, kdltséghatékony, gyors. Kutatécsoportunk altal végzett, korabbi
in vitro vizsgalatok alapjan a MAF értékek kivaléan megfelelnek P-gp receptorok
funkciojanak statisztikai vizsgalatara (Karai és mtsai, 2020). Az Calcein tesztet az egész
betegpopulaciéban lehetéséglnk volt elvégezni aramlasos citométer segitségével (n = 95; B-
sejtes n = 79; T-sejtes n = 16) (17. abra). A MAF értékek a Pgp expresszids %-okhoz képest

nagyobb intervallumban, 0 és 0,44 k6z6tt mutatkoztak.

A B-sejtes csoportban a MAF értékek magasabbak voltak, mint a T-sejtes lymphomak
esetében, ugyanakkor ebbdl egyértelmi kdvetkeztetést nem lehet levonni a nagy esetszam-
kulonbség miatt. A B-sejtes lymphomas betegek esetében a MAF értékek a stadiumok kdzott
nem mutattak jelentés kuldnbséget, habar a legalacsonyabb stadiumba sorolt betegek (11+111)
estetében bizonyultak a MAF értékek a legkisebbeknek. Ugyanakkor, az alsadiumok koézott
azoknak a betegeknek voltak alacsonyabb MAF értékei, amelyek "b” alstadiumba voltak
sorolva, vagyis a betegséguk a diagndzis meghozatalakor klinikai panaszokat okozott (15.,
16. tablazat).

Az 6sszehasonlitd vizsgalatokhoz az eloszlasi gorbék alapjan MAF adatok esetében is
meghataroztuk a cut off értékeket (19, 25, 35. abrak). Ezen cut off értékek hasznalataval a
Pgp expressziokhoz hasonléan hoztuk létre két dsszehasonlithatd csoportot OST és RFP
vizsgalatahoz. Az eloszlasi gorbe alapjan a fels6 hatarérték 0,61, 0-0,44-es konfidencia
intervallummal. Ez egy rendkivill széles intervallumot jelent. Erdekesség, hogy a

megallapitott cut off érték az intervallumnak kdzel a felénél helyezddoétt (0.19) (18. abra).

A B-sejtes csoportban a felsé hatarérték 0,588 volt 0 és 0,44 konfidencia intervallum mellett
(25. abra). A cut off érték az eloszlas alapjan szintén 0,19 volt. A B-sejtes lymphomasok
esetében mind az OST, mind az RFP tekintetében megallapithaté volt, hogy a cut off alatti
MAF értékkel rendelkezé betegek révidebb tuléléseket produkaltak, dsszehasonlitva a 0,19
MAF feletti értékkel rendelkezd csoporttal (17. tablazat, 26, 27. abrak) Ennek a
sejttenyésztéses vizsgalatokkal szemben nem vart eredménynek a magyarazatara bontottuk
szét a B-lymphomas (viszonylag homogén) populaciét harom részre az 1. (a és b), 2., 3.
csoportokra, amelyek esetében az alabbi szempontokat kévettik. Az alapot a 0,19-es MAF
cut off érték jelentette. Az 1. csoportba azokat a betegeket soroltuk, amelyek a MAF-
értékekhez képest a vart tulélési idéket produkaltak (n = 34). Ezen belll 1a: alacsony MAF,
hosszu recidivamentes (RFP) tulélésiek (n = 13); 1b. magas MAF, révid RFP (n = 21); 2.
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alacsony MAF, roévid RFP (n = 29); 3. magas MAF, hosszu RFP (n = 16). A teljes (OST) és a

recidivamentes (RFP) tulélési id6ket a 18. tablazat tartalmazza.

Erdekes dsszefliggéseket mutatott az az 6sszehasonlitasunk is, amelyben a mellékhatasok
sulyossaga forditott aranyossagot mutat a MAF, az OST és az RFP értékekkel. Ez azt jelenti,
hogy minél kevésbé volt aktiv a P-gp pumpafehérje, annal gyakrabban és annal sulyosabb
mellékhatasok jelentek meg, és a mellékhatasok megjelenése a tulélési id6k csdkkenésével
is jart. Erdekes, hogy ugyanez tapasztalhatdé a kényszeriien elhalasztott kezelések
tekintetében is. Tehat a kemoterapias kezelést a leggyakrabban annal a csoportnal (2.)
kellett elhalasztani, melyik alacsony MAF értékekkel rendelkezett. A kezelések kényszeri
elhalasztdsa pedig rovidebb tulélési id6ket eredményezett (19. tablazat). Ugyanezek a
mellékhatasokat jelz6 értékek abban a 3. csoportban voltak legalacsonyabbak, amelyeknél a
cut off érték feletti (> 0,19) MAF értékekkel rendelkez6knek hosszu tulélése volt (20.
tablazat). Fontos megjegyezni ezeken fellil, hogy a 2. csoportban jelentkeztek
leggyakrabban a visszaesések (recidivak) az altalunk alkalmazott CHOP protokoll lezarasa
el6tti 19 héten belll (21. tadblazat). Ez nem meglepd tapasztalas, tekintve, hogy ebben a
betegcsoportban kellett a legtébb halasztast és doziscsdkkenést is elvégeznlnk.
Feltételezésink szerint azért tapasztaltunk a rovidebb tulélési idéket, mert a MAF-értékek
nem csak a daganatsejtekben lehettek alacsonyabbak, hanem az ép szoveti sejtekben is,
amelyek ezért érzékenyebbek voltak a kemoterapias szerekre és emiatt alakulhattak ki

gyakrabban és sulyosabb a mellékhatasok.

A T-sejtes lymphomak esetében a MAF értékek a kis elemszam miatt kritikusan értékelhetdk,
a referencia tartomany 0 és 0,443 kozotti (35. abra). A cut off érték a T-sejtes lymphomak
esetében is 0,19, mint a B-sejtes lymphomak esetében. A Pgp %-hoz hasonld, hipotézishez
illeszked6en vart eredmények itt is teljesultek, vagyis a magas MAF értékek rovidebb tulélési
(OST, RFP) idéket mutattak (25. tablazat, 36., 37. abra).

A P-gp expresszid és MAF értékek mind a B-sejtes, mind a T-sejtes lymphomas betegek
esetében szignifikans pozitiv korrelaciét mutattak egymassal, tehat a magasabb P-gp %

fokozott aktivitassal jart egyutt.
Osszefoglalé megallapitasok

A T- és B-sejtes lymphomas populaci6 MAF értékeinek 0Osszehasonlitasakor azt
tapasztaltuk, hogy a B-sejtes csoport atlag MAF értéke szigifikdnsan magasabb volt a T-
sejtes csoport MAF értékeihez képest (p = 0,037). Azonban a B-sejtes lymphomaban a
betegek csaknem 5x tdbben voltak, mint a T-sejtes esetekben. Ezért, nem egyértelmien

mondhato el, hogy biztos nagyobb B-sejtes lymphomak valédi atlag és median értéke. A P-
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gp immunhisztokémiai expresszid esetében ez éppen forditva volt, bar a T-sejt csoportban
csak kicsivel volt magasabb a pozitivitas mértéke. A két vizsgalati modszerrel nyert
paraméterek dsszehasonlitasakor megallapitottuk, hogy a P-gp szazalékos kifejez6dés és a
MAF érték egyeértelmien pozitivan, szignifikdnsan korrelaltak egymassal (p=0,007). Ez
alapjan kijelenthetd, hogy a MAF aranyossagban all a P-gp expresszidval, a Calcein teszttel
detektalhaté aktivitas emelkedése megbizhatéan mutatja a kifejez6do6tt  receptorok

mikodeset.

A korabbi tanulmanyok alapjan a hipotézisink az volt, hogy az emelkedett P-gp
expresszié/funkciéo negativan befolyasolja a tulélési id6ket, legaldbbis az RFP esetében
(Moore és mtsai, 1995; Lee és mtsai, 1996). A T-sejtes csoport eredményei alatamasztottak
a hipotézist, mivel a magasabb P-gp expresszié és magasabb MAF negativan korrelalt a
tulélési idékkel (OST, RFP), melyet korabbi in vitro vizsgalatok is feltételeznek (Karai és
mtsai, 2020).

Azonban, ha ésszességében vizsgaltuk a dolgozatban szereplé a betegek P-gp és MAF
eredményeit, a MAF nem tekinthetd negativ prediktiv faktornak a tulélési id6k szempontjabdl.
A B-sejtes csoportban P-gp 6%, és MAF 0,19 cut off érték mellett megallapithaté volt, hogy
az alacsonyabb P-gp expresszid hosszabb OST-vel és rovidebb RFP-vel jart, mig az
alacsonyabb MAF rovidebb talélési idékkel (OST és RFP) jart (14, 17. tablazatok, 23, 24. és
26, 27. abrak).

A T-sejtes csoportban a P-gp expresszional 8%-ban, a MAF esetében 0,19 értékben
allapitottuk meg a cut off értéket. A P-gp expresszié negativan korrelalt az OST és RFP
esetében is, vagyis a 8% cut off érték alatti pozitivitdssal bird betegek hosszabb ideig éltek,
mig a cut off feletti expresszidju betegek révidebb tuléléseket produkaltak (33., 34. abrak). A
MAF tekintetében szintén tapasztalhat6 volt ez a negativ korrelacio, az OST és RFP esetén
is (25. tablazat, 36 és 37. abrak).

Felmerll szamos tényez8, melyek befolyasolhatjak a P-gp kifejez8dést és funkciot. A 18.
tablazatban bemutatott 6sszehasonlitdsok célja az volt, hogy megprobaljuk felderiteni azokat
a befolyasolo tényezéket, melyek a vart dsszefliggést elénytelentil befolyasoljak. Osszesen
34 beteg esetében a MAF negativ prediktiv faktornak bizonyult, tehat a bioldgiailag
magasabb MAF értékkel rendelkez6 betegek (MAF > 0,19) (1la. csoport) szignifikdnsan
révidebb ideig éltek a MAF<0,19 csoporthoz képest (1b. csoport). Tovabbi 45 beteg
esetében azonban éppen forditott volt az dsszefliggés, tehat a magasabb MAF értékkel
szignifikansan tovabb éltek a betegek. A 45 beteg kozil 29 esetben jelentkezett cut off érték
(< 0.19) alatti MAF és révid tulélés (2. csoport), valamint 16 esetben tapasztaltunk cut off
feletti (> 0.19) MAF értéket hosszabb tuléléssel (3. csoport).
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Alacsony betegszam problémakdre nem merdlt fel, ugyanis a beteggyijtés csaknem 7 éven
keresztul zajlott, a betegek megfelel6 szelekcion estek at, miel6tt a vizsgalati csoportba
kerultek volna (5.1 fejezet). A B-sejtes csoportban potencialis befolyasold tényezd lehetett
azonban az, hogy szamos kutya a tulajdonos kérésére elaltatasra kerilt olyan esetben is,
amikor ez orvosilag nem volt indokolt (példaul recidiva esetén). Ezen betegeket a statisztikai
analizisek soran cenzoraltuk. Megerésiti ezt a feltevést az a tény, hogy a T-sejtes betegek
mindegyike a lymphoma miatt pusztult el, és a tulélési adatokkal vart 6sszefiggések a T-

sejtes populacié esetében a P-gp expresszié vizsgalatakor teljesuinek.

Tovabba befolyasold tényez6 lehet a mintavétel, a szovet feldolgozasanak, és az
értékelésnek a maodja. Korabbi tanulmanyok alapjan a C219 klén a P-gp immunhisztokémai
jeloléséhez nem bizonyult elég érzékenynek, valamint tobb keresztreakciot ad (Lee és mtsai,
1996), ezért valasztottuk a sajat vizsgalatainkhoz a C494 klont (Ginn és mitsai, 1995;
Dhaliwal és mtsai, 2013). A mikroszképos értékelés szintén manualisan tortént, mely igy
nagy mértékben szubjektiv lehet ellentétben a képanalizalé programokkal (Dhaliwal és mtsai,
2013). Habar technikai szempontbdl a Calcein teszt joI standardizalhaté vizsgalat, a
nyirokcsomoébdl valé transcutan mintavétel soran nyirokcsomé széveten kivil hamsejtek,
kotészoveti és zsirsejtek is kerllhetnek a mintdba, melyek befolyasolhatjak a ,kapuzas”
folyamatat. Ennek eredményeképpen, a teszt eredményekre hatassal lehet a tumor

mikrokdrnyezete (Palacios-Ortega és mtsai, 2021).

A mellékhatasok kovetkeztében szamos esetben szikség volt a kemoterapias kezelés
halasztasara. Minden kezelés elbtt elvégeztik a tulajdonos alapos kikérdezését, és a
betegek klinikai vizsgalatat, melynek része egy hematoldgiai vizsgalat is. Amennyiben
mellékhatasok voltak tapasztalhatéak (LeBlanc és mtsai, 2021), és a regeneraciéo nem volt
megfeleld, a kezelési tervet mddositani kellett. Az el6fordulé mellékhatasok miatt szikség
volt a kemoterapia dézisanak csdkkentésére vagy a kezelés elhalasztasara, mely
események elfedhetik a rezisztenciat fokozé egyes tényez8k hatasat (Bergman, 2000). A
kezelés elsé 19 hetében a B-sejtes lymphomasok 2. csoportjaba tartozd kutyak
(alacsonyabb MAF, alacsonyabb tulélés) érzékenyebbek voltak a mellékhatasokra,
gyakrabban és sulyosabb panaszaik voltak, tobb alkalommal kellett dozist redukalni és
csusztatni a kezelést az 1. és 3. csoportokhoz képest (19. tablazat). A 2. csoport betegeinek
alacsonyabb tulélési ideje magyarazhaté a citotoxikus szerekre valé fokozottabb
érzékenységgel. A paciensek 78,9%-a produkalt ,grade 3” fokozatnal is sulyosabb
mellékhatast némely kezelést kovetéen. A 19. és 20. tablazatban mutatott adatok alapjan
azt feltételezhetjuk, hogy a mellékhatasok miatti dozisredukciokkal és kezeléshalasztasokkal
parhuzamosan novekedett a terapiarezisztencia, a kezelési ciklus el6tt a legmagasabb a

visszaesési arany ebben a 2. csoportban volt. Alatamasztja ezt a megallapitast az a tény,
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hogy e csoportban a kutyak 59,26%-a (legmagasabb aranyban) pusztult el lymphoma
kovetkeztében. Az alacsonyabb (0,19 alatti) MAF értékkel rendelkezd betegek rovidebb
tulélési ideje legalabb részben magyarazhaté a fokozott gyogyszerérzékenységgel. Korabbi,
P-gp expressziot immunhisztokémiaval vizsgald kutatas szintén ezt az dsszefuggést talalta
(Vajdovich és mtsai, 2018). Egyéb tanulmany is ramutatott arra, hogy a lymphomas betegek
kezelés alatti neutropéniaja 6sszefiggésben lehet a késébbi rezisztenciaval. Az enyhébb
mellékhatasoktol szenvedd kutyak fokozottabb gyogyszerrezisztenciat mutattak, habar a
sulyosabban neutropénias betegek késdbb hosszabb tuléléseket produkaltak (Wang és
mtsai, 2015).

Korabbi publikaciok alapjan (Ambudkar és mtsai, 1999; Lai és mtsai, 2020) a P-gp szubsztrat
szerek (vinkrisztin, doxorubicin) alkalmazasa soran a gyogyszerrezisztencia névekedését
feltételezzlik. Tehat minél t0bbszor adjuk ezeket a gydgyszereket, annal hamarabb varjuk a
kemorezisztencia kialakulasat. A vizsgalatunkban elsé vonalban alkalmazott kemoterapias
protokoll (CHOP) tartalmaz ciklofoszfamidot, amely nem szubsztratja ennek a receptornak.
Ezen felll az L-aszparaginaz és lomusztin, melyeket 16 recidivalt betegnél alkalmaztunk,
szintén nem ismerhetéek fel a protein szamara. Ezen tényez6k moédosithatjak a vart
rezisztencia kialakulasat. Ezen fellill, kemoterapia el6tt alkalmazott egyéb, szintén P-gp
szubsztrat tetraciklin, ivermektin vagy kortikoszteroidok (prednizolon, metilprednizolon,
dexametazon) befolyasoljak a késébbi rezisztenciat (Gramer és mtsai, 2015). Ezeken
tulmenden szamos vegyulet mikoédhet P-gp inhibitorként, ezek kézé tartozik az azitromicin,
klaritromicin, eritromicin, omeprazol, pantoprazol, melyek kutya lymphoma kezelések soran
gyakran hasznalatosak (Bansal és mtsai, 2009). Habar a T-sejtes betegpopulaciéban a P-gp
expresszié ndovekedésével csokken az OST és RFP, a P-gp funkcidé vizsgalatakor a MAF
ndévekedésével az RFP csdkken, az alacsony elemszam miatt nem tekinthetjik ezt a
felfedezést relevansnak a P-gp, mint negativ prognosztikai faktor elbiralasakor.
Osszességében arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a diagnéziskor mért P-gp expresszié

és aktivitas nem jelzi el6re a tulélési id6ket kutya lymphomaban.

Az alacsony kezdeti P-gp expresszioval, aktivitdssal jellemezhet6 lymphoma tumorsejtek a
kemoterapia kdvetkeztében késébb fokozott efflux funkciot mutathatnak. Ennek vizsgalata
tunetmentes és recidivalt betegek nyirokcsomoé-szoveteibdl elvégzett ismételt mérésekkel
van lehetéség. Fontos lehet korabbi, in vitro vizsgalatokhoz hasonléan (Karai és mtsai, 2020)
a P-gp funkci6 véaltozasainak jellemzése a kemoterapia soran, annak meghatéarozasa, hogy a
P-gp altal kozvetitett gyogyszerkiaramlas hozzgjarul-e a szerzett rezisztenciahoz,

behatarolva a betegek tulélésének lehetdségeit.
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7.2. Konkluzié a mastocytomas betegek eredményei kapcsan

A vizsgalatban részt vevd, 31 mastocytomas beteg esetén megallapitottuk, hogy a
malignitasi fokozat 0sszefuggésben all a tulélési idével, negativan befolyasolja azt. Azon
betegek, amelyek daganata Kiupel szerint ,high grade” volt (OST median 132 nap),
szignifikansan révidebb ideig éltek a ,low grade” (OST median 599 nap, p < 0,05) daganattal
rendelkezd egyedeknél. Korabbi dsszefoglaldé tanulmanyban szintén leirtdk a malignitasi
fokozat és a tulélési id6 kdzotti negativ korrelaciot. Kizardlag mutétileg kezelt betegeknél a
Patnaik-féle osztalyozasban ,grade I, Il és IlI” osztalyokban a tulélési id6 801, 492 és 144
nap volt. A Kiupel-féle felosztasban a tulélési id6k a ,low grade” tumorok esetében 728, ,high
grade” tumoroknal 189 nap volt. Abban a tanulmanyban, amelyben vegyes kezelési
csoportok voltak, a tulélési id6k csak a rosszabb indulati formaknal voltak statisztikailag
meghatarozhaték. Ok a Patnaik-féle ,grade II”-es csoportot is kisebb és nagyobb malignitasu
csoportokra osztottak. A ,high grade/grade II”-es csoport tulélése 226 nap volt, a ,high
grade/grade lllI’-as csoporté 203 nap (Kiupel és mtsai, 2011; Patnaik és mtsai, 1984). A
tulélési id6 és szovettani malignitas kapcsolatot arnyalja az a tény is, hogy hazank
betegpopulacidjaban a ,high grade” esetek gyakran el6ére haladottabb stadiumba (stage llI,
IV) sorolhaték onkoldgiai szakrendelésre kertilésik idejében. Ezen esetek jellemzéen egyéb,
kiegészitd citosztatikus terapiat igényelnek a sebészeti beavatkozas mellett, és rovidebbek a
varhato tulélési adataik. Az érintett paciensek allapota akar ki is zarja a mitéti eltavolitas
lehet6ségét, amennyiben a mitéttél nem varhatd az életmindség javulasa, a tulélési id6

novekedése.

A lymphomas betegek mintaihoz hasonléan a mastocytomas szdveteken torténd
expresszid értékelése is manuadlisan tortént, ezért nem hagyhatjuk figyelmen kivil a vizsgald
szubjektivitasat, mint befolyasold tényez6t. A mastocytoma mintdkban a nyirokcsomo
részletekhez képest még nagyobb szamban vannak jelen a P-gp antigént expresszaloé sejtek
(endothel sejtek epithel sejtek) (Ginn és mtsai, 1996). A pozitivitas 5 beteg esetében nem
csak a membranon, hanem a cytoplasmaban is tapasztalhaté volt (25. tablazat). A
mastocytoma szdvetekben a P-gp fokozott cytoplasma-beli kifejez8désést korabbi tanulmany
is leirta (Miyoshi és mtsai, 2002). A magasabb expresszio szignifikansan korrelalt a festédés
intenzitdsaval, tehat feltehetéen a szazalékosan tdébb P-gp pozitiv sejt eléfordulasa

individualisan nagyobb szamu receptort is jelenthet a tumorsejtek felszinén.

A terapiarezisztencia szempontjabol végzett vizsgalataink igazoltak, hogy a P-gp
immunhisztokémia és a receptor aktivitdsat mutatdé MAF értékek 6sszehasonlithatoak, és
korrelalnak egymassal a mastocytomak esetében is. Minél nagyobb mértékben fejez6dott ki
a P-gp a korszdvettani metszeteken a sejtek felszinén, annal fokozottabb volt az aktivitasuk
(26. tablazat).
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Egy korabbi tanulmanyban 54 kutya betegen végeztek P-gp és MRP1 immunhisztokémiai
jeldlést. Vizsgalatukban a reakciét 10%-nal magasabb expresszional tekintették pozitivnak.
Ezzel a feltétellel 8 esetben igazoltak P-gp, és 10 esetben az MRP1 expressziot. A P-gp
pozitiv sejtek 5 db ,grade I”-es és 3 db ,grade II"-es besorolasu paciensbdl szarmaztak, mig
az MRP-pozitiv sejtek tekintetében 4 eset tartozott ,grade I”, 6 eset pedig ,grade II”
besorolas ala. Egyetlen ,grade IlII” tumorbdl szarmazd kimetszés sem tartalmazott P-gp-
vagy MRP1-protonpumpat. Nem tapasztaltak szignifikans korrelaciot a fehérjék jelenléte és a
szovettani malignitas kozott, de a ,grade II” besorolasu mintakban kisebb mértéki P-gp-
expresszié volt tapasztalhatd, mint a ,grade I” esetekben (Miyoshi és mtsai, 2002). Ezzel
ellentétben a sajat vizsgalatunk szerint, a P-gp immunhisztokémiai expressziéja nem
szignifikansan ugyan, de ndvekedik a malignitasi fokkal (p = 0,187), és a ,grade II” esetek

MAF-értékei pedig szignifikansan nagyobbak a ,grade |’ esetekhez képest (p = 0,0407).

A tulélési adatok vizsgalatakor megallapitottuk, hogy az OST annal révidebb volt, minél
alacsonyabb volt a P-gp-expresszio, vagyis a membrantranszporter funkcié. Figyelembe kell
vennunk, hogy a teljes tulélési id6t tobb tényezé (elhullas oka, malignitas foka, stadium,
kezelés modja) jelentésen befolyasolhatta. A statisztikailag értékelheté elemszamot az
limitalja, hogy mennyi az a beteg, amely a daganat el6rehaladottsaga miatt hullik el, és nem
valamilyen egyéb, a tumorral 6sszefliggést nem mutatdé ok kdvetkeztében (pl. trauma,
fert6zés, nem megfelel6 tulajdonosi hozzaallas a gyégyszerek adasaval kapcsolatban stb.).
A mi esetlinkben ez az elemszam viszonylag kicsi volt (11/31; 35%). Nem véletlen, hogy a
rosszabb indulatu (high grade) és el6rehaladottabb daganatban szenvedd betegeket
kezeltuk inkabb kemoterapiaval, és ezek pusztultak el a tumor miatt tdbbnyire (10/11), mig
azok kozul, amelyek nem a daganat miatt hullottak el (n = 20), csak 7 kapott kemoterapiat. A
tulélést kifejezetten nagy mértékben befolyasolja a stadium, a mitét melletti egyéb
kemoterapias kezelés, tehat nem lehet kizar6lag a membrantranszporter mikédésre

visszavezetni.

Ugyanakkor viszonylag hasznos paraméternek latszik a MAF érték az RFP vonatkozasaban,
mert azon betegek tumorai, amelyek MAF-értéke alacsonyabb volt, mint 0,17, késébb

recidivaltak, és a recidiva kb. 170 nap mulva kdvetkezett be.

Mindezek mellett ugy latjuk, hogy kutatési eredményeinket jelentésen befolyasolta az a tény,
hogy a kemoterapiaval kezelt betegek szama viszonylag kicsi volt, és ezek kozott a
malignus, ,high grade”-nek mondhaté esetek szama is alacsony volt. Feltehetéen ezeket a
paramétereket nagyszamu, lehetbleg kizarélag kemoterapiaval kezelt beteganyagon kellene
vizsgalni, kiilléndésen kiemelve a recidivamentes tulélési idék elemzését. Ugy véljiik, hogy a
terapiarezisztenciat jelz6 P-gp immunhisztokémiai expresszidja, valamint aramiasi

citometriaval mért funkcidja nem tekinthetd flggetlen tulélési markernek, féként az
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alacsonyabb ,grade” besorolasu tumorok esetében. A malignitasi fokozat mellett olyan -
lymphoma fejezetben is leirt- paraméterek is jelentésen befolyasolhatnak, mint az elhullas
oka, a stadium, a kezelés mddja. Mindezek mellett pedig gyanithatd, hogy a
multidrogrezisztencia a hizosejtes tumorok esetében is mas rezisztenciamechanizmusok
utjan is aktivan érvényesll, és ezek a jelatviteli utak dominansabbak lehetnek a P-gp

funkcioénal.

A nagyszamu publikacié ellenére korlatozott mennyiségl informacionk van a daganatos
kutyak ABC-transzportereir6l, mivel ismereteink nagy része in vitro vizsgalatokon alapul.
Nagyon kevés olyan Kklinikai vizsgalat létezik, amely értékelné ezen transzporterek
expresszidjanak és funkcidjanak relevancigjat. A lymphoma és mastocytoma tumorok esetén
a leirtakon felll lehet szamos mas befolyasolé molekularis folyamat, mas rezisztencia
protein, amely befolyasolhatja a klinikai végeredményt. Vizsgalatunk nem elemezte mas
ABC-transzporterek, példaul a multidrog rezisztenciaval asszocialt protein 1-es (MRP1) és 2-
es (MRP2) és a mellrak rezisztencia fehérje (BCRP) hozzajarulasat a
gyogyszerrezisztenciahoz (Sharom és mtsai, 2008; Ohta és mtsai, 2015). Mas, ismerten
terapias rezisztenciat okozé mechanizmusok, mint példaul a citokrom P450 rendszer (Nieth
és Lage, 2005) vagy az antioxidansok (Grandjean és mtsai, 2002) szintén tompithattak az

intrinsic P-gp aktivitas hatasat a terapia kimenetelére.
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8. Ujtudomanyos eredmények

1. A két vizsgalati modszer, a P-glikoprotein immunhisztokémai jeldlése, valamint
aramlasos citométerrel megallapitott aktivitdsa egymassal jol dsszehasonlithatd, és a
vizsgalatok eredményei szorosan korreldlnak egymassal a lymphomas és a

mastocytomas kutyak esetében egyarant.

2. A P-gp sejtmembranon (és esetenként a cytoplasmaban is) torténé jelentds
kifejez6dése, a P-gp kifejez6dés-beli kulonbség, valamint a fest6dés intenzitasa
Osszefliggésben lehet a daganatsejt malignitasaval, és rosszabb klinikai kérjéslathoz
vezethet.

3. Lymphomas betegekben a P-gp expresszié negativan korrelal a teljes tulélési idékkel
a B-sejtes és T-sejtes csoportban is. A P-gp aktivitas a B-sejtes lymphomakban
pozitivan korrelal a tulélési id6kkel, mig a T-sejtes betegek esetén negativ korrelacié

igazolhato.

4. A B-sejtes lymphomas pacienseknél a csokkent P-gp aktivitds inkabb okoz
kemoterapia tulérzékenységet, mint elényt a daganatellenes kezelés szempontjabadl.
A T-sejtes lymphomaban szenvedd betegek esetében ez a hatas nem volt

tapasztalhato.

5. A mastocytomas betegek esetében a P-gp expresszidja és aktivitasa is novekedett a

szovettanilag meghatarozott malignitasi fokkal 6sszefliggésben.

6. A P-gp funkcié (MAF) nem bizonyult negativ prediktiv faktornak a lymphomas vagy

mastocytomas kutyak esetén.
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Korélettani Tanszék, valamint a Patologiai Tanszék munkatarsainak, hogy segitették

kutatasomat beszerzések intézésével és vizsgalatok elvégzésével.

Nem utolsé sorban pedig kdszoném a csaladomnak és barataimnak fizikailag és moralisan

nyujtott tamogatasat, amely nagyban hozzajarult ahhoz, hogy ezidaig eljussak.

114



