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Roviditések jegyzéke

ABC: ATP binding cassette

AHOK: Allatorvosi Hematologiai és Onkologiai Kozpont
ATP: adenozin-trifoszfat

calcein-AM: calcein-acetoximetil-észter

cBMMC: canine bone marrow mast cells

CML.: chronic myeloid leukemia

DMSO: dimetil-szulfoxid

FACS: fluorescens activated cell sorting (fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas és analizis)
FSC: forward scatter

GF: growth factor (n6vekedési faktor)

GIST: gastrointestinal stromic tumor

HPF: high power fields (nagy latotér, vagyis 400x-os nagyitas)
IF: intensity of fluorescence (fluorescencia intenzitas)

ITD: internal tandem duplication (belsé tandem duplikacio)
KS: Kiupel system

MAF: multidrog rezisztencia aktivitasi faktor

MCT: mastocytoma (hizdsejtes tumor)

MDR1: multidrog rezisztencia fehérje-1

MRP: multidrog resistance associated protein

OST: overall survival time (teljes tulélési id6)

PBS: phosphate-buffered saline (foszfat-pufferelt fiziologias sdoldat)
PCR: polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakcio)

RCF: relative centrifugal force

RFP: relapse free time (recidiva mentes tulélési id6)

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SCF: stem cell faktor

SSC: side scatter

STATS3: signal transducer and activator of transcription 3

TKI: tirozin-kinaz inhibitor

TNF2a: tumor nekroézis faktor alfa



Bevezetés és irodalmi attekintés

A mastocytoma ismertetése

A mastocytoma (MCT), azaz a hizésejtes tumor a leggyakoribb bérdaganat tipus
kutyakban. Kutyak bérdaganatainak a 7-21%-at teszik ki (Kiupel és mtsai., 2005; Shoop és
mtsai., 2015). Egy Anglidban végzett felmérés 453/168,636 esetben igazolt hizosejtes tumort
a vizsgalt kutyaknal (0,27%) (Shoop ¢és mtsai., 2015). Id6sebb korti egyedekben és fajtat
tekintve legtobbszor keverékekben fordul elé. Anglidban a leginkabb érintett fajtak a
kovetkezok: boxer, golden retriver, labrador retriver és amerikai staffordshire terrier (Shoop
¢s mtsai., 2015; Warland & Dobson, 2013). Egy USA-ban végzett felmérés szerint az
idésebb kutyak esetében a daganat agresszivebb, illetve kanok és idds egyedek talélési ideje
rovidebb volt. Az éllatok testsulya nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést a daganat
stlyossagaval (Kiupel és mtsai., 2005). Bostock (1986) valamint McNiel és munkatarsai
(2006) tanulmanya alapjan kijelenthetd, hogy brachycephal kutyakban altalaban benignus
az elvaltozas, mig shar pei-ekben legtobbszor malignus (Bostock, 1986; McNiel és mtsai.,
2006). A kutyakban detektalt MCT-k Koriilbeliil 50%-a a torzson, 40%-a a végtagokon, a
maradék 10%-a pedig a fejen/nyakon lelheté fel. Lokalizaciojukat egyéb helyeken is
megfigyelték mar: kotéhartya, gége, nyalmirigy, testiiri nyirokcsomok, csontveld (Withrow
¢és mtsai., 2013). A tumor lokalizacioja is egy fontos prognosztikai faktor a MCT-k esetében.
Kutyak mastocytomainak tobbsége a bor feliiletes rétegében helyezédik, ugyanakkor
infiltralhatja a mélyebb rétegeket is. A torzson és végtagokon talalhatok meg legnagyobb
szamban. A fejen ¢és nyakon 1év0 tumorok esetében a prognozis rosszabb. A
legegyértelmiibb prognosztikai faktor a daganatok szamanak novekedése, mely csokkend
tulélési idot eredményez (Kiupel és mtsai., 2005).

Morfologiai megjelenésiik olyannyira valtozatos, hogy a biztos diagnézis felallitaisdhoz
elengedhetetlen a citologiai vizsgalat. A sokszor lipomahoz hasonlatos, bérben, vagy bor
alatt elhelyezkedd tumorok felszinrdl kiemelkedd elvaltozasként jelennek meg. Feliiletiik
lehet szorrel fedett vagy fedetlen (utobbi esetben nem ritka a fekélyesedés sem).
Kornyezetiikben esetenként megfigyelhetiink bdrpirt, mely a hizosejtek palpalis
manipulacié miatti degranulalodasanak lehetséges kovetkezménye. Ezt a jelenséget Darier-

tiinetnek hivjuk (Withrow és mtsai., 2013).



A hizosejtek tulajdonsagai

A mastocytak prekurzorai a canine bone marrow mast cells (cBMMC), melyek a
csontveldben termelddnek, majd innen kiilonb6zo szdvetekbe migralnak, ahol elérik teljes
érettségiiket. Az érett sejtek tulajdonsagait, 6sszetételét az a szovetkornyezet hatdrozza meg,
ahol differencialodnak, illetve azok a ndvekedési faktorok, melyek hatnak rajuk. Az érett
hizosejtek citoplazmaja nagy mennyiségii granulumot tartalmaz, melyek hisztamint,
heparint, tumor nekrozis faktor alfat (TNF2a), egyéb vasoaktiv anyagokat, novekedési
faktorokat (GF), igy citokineket, lipid mediatorokat képesek kibocsajtani magukbol stimulus
hatasara. A sejtek differencialodasahoz sziikséges a stem cell factor (SCF), mely a
sejtmembranon 1évé KIT-receptor (Mast/stem cell growth factor receptor /SCFR/, vagy
proto-oncogene c-KIT, vagy tyrosine-protein kinase KIT, vagy CD117) ligandja. Kotodésiik
apoptozist, vagyis a programozott sejthalalt (Withrow és mtsai., 2013).

A MCT-k besorolasa

A hizodsejtes tumorokat Bostock (1973), majd Patnaik (1984) sorolta szovettanilag 3
kategoriaba (Bostock, 1973; Patnaik és mtsai., 1984). A MCT-k malignitasi fokozatat
kifejez6, leginkabb elfogadott Patnaik-féle rendszer (2. tablazat). A gyakorlatban a masik
leginkébb elényben részesitett rendszer a kiilonbdz6 malignitasi foki MCT-k besorolasara
a Kiupel altal alkotott Kiupel system (KS), vagyis a kétfokozati (2-tier) szovettani
malignitas-besorolasi rendszer (Kiupel és mtsai.,, 2011). A sejtmagok morfologiai
megjelenése és az 0sztddo sejtek szama/10 HPF (high power fields, nagy latotér, vagyis
400x-o0s nagyitas) alapjan sorolhatjuk a vizsgalt tumorokat a low grade vagy a high grade
csoportba (1. tablazat).

High grade
mitotikus alakok (db) legkevesebb 7 db/10 HPF
multinuclearis sejt (db) legkevesebb 3 db/10 HPF
rendellenes mag (db) legkevesebb 3 db/10 HPF
kariomegalia +

1. tablazat: A Kiupel System szerinti high grade mastocytoma meghatarozasa



Grading Leiras

Jol differencidlt daganat. Tomor, jol elhatarolodott tumor, a
monomorf, kerek magvl neoplasztikus sejtek csoportja a borben és

gradel az interfollikularis térben talalhatdo és kollagén rostokkal jol
elszeparalt. Mitotikus alakok nem fellelhetok, 6déma/nekrozis
nincs, vagy alig tapasztalhato.

Kozepesen differencialt daganat. A bor feliiletes és mélyebb
rétegében is eléfordulhat, infiltralhatja a boraljat €s az izomréteget.
A sejtek szama tobb a grade 1-hez képest, mondhatni, a tumor
kozepesen sejtdius. A sejtek kozepesen pleomorfak, vékony
fibrovaszkularis, vagy vastag kotdszovetes stroma veszi ket kortl.
A sejtmagok nem egyértelmiien kerekek, sejtmagvacskak vannak,
tobb mitotikus sejt lelhetd fel. Diffuz 6déma és nekrdzis is
tapasztalhato.

grade 2

Rosszul differencialt daganat a bor alatti kotdszovetben, vagy még
mélyebben. Rengeteg a pleomorf sejt, a stroma alig lathat6. A

grade 3  sejtmagok szabalytalanok, sokszor duplan fordulnak elé egy
sejtben. Sok a sejtmagvacska, és a mitotikus alak. Diffiz 6déma,
vérzés és nekrozis gyakori.

2. tablazat: A mastocytomak malignitasi fokozatai (grade) és azok jellemzése (Patnaik és mtsai., 1984)

Az Osszes ettdl eltéré megfigyelt tumor low grade meghatarozast kap a KS szerint. Az
eredeti tanulmanyban ez a besorolas 96,8%-0s megbizhatosagot mutatott (Kiupel és mtsai.,
2011). Vita targya azonban, hogy melyik besorolas a praktikusabb, mert az Gn. kevésbé
malignus tumorok prognoézisat a KS nem kelléen fejezi ki (Sabattini és mtsai., 2015). A
grade 1, 2 és 3 MCT-k citologiai képe, illetve morfoldgiai megjelenése az 1. és 2. és 3. abran

lathato példakkal szemléltethetd.

A kép bal oldalan egy grade 1 MCT-ben szenvedé boxer kutya lathato (elhanyagolt menhelyz eset) A tumor
citolégiai képe a jobb oldalon: fibroblast, kisméretii mastocytik citoplazmdjukban jellemzé granulumokkal,
magok kicsik, kromatinallomdanyuk tomott (1000x nagyitas)
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A kép bal oldalan magyar wzsla grade 2 MCT -vel (tbbszor mutott tobbszor visszaeso beteg) Citologiai
képe a jobb oldalon: nagyobb mastocytak nagy maggal, kozottiik eosinophil granulocytak jelennek meg
(1000x nagyitas)

3. abra

i s 7 ) -
A kép bal oldalan rottweiler kutya jobb oldali conjunctlvajan grade 3 MCT- vel, mely a jobb oldali d/! alatti

nyirokcsomoé megnagyobboddsat okozta. A kép jobb oldaldn a tumor citoldgiai képén lathato sok valtozatos,
nagymagvu, degranulalodott sejt. Magvacskak, binuclearis magvu sejtek lathatok (1000x nagyitas).

A mastocytomas betegeket klinikai vizsgalatok alapjan is csoportosithatjuk aszerint, hogy
milyen mértékben terjedt el a betegség a szervezetiikben. Ez az un. stddium (stage), vagy
stage-ing (3. tablazat). Az allapotromlassal, lazzal, lesovanyodottsaggal, vérszegénységgel,
¢és légzoszervi tiinetekkel egyiitt jelentkezd korképeket ,.b” alstadiumba (b substage-be)
soroljuk. Azoknal a betegeknél, amelyeknél ezek az altalanos allapotromlassal jaro tiinetek
nem jelentkeznek, azok ,,a” alstddiumba (a substage-be) sorolhatok (Blackwood ¢és mtsai.,
2012).



Stage Leiras/Jellemzés

0. Egy tumor a borbdl inkompletten kimetszve,
szovettanilag beazonositva, regionalis nyirokcsomo
attét nem igazolhato.

Egy tumor a bérben regionalis nyirokcsomo attét
nélkiil.

Egy tumor a bérben regionalis nyirokcsomo attéttel.

To6bb bérben 1évo nagy/infiltrativ tumor regionalis
nyirokcsomo attéttel vagy anélkiil.

Barmilyen tumor igazolt metasztazissal pl. a vérben
vagy a csontvel6ben.

3. tablazat: MCT-k stadium (stage) besorolasa a World Health Organization alapjan (Withrow és mtsai.,
2013)

Daniel és munkatarsai (2019) bebizonyitottak, hogy van szignifikdns Osszefiiggés a
stromat alkoto kollagén rostok szdma ¢és a tumor agresszivitasa kozott. A kollagén rostok
szamat az ugynevezett Col-indexben adtak meg. Az érték minél nagyobb, annal erésebb a
sejtek kozotti 0sszetarto erd, igy a tumor kevésbé hajlamos a metasztazisra (Daniel és mtsai.,

2019).
Az egyes mastocytomak kialakulasanak molekularis hattere

A c-kit proto-onkogén kodolja a KIT-receptort, a tirozin-kinaz alcsalad Ill-as tipusu
receptorai koz¢ tartozo transzmembran fehérjét. A KIT egy extra-, egy transz- és egy
intracellularis doménre oszthat6. Az intracellularis régié tartalmaz egy juxtamembran és egy
tirozin-kinaz szakaszt. A receptor kiilonboz6 sejteken képes expresszalodni beleértve pl. a
mastocytakat, melanocytakat, hematopoeticus Ossejteket. A KIT ligandja egy citokin, az
SCF, mely a kotddés utan a receptor dimerizéciojat, illetve a tirozin-kindz szakasz
autofoszforilaciojat okozza. Ezaltal elindit egy intracellularis kaszkadot, melynek
eredményeként a sejtek differencidlodnak, migralnak, proliferdlodnak és hosszu ideig
tulélnek (Ohmori és mtsai., 2008). A KIT-receptor SCF altali aktivalodasat az 4. abra mutatja
be.



4. abra
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A human KIT-receptor SCF kétodése altali aktivalodasanak és a f6 szignalok szerepének sematikus abraja

(Gil da Costa, 2015)

(Takeuchi és mtsai., 2013). A c-kit génben detektalt mutaciok (altalaban az exon 11-es, 12-
es és intron 11-es szakaszokon) lehetnek pontmutaciok, illetve internal tandem duplikaciok
(ITD). Ezek a folyamatok a juxtamembran doménben képesek aktivalni a KIT-receptort SCF
hianyaban is (Ohmori és mtsai., 2008). Takeuchi (2013) tanulmanya szerint az ITD az exon
fordult el6 a KS szerinti high grade tumoroknal, mint a low grade daganatoknal. Az altaluk
vizsgalt kutyaknal 13 esetben (27,7%) mutattak ki c-kit gén mutaciot és ebbdl 8 esetben
igazolodott ITD az exon 11-es régioban (Takeuchi és mtsai., 2013). Ugyanakkor, egy
vizsgélatban 191 kutya mastocytoma mintdja alapjan kilenc kutya mutéacidja volt a 8.
exonban, és nyolcnak volt mutacidja a 9. exonban (Letard és mtsai., 2008).

A c-kit génben torténd rendellenes folyamatokra a KIT-receptor kiilonb6z6 helyeken valo
expresszalodasa is utalhat. Az ép hizosejtekben ez egy membranhoz kotott fehérje (1. tipusa
mintazat, pattern 1), mely immunhisztokémiai vizsgalattal mutathato ki. A jelenlétiik a
citoplazmaban (pattern 2, 3) korreldl a tulélési i1d6 csokkenésével, novekvod
sejtproliferacioval és magasabb grade besorolassal. Tehat minél nagyobb mennyiségben
festédnek meg a citoplazmaban, a tumor annal agresszivebb (Gil da Costa, 2015). Ennek a
szOvettani prognosztikai modszernek a bizonytalansagadt mutatja, hogy egy korabbi
vizsgalatban a citoplazma diffuz festddése jelentett hosszabb tulélést, mig a kifejezetten
malignus (Patnaik-féle grade 3) daganatoknal a citoplazmatikus perinuklearis festddést, és a

membran festédést tapasztaltak (Preziosi és mtsai., 2004).



Egyre elterjedtebb a csontvel6bdl valé mintavétel, majd citologiai vizsgalat, melynek
soran megszamoljak, hogy a csontvel6i magvas sejtek hany szazaléka mastocyta és ebbdl
vonnak le kovetkeztetéseket a daganat csontveldi érintettségére vonatkozoan. A csontveldi
érintettségli mastocytomas kutyak betegségének fejlodése gyors és végzetes kimenetelll. Az
a tény, hogy ezek az allatok cytopeniasak (thrombocytopenia, leukopenia, anaemia),
megneheziti a kemoterapia kivitelezhetdségét és csokkenti annak sikerét. A 1€p és maj
mastocytds infiltracidja gyakori a hizédsejtes tumor e formajaban szenvedd kutyakban
(Marconato és mtsai., 2008). Egy tanulmanyban a mastocytomak csontveldi érintettsége
esetén 41 nap median talélési id6 hataroztak meg az érintett kutyaknal, illetve a cikkbdl
kidertil, hogy 14 allatbol 13 hullott el a betegsége kovetkeztében (Marconato és mtsai.,
2008).

Terapias lehetoségek

A hizosejtes daganatok esetében tobbnyire az elsddlegesen valasztand6 terapia a miitéti
kimetszés. Ha sem nyirokcsomé attét, sem csontvel6i érintettség nem volt igazolhato és a
tumor (Patnaik-féle) szovettani besorolasa grade 1, esetleg grade 2, akkor a helyesen
kivitelezett miitétnek kurativ hatasa lehet (Dank, 2016). Dr. Gillian Dank eredményei
alapjan az igy kimitott grade 1 és 2 daganatos betegek gyogyulasa 92-100% volt. A
daganatok kimetszésénél célszer(i lateralisan 3 cm biztonsagi zonat hagyni és mélyebb
rétegekbdl indulni. Ha a tumor ugyanazon a teriileten Gjul ki, akkor az eredeti sebsz¢ltdl
nagyobb biztonsagi zoénaval kell eltavolitani. Az inkompletten kimetszett MCT-k
legcélravezetobb lokalis kezelési lehetdsége (ha a masodik miitét nem kivitelezhetd) a
sugarterapia, az is leginkabb a labvégeken, hiszen ezen a teriileten a széles biztonsagi zonat
koveteld miitéti eljaras nem kivitelezhetd. A sugarterapia negativuma a degranulalodas
veszélye (Dank, 2016). Ugyanakkor, azt is igazoltak, hogy a mitéti kimetszés hatékonysaga
inkabb korrelal a szovettani malignitasi fokozattal (grade) ¢és a proliferaciés mutatokkal,
mint a kimetszés komplett voltaval. A tiszta mtitéti szélek nem korrelaltak az alacsony grade-
be tartoz6 MCT-k Kitjulasaval (Scarpa és mtsai., 2012).

A mitét el6tti (neoadjuvans) prednisolon kezelés széles korben elterjedt. Ezzel elérhetd,
hogy a tumor mérete csokkenjen, igy kevesebb az esély az esetleges inkomplett eltavolitasra
(Dank, 2016). Stanclift és Gilson (2008) 49 kutyat kezeltek preoperativan prednisolonnal.
Két csoportra osztottak az allatokat: akik 1 mg/ttkg dozisban kaptak a gyogyszert és akik 2,2
mg/ttkg dozisban. Mindkét csoportban csokkent a tumorok mérete, tehat a kezelés

hatasosnak bizonyult (szam szerint 70% volt a siker). A két csoport kdzott ugyanakkor nem



volt szignifikans kiilonbség, vagyis az 1 mg/ttkg adagolas elegendének bizonyult a kivant
hatas eléréséhez (Stanclift & Gilson, 2008).

A kemoterapia abban az esetben javasolt, amikor miitét utani (adjuvans) terapia
sziikséges, a sebészeti beavatkozas nem megoldhato, illetve a sugarterapia hatastalan, esetleg
nem elérheté (Dank, 2016). Davies és munkatarsai (2004) vinblastin és prednisolon
protokollal 12 héten keresztiil kezeltek 20 darab grade 2 és 3 mastocytomas kutyat. Az
allatok jol toleraltak a kezelést, huszbol 18 kutyanak 1 év utan sem volt lokalis recidivaja
(Davies és mtsai., 2004). A vinblastin egy P-gp szubsztrat kemoterapias szer, mely képes
leginkabb az els6é dozis adasa utan jelentds neutropeniat okozni (Zandvliet & Teske, 2015).
Thamm és munkatarsainak (2006) kutatdsa alapjan elmondhatdo, hogy a
vinblastin/prednisolon protokoll alkalmazasa sordn a betegség mentes 1d6 (disease free time,
DFT) 1305 nap, a kutyak 65%-anak talélési ideje kb. 3 év volt. A KS szerint high grade,
Patnaik szerint grade 2 dagantos betegek 100%-a élIt ugyanennyit (Thamm és mtsai., 2006).
Hosoya és munkatarsainak (2009) kutatasai prednisolonnal és lomustinnal (CCNU) folytak
12 grade 2 MCT-s kutyan. Hipotézisiik az volt, hogy a mitéti utani CCNU/prednisolon
adjuvans kemoterapias protokoll a sugarterdpiaval egyenértékil alternativ kezelést nyujt az
inkompletten kimiitott grade 2 mastocytomas betegeknek. Eredményeik azt mutattak, hogy
egyik allatnal sem nétt vissza a tumor és metasztazis sem volt detektalhaté (Hosoya és
mtsai., 2009). Osszességében tehat a CCNU egy megfontolandé 4dgense lehet a MCT-s
kutyak kezelésének (Dank, 2016). Ezek igéretes eredmények, de nem szabad elfelejteni,
hogy a grade 1 és 2 MCT-k legtobbszor éles hataraak, metasztazisra alapvetéen kevésbé
hajlamosak (Withrow és mtsai., 2013). A kemoterapia elengedhetetlen a grade 3, vagy rossz
prognozisi grade 2 MCT-s betegek kezelésénél. Szamos gyogyszer és kombindcidjuk
hasznalhat6. A vinblastin és paclitaxel mikrotubulus géatldo szerek, azaz akadalyozzdk a
tumorsejtek osztodasat. A c-kit gén mutacidjakor az elsddlegesen valasztandd szerek a
tirozin-kinaz inhibitorok (TKI): masitinib, toceranib-foszfat, imatinib, melyek a KIT-
receptorok ATP-kot6 helyeinek kompetitiv antagonistai, igy képesek gatolni a receptorok
aktivitasat (Dank, 2016). Az imatinibet, mely alapvetden human gyogyszer, sikeresen
hasznaltak a human Philadelphia-pozitiv kronikus myeloid leukémidban (CML) és a human
gastrointestinal stromal tumorok (GIST) esetében. Rezisztencia azonban esetenként
kialakulhat az imatinibbel szemben. Allatorvosi gyakorlatban a MCT kezelésére is hasznalt
kemoterapids szer hatdsos lehet az exon-11, 9, 8 szakaszain tortént ITD, pontmutécio, de
akar delécio esetén is. Hasonld rezisztencia, mint a human CML és GIST esetében,

kutyaknal sem kizart (Nakano és mtsai., 2017). Az emlitett gyogyszereknek szamos
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kombinécios lehetdsége 1étezik, illetve sugarterapiaval vald alkalmazasuk is hatdsos lehet.
A kezelések mellé gyomorfekélyre utald tiinetek esetében érdemes H1-blokkolokat
(difenhidramin), H2-blokkolokat (pl. famotidin) és egyéb gyomorvéddket (protonpuma-
gatlok, bevonok, PGE-analogok) adni (Dank, 2016; Withrow és mtsai., 2013).

A P-gp altal medialt rezisztencia

Az ABC-transzporterek olyan létfontossagii membranfehérjék, melyek adenozin-
trifoszfatban (ATP) tarolt energia felhasznalasaval képesek kiilonb6z6 molekulakat
atjuttatni a sejtmembranon (Lee & Rosenbaum, 2017). Ide soroljuk a multidrog rezisztencia
fehérje-1 (MDR1) génen expresszalodd P170-gliikoproteint (P-gp) is, mely a szervezet
szamara nélkiilozhetetlen. Azonban a tumorsejteken 1évo membranfehérjék ugyanezen
mechanizmussal juttatjdk Ki a membranbol az extracellularis térbe a kiilonbozé P-gp
szubsztrat kemoterapias szereket, ezaltal kialakitva a rezisztenciat. A kezelés
eredményességének szempontjabol tehat fontos lehet megallapitani a P-gp jelenlétét a
tumorsejteken (Hollo6 ¢és mtsai., 1994). P-gp szubsztrat gyogyszer tobbek kozott a
vinblasztin, vinkrisztin, doxorubicin, egyes szteroidok (pl. metilprednizolon, dexametazon,
progeszteron) ¢és még a TKI koziil az imatinib és a gefitinib is. A kutyakbol és emberekbdl
detektalt P170-gliikoproteinek 90%-0s hasonlésdgot mutatnak. Egészséges kutydkban
immunhisztokémiaval és PCR-rel kimutatott protonpumpak a majban, az epeutakban, a
vesében, a hasnyalmirigy Kivezetd csatornajaban, a mellékvese kéregallomanyaban és az
agyban nagy szamban vannak jelen. Ehhez képest jellemzdéen kevesebb lelhetd fel a gyomor
és bélcsatornaban, a tiidében és a lymphocytakban (Zandvliet & Teske, 2015).

Szamos fluoreszcens antraciklin (pl. rhodamine), illetve més festékanyagok
hasznélatosak a multidrog-rezisztens és érzékeny sejtek elkiilonitésére. A P-gp altal medialt
drogrezisztencia kialakulasanak mértékét meghatarozhatjuk aramlas citométerrel is. A
calcein-acetoximetil-észter (calcein-AM) egy erésen lipidoldékony, nem fluoreszcens
molekula, mely el6bbi tulajdonsaganak kdszonhetéen gyorsan penetral a plazmamembranon
at a sejtekbe. Az intracellularis észterazok hasitdsa révén egy hidrofil és egy fluoreszkalo
szabad sav formara esik szét. A fluoreszcens molekula intenzitasa (intensity of fluorescence,
IF) mérhetd aramlas citométer segitségével. A fluoreszcens intenzitas forditottan aranyos a
tumorsejteken 1évé P-gp mennyiségével. Abban az esetben, amikor a molekula
akkumulacidja az MDR1-sejtekben akadalyozott, azaltal, hogy aktivalja az MDR1-ATPaz
enzimet és kipumpalja a molekulat az extracellularis térbe, a fluoreszcens intenzitasa

alacsony lesz. A ,,calcein assay” egy gyors €s reprezentativ aramlas citometriai funkcionalis
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teszt, melynek segitségével meghatarozhat6 a daganatsejtek multidrog rezisztencia aktivitési
faktora (MAF értéke), mely érték informaciot adhat a tumorsejtek kemoterapia iranti
érzékenységérol. A calcein fluoreszcens szarmazéka nem mutat hajlamossagot a
citotoxicitasra és a sejtek pH, Ca?" és Mg?* haztartasara sincs befolyassal (Holl6 és mtsai.,

1994).

Ceélkituzeés

Céljaink kozott szerepelt az egyes allatokbol kimetszett daganatok sejtjeinek multidrog
rezisztencia aktivitasi faktor (MAF) érték meghatarozasa, ezaltal pedig a mastocytoma sejtek
terapiarezisztenciajanak szamszertsitése. Hipotézisiink szerint a kapott érték megmutatja,
hogy a tumorsejtek mennyire ellendllbak a  kemoterdpids  kezelésekkel
(vinblastin/prednisolon, masitinib) szemben, illetve mennyire érzékenyek azokra. Célunk
volt kideriteni, vajon a kutya MCT sejtjeinek MAF értéke, tehat a P-gp funkcionalis
vizsgalatabol nyerhetd paraméter, megbizhatéan hasznilhato-e a targyalt betegség

prognosztikajaban.
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Anyag és modszer

A kutatasban résztvevo allatok

Kutatasunkban 23 db kutyat vizsgaltunk meg, melyek atlagéletkora 10,8 év volt. A
kutyak nemek szerinti eloszlasa a kovetkez6 volt: 12 darab kan és 11 darab szuka. A
leggyakoribb fajtak, amelyekbdl 3 egyed is szerepelt a vizsgalatunkban az amerikai
staffordshire terrier, magyar vizsla és keverék kutyak, illetve két labrador és két mopsz is
bekeriilt az elemzésbe. A t6bbi kutya mas fajtak egyedei koziil keriilt ki. A nem, kor és fajta
szerinti megoszlast a 4. tablazat szemlélteti. A vizsgalt allatok koziil hét kutya halalozott el

a kutatas lezarultaig, 2019. szeptember 17-ig.
A sejtek izolalasa és a calcein-assay

A kimetszett mastocytoma daganatokbdl, illetve biopszidval vett mintdkbdl sejteket
izolaltunk az Allatorvosi Hematolégiai és Onkologiai Kozpontban (AHOK Kft.), ahol
elkezd6dott a daganatok disszociacidja is. A mintat Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
tapoldatba helyeztiik és elokészitettiik a tovabbi feldolgozashoz, vagy hiitében 4 °C-on
taroltuk legfeljebb 24-48 6raig. A feldolgozés soran a tumort apré darabokra vagtuk, majd
disszociaciés médiumba tettiik, mely dsszetétele a kovetkezd volt: RPMI médium, 200 U/l
Il-es tipusu kollagenaz és 0,6 U/ diszpaz (Gilbo, Life Technologies, USA). A mintat 30
percre 37 °C-os vizflirdébe helyeztiik és 15 percenként 1 percig vortexeltiik. Célunk a
daganatokbol valo sejtes szuszpenzio eldallitasa volt. A tliaspiracioval vett mintdk esetében
egyszerlibb volt a feladatunk, hiszen akkor nem szdvetdarab, hanem mar eleve sejtek alltak
a rendelkezésiinkre. A szuszpenziot leszirtik 40 pum-es sziirén (Falcon® 40 um Cell
Strainer), hogy a mintank ezzel is homogénebb legyen, majd 5 percig 300 relativ
centrifugalis erdvel (relative centrifugal force, RCF) centrifugaltuk. A kapott pelletet
tartalmazo sejteket 1 ml foszfat-pufferelt fiziologias sooldat (PBS, pH: 7,3) hozzdadéasa utan
szamoltuk meg 1ézeres sejtszdmlald automata (Sysmex) segitségével. A calcein jeloléshez
standardan 1000000 db sejtet mértiink ki 300 pl PBS-ben. A sejteket harom csoportban
vizsgaltuk (5. abra), 37 °C-on 5 percig inkubaltuk 1 uM leginkabb az L-tipusu aktivalt, vagy
inaktivalt Ca-csatornakat blokkolni képes verapamil (Sigma), vagy 0.5 ul dimetil-szulfoxid
(DMSO) jelenlétében. A reakcid a 0.25 uM calcein-AM (Invitrogen, Life Technologies,
USA) festék hozzdadasaval kezdddott. A sejteket még 10 percig inkubaltuk 37 °C-0s
vizfiirddben. A harmadik csoport gatldszer és fluoreszcens festék nélkiil inkubalodott azonos

ideig 37 °C-on, majd 1 ml hideg (4 °C-os) PBS hozzaadasaval leallitottuk a jeldlést minden
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csoportnal. Ezt kdvetden ujra 5 percig 300 RCF-en centrifugaltuk és végiil 270 ul PBS-be
vettlik vissza a mintdkat. A mérés el6tt mindhdrom mintat tartalmazé FACS cséhoz
hozzaadtunk még 0,8 ul 7-amino-aktinomicin D-t, a holt és ¢16 sejtek elkiilonitésére szolgalo
festékanyagot. Az €10 ¢€s a holt sejtek elkiilonitése a fluoreszcens fehérje expresszion alapul,
ugyanis a festék a halott sejtekbe penetral, a DNS dupla szal torését mutatja ki. Ezt kovetden

a mintakat d&ramlas citométer segitségével vizsgaltuk.

5. dbra
R e T TS
s S fse s [l
30ul calcein 50ul calcein
50ul DMSO 50ul Vera
100ul minta 100ul minta 100ul minta
Ny QUG e

A 3 dramlas citométer (FACS) kompatibilis csé és tartalmuk (Készitette: Korik Csilla)

Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas és analizis (FACS), avagy aramlas citometria

Az é4ramlés citometria, vagy angol nevén flow cytometry analysis egy laboratoriumi
modszer, mely alkalmazasaval egyidoben mérhetd a sejtek granulaltsaga €s nagysaga. A
vizsgalat azért kapta az aramlasi jelzOt, mert a szuszpendalt sejtek egyesével aramolnak egy
folyadékkozegben, az Ugynevezett kopenyfolyadékban. A miiszerben taldlhatd 1ézer
gerjeszti a fluoreszcens molekulédkat, igy azok emittaljak a rajuk jellemz6 hullamhosszisagu
fénysugarakat. A forward scatter (FSC) detektor méri a sejtek felszine altal okozott
fényszorast, ami értelemszeriien a sejtek méretével ardnyos. A side scatter (SSC) detektor
pedig a sejten beliili membrannal koriilvett sejtalkotok altal 1étrejovo fényszorast méri, azaz
a sejtek granulaltsagat.

A mintakbol szarmazo, kutya-tumor sejtek képesek felvenni és atalakitani a calcein-AM
festéket, az igy nyert fluoreszcencidjuk pedig detektdlhatd és mérhetd az 4aramlés
citométerrel. A sejtek fluoreszcenciajanak méréséhez Becton Dickinson Facscan markaja
aramlés citométert hasznaltunk.

Az 4ramlas citometriai méréseket tobbféleképpen is lehet abrazolni, igy a dot plot esetén
a koordinata-rendszerben minden egyes pont egy sejtet jeldl. A hasonl6 tulajdonsagti pontok
- azaz sejtek - sejtpopulaciokat alkotnak. Az x-tengelyen a méret (FSC), az y-tengelyen pedig

a granulaltsag (SSC) mértéke van feltiintetve. Példa a dot plot dbrazolasra (6. dbra).
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6. abra
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A kép bal oldaldn egy dot plot lathaté. Itt az y-tengelyen a sejtek |F-je van feltiintetve. A calcein negativ,
vagyis a rezisztens (festéket kipumpadlo) sejtek a valasztovonal alatt (1,84%), a calcein pozitiv, vagyis
érzékeny sejtek a valasztovonal folott (98,16%) helyezkednek el. A kép jobb oldalan tobbek kozott a
szazalékosan kifejezett mennyiségiiket olvashatjuk le.

Masfajta abrazolasi mod a hagyomanyos hisztogram, melyben az x-tengelyen a
fluoreszcencia intenzitdsa (vagyis a jelerdsség), az y-tengelyen pedig a sejtek szama lathato.
Calcein assay méréseink sordn a megfeleld €16 sejtpopuléacio kivalasztasdhoz a dot plotot
alkalmaztuk, mig a fluoreszcencia intenzitas vizsgalathoz az utdbbi abrazolasi moédot

valasztottuk.
A multidrog rezisztencia aktivitasi faktor

A Cell Quest program segitségével az egyes hisztogramok statisztikai értéke alapjan
kiszamithato a MAF érték. A gatloszer és gatloszer nélkiili mintdk hisztogramjanak median
értékének kiilonbségébdl kapott eredményt elosztva a verapamilos mintak hisztogramjanak

median értékét mutatod szamértékkel, megkapjuk az egyes egyedek MAF értékeit. A 7. abran

két hisztogram lathatd. A fluoreszcencia intenzitasbol szamitott képlet a kdvetkezd:

(”:verapamil - ”:calcein)/ ”:verapamil

7. abra
g3 2
w8 &4
: [on § 3 L
§8‘: | M1 8‘5 |
Q- 21
g | O E 0l
100 10" 10 0 10 SR NERT 10° 10
FL1-oslotin s FL1-ctlcein

Hisztogramok két betegbdl (kék: verapamillal gatolt; lila: csak calceint tartalmazo sejtek fluoreszcencia
intenzitasa). A kép bal oldalan a MAF 0,28 értékii, jobb oldalon 0. Lathato, hogy a bal oldali képen a sejtek
IF-je a verapamil hozzaaddsa utan sem nott meg, mig a jobb oldali képen lathatoan igen, vagyis ott a
pumpagatlo miikodott, a festék a sejtekben maradt.
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A vizsgalt allatok kezelései

A mastocytoma diagnosztizalasdhoz elengedhetetlen a citologiai vizsgalat. Az AHOK
Kft.-ben tliaspiraciés mintavétel és a citologiai elemzés utan allitjak fel a diagnozist a hizo
sejtes tumorra. A kutatdsunkban vizsgalt dllatok esetében, amennyiben a tumor miithetd
helyen volt (tehat megoldhat6 volt a széles, kb. 3 cm-es ép hatara és egy fascia mélységii
sebészi kimetszeEs), illetve a malignitési foka grade 1, 2 €s sulyossagi besorolasa stage I., 11.,
esetleg III. volt, akkor megtortént az eltavolitas. A kimetszett daganatot, vagy annak egy
részét formalinban tarolva szovettani vizsgalatra kiildtiik az Allatorvostudomanyi Egyetem
Patologia Tanszékére, ahol a tumorok megkaptik a Patnaik és KS szerinti grade-

Amennyiben a tumor grade 1 kategoridba kertilt, a gyogyszeres kezelés elhagyhato volt,
viszont havonta kontrollra visszavartdk az adott allatot. Egyetlen grade 1 malignitési
fokozat daganatos kutya kapott vinblastin elékezelést. Viszont ha grade 2 (nem minden
esetben) vagy grade 3 mastocytomarol volt szo, elkezd6dott a masitinib (Masivet) adagolasa
po. és/vagy a vinblastin/prednisolon kemoterapias protokoll. Az utobbit a 4. tablazat mutatja
be.

. . 6. | 7. | 8 | 9. |10. | 11. | 12.
Gyogyszer
Hét | Hét | Hét | Hét | Hét | Hét | Hét

Vinblastin

(mg/m? 1V)

Prednisolon
(mg/ttkg 1 05 05 05 05 05 05 05 05

PO)

4. Tablazat: Vinblastin/Prednisolon protokoll

A kemoterdpias kezelés megkezdése el6tt minden betegnél ellendriztiik a vérképet.
Amennyiben a fehérvérsejtszam 3,5 G/l alatt volt, az allat nem kaphatott kezelést azon a
héten. Ez esetben néhany nappal el kellett halasztani a kemoterapiat, igy tehat a
tovabbiakban minden tovabbi kezelés is csuszott. Két kezelés kozott mindenképpen el kellett
telnie egy hétnek. A vinblastint intravéndsan kellett a kutya szervezetébe juttatni. Maradék

vinblastint nem lehetett Ujra felhasznalni, meg kellet semmisiteni a szabalyoknak
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megfeleléen. A Masivetet tabletta formajaban per os kaptak az allatok 9.25-12.5 mg/ttkg
adagban.

Héarom beteg kivételével mindnél volt sebészeti beavatkozas. Kemoterapias
elokezelésben (vinblastin/prednisolon protokoll, Masivet) 11 allat részesiilt. Koziiliikk
keriiltek ki a legmagasabb grade és stage besorolasu betegek.

A vizsgalt betegek Patnaik-féle malignitasi fokozat (grade) és klinikai dsszbenyomas
(stage) alapjan val6 eloszldsa az 5. tdblazatban lathatd. Az 6sszegzésbdl kidertiil, hogy a
grade 2, stage 1. és substage a. tumoros betegek képviseltették magukat a legnagyobb

szamban. (5. tablazat).

Grade Elemszam Stage Elemszam  Substage  Elemszam
grade 1 9 stage I. 11 a. 14
grade 2 12 stage I1. 3 b. 9
grade 3 2 stage IlI. 7

stage IV. 2

5. tablazat: A betegek grade, stage és substage szerinti megoszlasa

Statisztikai modszerek

Vizsgalataink kiértékeléséhez tobbféle statisztikai modszerre volt sziikséglink: Pearson-
féle korrelacios analizissel tdjékozddas szintjén megallapitottuk az adott paraméterek (nem,
MAF értékek, kor, teljes és recidiva mentes tulélési id6, sejtpopuléciok, kiilonbozd
kezelések, valamint stage, substage és grade besorolasok) kozotti dsszefiiggéseket. Student-
féle t-probaval, Kruskal-Wallis és Kolmogorov-Smirnov-teszttel és a khi-négyzet-probaval
elemeztiik a szignifikancia szinteket a kiilonb6z6 csoportok kozott (pl. MAF, calcein negativ
sejtek). Log-rank teszttel a garde, stage, kezelési csoportok kiilonb6z6 értékeit probaltuk
meghatarozni. A Cox-proportion-hazard regression és a Kaplan-Meier teszttel a taléléseket
elemeztiik, ill. Kaplan-Meier gorbékkel dbrazoltuk. A statisztikai vizsgalatokhoz az alabbi
szamitogépes programokat hasznatuk: StatsDirect3 (StatsDirect Birkenhead, Merseyside,
UK; (https://www.statsdirect.com/Contact.aspx), Real Statistics Using Excel (Charles

Zaiontz, http://www.real-statistics.com/contact-us/).
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Eredmények

A kapott MAF értékek a 6. tablazatban lathatok.

Allatok = MAF = Allatok | MAF = Allatok | MAF | Allatok = MAF

sorszama | értékek | sorszama  értékek | sorszama @ értékek @ sorszama | értékek

1. 0,28 7. 0,1 13. 0,11 19. 0,3
2 0 8. 0 14. 0,45 20. 0,36
3 0,29 9. 0,03 15. 0 21. 0,09
4. 0,17 10. 0 16. 0,18 22. 0,18
5 0,06 11. 0,19 17. 0,24 23. 0,45
6 0,07 12. 0,3 18. 0,14

6. tablazat: A vizsgalt allatok MAF értékei

MAF értékek és calcein negativ sejtek mas paraméterekkel valo osszefiiggései

Pearson-féle korrelacids analizissel hasonlitottuk Ossze a MAF értékeket mas egyéb
paraméterekkel, mint példaul teljes talélési id6 (overall survival time, OST), kemoterapias
elokezelés, daganat malignitasi (grade), illetve stlyossagi fokozata (stage).

A kemoterapidsan elOkezelt betegek szama és a MAF értékek kozott szignifikansan
negativ korrelacio (r= -0,47) mutatkozott. A kemoterapias el6kezelésekben résztvevék
esetében a MAF értékek kisebbek voltak, mint az elokezelésben részt nem vettek esetében
(Kruskal-Wallis, p= 0,0358). Ezt az Osszefiiggést a 8. abra szemlélteti, a hozza tartozo

atlagok és szorasok a 7. tablazatban lathatok.

8. dabra

0.45 —_—
0.40 -
0.35 -

0.30 4

0.25 4

4

MAF-értékek

0.20 4

0.15 1

4

0.10 4

0.05 4

0.00 ! ! : L !
Kemterdpids elGkezelés nem volt Kemterdpids elSkezelés volt

A MAF értékek valtozasa a kemoterapias elékezelések soran

18



Kemoterapias elokezelés nem volt = kemoterapias eldkezelés volt
Atlag 0,235 0,105455
Szoras +0,14 +0,11

7. tablazat: A kemoterapidas elokezelésben részesiiltek és nem részesiiltek MAF értékeinek atlaga, szordsa

Tanulmanyomban azt talaltam, hogy 0,3 cut off MAF értékek esetében Student-féle t-
probaval szignifikans kiillonbség volt a substage (p= 2,28E-05) ¢és grade (p= 0,03)
tekintetében. Kisebb MAF értékekhez kisebb substage- és kisebb grade-értékek tarsultak.

Atlagok és szorasok az 8. tablazatban.

MAF>0.3 MAF<0.3
(n=3) (n=20)
Substage Atlag 2,000 1,300
Szorés 0,000 0,458
MAF>0.3 MAF<0.3
(n=3) (n=20)
Grade  Atlag 2,000 1,650
Szorés 0,000 0,654

8. tablazat: A 0,3 cut off MAF értékek atlagai és szorasai a substage és grade tekintetében

A betegek MAF értékei, ha nem vettiink cut off értéket, nem mutattak szignifikans
Osszefliggést a grade-besorolasokkal. A 9. dbran megfigyelhetd, hogy a legmagasabb grade
besorolés, azaz a grade 3 esetében voltak a legkisebb MAF értékek. Az atlagok és szorasok

a 9. tablazatban kovethetok nyomon.

9. abra
0.45 4 —
0.40
0.35 4
0.30 —
x
2 0.25 4
2
@
< 0.20
s -
v &
A
0.15
0.10
0.05
A 4
0.00 I I , I I , I I
Grade | Grade Il Grade Ill

A vizsgalt mastocytomas kutydak MAF értékei kiilonbozo malignitasi fokozatban (grade)
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Grade 1 (n=9) Grade 2 (n=10) Grade 3 (n=2)
Atlag  0,168888889  0,199166667 0,035
Szoras  0,095620133  0,158978947 0,035

9. tablazat: A MAF értékek atlagai, szordsai az egyes grade fokozatokban

A MAF értékek a calcein negativ sejtekkel 2%-ndl nagyobb aranyban rendelkezd betegek
esetében magasabbnak bizonyultak (10. abra). Az eltérés szignifikans (p= 0,0489). A hozza

tartozo atlagok és szorasok a 10. tablazatban talalhatok.

10. dbra
0.45 N —
0.40 +
0.35 +
0.30 +
L
-
2 0.25 -
e
R L 4
< 0.20
go
0.15 +
0.10 L 4
0.05 +
[
0.00 I I
Calcein neg sejtek > 2% Calcein neg. sejtek < 2%

A MAF értékek valtozasa a calcein negativ sejtek 2%-os cut off értékekkel

Calcein negativ > 0.2% Calcein negativ < 0.2%
Atlag 0,223333 0,107143
Szoras +0,123165 +0,104038

10. tablazat: A MAF értékek atlagai, szorasai a calcein negativ sejtekkel 2%-nal nagyobb, illetve kisebb
aranyban rendelkezé betegek esetében
A rezisztens, azaz efflux pumpaval rendelkezd calcein negativ sejtek szama negativ
korrelaciot adott az elokezelt betegek szamaval (r=-0,39) és a malignitasi fokkal (r=-0,37).
Student-féle t-probaval szignifikans osszefliggést igazoltunk a calcein negativ sejtekkel 2%-
nal nagyobb, illetve kisebb aranyban rendelkezd betegek grade besorolasai kozott (p=

0,0479) (11. abra), melyek atlag és szoras értékeit a 11. tablazat szemlélteti.
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11. abra

Calcein neg. sejtek (2%-os cut off értékkel) grade besorolas valtozasa

3.00 § [
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Grade besorolas
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o
o
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1.00 L | . | | X
Calcein neg. <2% Calcein neg. >2%

A calcein negativ sejtekkel 2% cut off értéknél kisebb és nagyobb aranyban rendelkezé betegek grade
besoroldsa

Calcein negativ <2%  Calcein negativ >2%
Atlag 2,142857 1,5
Szoras + 0,690066 +0,522233

11. tablazat: A grade besorolasok atlagai és szorasai a calcein negativ sejtekkel 2%-nal nagyobb, illetve
kisebb aranyban rendelkezo betegek esetében

A calcein negativ sejtekkel 2% cut off értéknél kisebb aranyban rendelkezd betegek
kemoterapias eldkezelésben részesiiltek (12. abra). A khi-proba p-értéke: 0,039, tehat az

Osszefiiggés szignifikans. Atlagok és szorasok a 12. tablazatban.

12. abra

A calcein negativ sejtek 2%-os cut off érékkel

. II ]

Kemo. eldkez. volt Kemo. elkez. nem volt
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=

mcalcneg<2% mcalcneg>2%

A calcein negativ sejtekkel 2% cut off értéknél kisebb és nagyobb aranyban rendelkezé betegek kemoterdpids
elbkezelései
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Kemoterépias eldkezelés volt Kemoterapias eldkezelés nem volt
Atlag 3,8888 3,1111
Szoras +6,1111 + 4,8888

12. tablazat: A calcein negativ sejtek 2%-os cut off értékeinek atlag és szorasai a kemoterapias elokezelést
kapott és nem kapott betegek esetén

A 10%-nal nagyobb aranyban calcein negativ sejtekkel rendelkezd betegek recidiva
mentes median tilélési ideje nem volt meghatarozhatd, de az atlag talélési id6 440,6 nap
volt, mig a calcein negativ sejtekkel 10%-nal kisebb aranyban rendelkez6 betegek median
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0,0698). A Kaplan-Meier tulélési gorbe a 13. abran lathato.

13. abra
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A calcein negativ sejtekkel 10%-nal kisebb (1) és nagyobb (2) ardanyban rendelkezd betegek RFP-je
Grade besorolas mas paraméterekkel valo osszefiiggései
Alacsonyabb grade besorolastiak voltak azok a tumoros betegek, amelyek nem
részesiiltek kemoterapias kezelésben Kruskal-Wallis teszttel (p= 0,0038) (14. abra). A

korrelacio értéke r= 0,61 volt. Atlagok és szorasok a 13. tablazatban lathatok.
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14. abra

Kemoterdapids el6kezelésben részesiilt, vagy
nem részesllt kutyak grade szerinti megoszlasa

10
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0 ]
Kemoterapias el6kezelés nem volt Kemoterapias el6kezelés volt
B Grade| M Grade Il Grade Il

Kemoterapidas elokezelésben részesiilt, vagy nem részesiilt kutydk grade szerinti megoszldsa

Kemoterapias elokezelés nem volt  Kemoterapids eldkezelés volt
Atlag 1,333333 2,090909
Szoras + 0,492366 + 0,53936

13. tablazat: A kemoterapias eldkezelésben részesiilt vagy nem részesiilt allatok grade szerinti
megoszlasanak atlagai, szorasai

A kemoterapias elokezeléseket tekintve t-probaval minden esetben szignifikdns
kiilonbséget fedeztiink fel: p=0,0062 a grade 1 és 2; p=4,3668E-05 a grade 1 és 3; p=0,0388
a grade 2 és 3 és p=0,0017 a grade 1 és 2+3 tumoros betegeket 6sszehasonlitva.

Student-féle t-probat alkalmazva a grade 2, és 3 besorolasti daganatok sejtjeinek MAF
értékei szignifikans kiilonbséget mutattak (p=0,031167). A Kruskal-Wallis teszttel a MAF-
értekek nem mutattak szignifikdns Osszefiiggést a harom grade esetében. Szignifikdnsan
tobb kutya recidivalt grade 3 tumoros betegek korében a grade 1 és 2 tumorosokhoz képest
(p= 0,00395; p= 0,038814). Igazoltuk, hogy a grade 3-as betegek RFP és OST értékei
szignifikansabban rovidebbek voltak, mint a grade 1, 2-es besorolasu betegeké (p <0,0001).
Ezt szemlélteti a 15. és 16. abra. A grade besorolas negativan korrelalt az RFP-vel (r=-0,35).
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15. abra

Survival Plot (PL estimates)
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Az OST alakulasa (napban) a kiilonbozd malignitasi fokii (grade) daganatok esetében

16. abra
Survival Plot (PL estimates)
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Az RFP alakuldsa (napban) a kiilonbozé malignitasi foku (grade) dagantos betegek esetében

A grade 1 és a grade 2, ill. 3 Osszevonasaval szignifikdnsan nagyobb Stage-értékek
mérhetok Kruskal-Wallis teszttel (p= 0,0417) (17. abra). A hozzajuk tartozo atlagokat és

szorasokat a 14. tablazat szemlélteti.
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17. abra

Kilonb6z6 malignitasu fokozatu
mastocytomas kutyak stadiumok szerinti
megoszlasa
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Grade | Grade I+l

B Stage | M Stagell mStagelll Stage IV

Kiilonbozé grade besorolasu vizsgalt mastocytomas kutydk stadiumok szerinti megoszidsa

Grade 1 Grade 2+3
Atlag 1,444444444 2,166666667
Szérds +0,831479419 +0,986013297

14. tablazat: Kiilonbozé grade besoroldsu vizsgalt mastocytomas kutyadk stadiumok szerinti megoszlasanak
atlagai, szorasai

Stadiumok mas paraméterekkel valo osszefiiggései

Azokban az esetekben, amelyeknél kemoterdpids elOkezelés nem volt, a stddium
besorolasuk is szignifikansan kisebb volt Kruskal-Wallis teszttel (p= 0,0241) (18. abra). Az

atlagok és szordsok a 15. tablazatban tekinthetok meg.

18. dbra

Kemoterapids el6kezelésben részesiilt, vagy
nem részesult kutyak stadiumok szerinti
megoszlasa
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Kemoterapias el6kezelés nem volt Kemoterdpias el6kezelés volt

W Stage | M Stagell mStagelll Stage IV

A kemoterdpias elokezelésben részesiilt, vagy nem részesiilt kutyak stadium szerinti megoszldsa
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Kemoterdpias eldkezelés nem volt  Kemoterapias eldkezelés volt

Atlag 1,5 2,545455
Szoras +0,797724 +1,128152

15. tablazat: A kemoterapias eldkezelésben részesiilt, vagy nem részesiilt kutyak stadium szerinti
megoszldasanak datlagai, szorasai

A b alstadiumba (klinikai tiinetek) tartozo betegek esetében azt tapasztaltuk, hogy ezek
tobbnyire nagyobb stadium besoroldsba estek. A Kruskal-Wallis teszttel az Osszefiiggés
szignifikdnsnak addodott (p= 0,0003) (19. abra). Pozitiv korrelacié r= 0,75 volt.

19. abra

Kilonboz6 alstadiumu kutydk stadiumok szerinti
megoszlasa
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Kiilonbozo alstadiumu kutydak stadiumok szerinti megoszlasa

A Dbetegek stlyossagi szempontll besoroldsanak vizsgalata alapjan szignifikdns
kiilonbséget talaltunk a stage L.+II. valamint a IIL.+IV. betegek OST (Log-rank teszt: p=
0,0027) és RFP értékei kozott (Log-rank teszt: p= 0,034) (20. és 21. abra). A stage I.+II.
betegek median tulélési ideje 1251 nap, atlag tulélési idé 1453,3 nap volt. A stage II1.+IV.
betegek median talélési ideje 301 nap, atlag ttlélési id6 378,6 nap volt. A stage I.+11. betegek
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stage II1.+1V. betegek esetében az elébbi 50 nap, az utdbbi pedig 191 nap volt.
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20. abra

OST Stage 1+2 vs 3+4
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21. abra
RFP Stage 1+2 vs 3+4
e A e B
1,2
1 @
08 (B2,
T 06 @ o o o °
2 °®
0,4 0 & =
0,2 oo ocomO (O © °
0 ® ®
0 500 1000 1500 2000
Time t

Stage I.+11. (A) és 11l + V. (B) betegek RFP-i

A stage IV. szamu betegek esetében a stage I-es betegekhez képest szignifikansan tobb
volt azon betegek szama, amelyeknél volt recidiva (p=0,016197071).

Kemoterapias elokezelés mas paraméterekkel valé osszefiiggései

A nem elOkezelt betegek recidiva mentes tulélési ideje szignifikansan hosszabb volt (p=
<0,0427) (22. abra).
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22. abra
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Kemoterdpids elékezelésben részesiild, vagy nem részesiilé allatok RFP-jének alakuldsa

A kemoterapias kezelésben részesiilok recidiva mentes median tulélési ideje 80 nap, mig
a kezelést nem kap6 betegeké 1237 nap volt. Atlagos recidiva mentes talélési id6 a kezelést
kapo betegek esetében 152,1 nap, mig a kezelést nem kapd betegeknél ez 1014 nap volt. A

vizsgalatban részt vevo allatok 5 féle kombinacioban részesiiltek kezelésben (16. tablazat):

n= OST RFP

Csoport Kezelés median = median
(nap) = (nap)
1. csoport Miitét 9 1251 1237
6 573.3  444.04
2. csoport Mitét + Vinblastin/prednisolon
(atlag) (atlag)
3. csoport Mitét + Masivet 4 301 31
Mitét + Vinblastin/prednisolon + 1 356 356
4. csoport )
Masivet
5. csoport Masivet + Vinblastin/prednisolon =~ 3 98 50
Log-rank teszt death rate, p= 0.194 0.017
Log-rank teszt trend, P7 0.043 0.016

16. tablazat: A vizsgalt allatok kezelésenkénti megoszilasa

A kezelések hatdsa a teljes és recidiva mentes talélési iddre is szignifikansnak
mutatkozott. A miitétben és kemoterapias kezelésben is részesiilé betegek median tulélési
ideje nem volt meghatarozhatd, atlagos tulélési idé 609,7 nap volt. A csupan kemoterapiat

kapo paciensek median tulélési ideje 98 nap, atlagos tilélési id6 pedig 197,5 nap volt (Log
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rank: p= 0,1043). A recidiva mentes median talélési id6 a miitétben és kemoterapiaban is
részesiild betegek esetén 305 nap, az atlagos talélési id6 328,2 nap volt. A csak
kemoterapiaval kezelt kutyak esetében az elébbi 50 nap, az utdbbi 53,3 nap volt (Log-rank:
p=0,0192). A RFP alakulasat az egyes kezelések esetében a 23. dbra szemlélteti.
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Az RFP alakulasa a miitétben és kemoterdpias kezelésben is részesiilok (1), illetve a csak kemoterapids
kezelést kapo betegek (2) esetében

Azoknak a betegeknek az RFP értéke hosszabb, volt, amelyek miitéten estek at, majd
vinblastin/prednisolon-kombinaciot kaptak (atl.: 444,04 nap), mint azok, amelyek a miitétet
kovetden, vagy miitét nélkiil Masivet-et (median: 31, atlag 102 nap, Log rank teszt: p=
0,0481). Az RFP alakulasat az egyes kezelések esetében a 24. abra szemlélteti.

24. abra

Survival Plot (PL estimates)
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Az RFP alakuldsa a miitéten atesettek és vinblastin/prednisolon (kék vonal) kezelésben részesiilok, vagy
Masivet- (piros vonal) kezelésben részesiildk esetében

Ugyanakkor, a Masivet-et (miitét utan, vagy miitét nélkiil) kapo betegek szignifikansan
magasabb grade-be tartoztak, mint azok, akik nem kaptak Masivet-et (p=0,0277) (25. abra).

25. abra
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B Gradel MGrade2 M Grade3

A Masivet-, és miitét és/vagy vinbl./pred. kezelésben részesiilé betegek malignitdsi fokozat (grade) szerinti
megoszldsa.

Hasonléan a Grade-hez a Masivet-et (miitét utan, vagy mitét nélkiil) kapo betegek
stadium-besorolasa is csaknem szignifikansan nagyobb, mint azoké, akik Masivet-et nem

kaptak (p= 0,053117422) (26. abra).
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A Masivet-kezelésben részesiils, és nem részesiild betegek stadium (stage) szerinti megoszldsa.
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Kovetkeztetések

Eredményeink szerint a magasabb MAF értékekkel rendelkezd allatok esetében a teljes
¢s recidiva mentes talélési 1d6 hosszabb volt, illetve a kemoterapias eldkezelés ritkabb volt.
Korabbi tanulmanyban lymphoma esetén vizsgaltdk a MAF prognosztikai jelentdségét,
melynél a 0,2 alatti MAF értékkel diagnosztizalt betegek szignifikdnsabban tovabb éltek
szemben a 0,2 feletti MAF értékkel rendelkez6 betegeknél (Karai E., 2016). Azonban jelen
vizsgalatban ellenkezden alakult a MAF értékek és OST, RFP ideje kozotti Osszefiiggés.
Tehat azon betegek, akik tumorsejtjei P-gp-vel rendelkeztek, mégis tovabb éltek és késobb
alakult ki recidiva. Ezt megerdsitette az is, hogy a calcein negativ (rezisztens) sejtekkel 10%-
volt, mint a 10%-nal kisebb aranyban rendelkezé pacienseknél. A MAF értékek 0,3 cut off
esetén talaltunk szignifikans Osszefiiggést a daganatok grade és substage besorolasaval. A
kisebb MAF értékhez kisebb grade és substage besorolas tartozott. Viszont minden mas
esetben a malignitdsi fokozatok (grade) és MAF értékek kozott ellentmondasos
Osszefiiggéseket tapasztaltunk, mégpedig azt, hogy a grade 2 tumoros betegeknél a MAF
értekek magasabbak voltak, mint a grade 3 daganatokhoz tartozo MAF értékek. Ami azt
jelentené, hogy a szovettanilag stlyosabb besoroldsu tumor sejtjeinek rezisztencia értéke
alacsonyabb. A calcein negativ sejtekkel 2%-nal nagyobb aranyban rendelkezd betegek
esetében is kisebb grade besorolast tapasztaltunk. Kemoterapias elékezelés gyakoribb volt
az alacsonyabb MAF értékii tumoros betegek esetében a magasabb MAF értékiiekhez képest
¢s calcein negativ sejtekkel 2%-nal kisebb ardnyban rendelkezd betegek tobbségénél.
Feltételezésiink az volt, hogy a klinikai és szovettani vizsgalatok altal rossz prognozisra
értékelt daganatok sejtjei mutatnak kifejezett rezisztenciat. A kapott eredmény éppen ennek
ellenkezdje lett.

Mindezek tiikrében azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a MAF érték meghatarozasa a
kutydk mastocytoméjanak terapiarezisztenciajanak vizsgalatdira nem alkalmas modszer,
ugyanis az alacsony értékit MAF, illetve kevesebb rezisztens sejt logikusan azt feltételezné,
hogy a sejtek érzékenyek, pumpaval nem, vagy alig rendelkeznek, igy a terapias szerekre
adott valasz jobb. A magas értékii MAF pedig értelemszeriien ezzel ellentétben rezisztens,
pumpaval nagy szamban rendelkezd sejtekre engedne kovetkeztetni, melyek altal alkotott
tumor kezelése mindezek miatt nehéz lenne. Miyoshi és mtsai. (2002) is immunhisztokémiai
vizsgélattal tanulmanyoztak a kutydk mastocytoma sejtjein a P-gp és multidrog resistance

associated protein (MRP) jelenlétét, és a kovetkezo eredményeket kaptak: A Patnaik féle
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szovettani besorolas szerint 15 grade 1, 31 grade 2 és 8 grade 3 beteg tumorsejtjeit vizsgaltak.
Az 54 db kutydbdl 8 mutatott P-gp és 10 mutatott MRP pozitivitast. A P-gp pozitiv sejtek 5
db grade 1-es és 3 db grade 2-es besorolasu paciensbdl lettek izolalva, mig az MRP pozitiv
sejtek esetében a grade 1:2:3 arany a kovetkezO volt: 4:6:0. Az adatokbol latszik, hogy
egyetlen grade 3 tumorbdl izolalt sejt sem tartalmazott P-gp vagy MRP protonpumpat. Nem
tapasztaltak szignifikdns korrelacidét a pumpak jelenléte és a szovettani besorolas kozott
(Fisher’s exact test). Az eredmények tehat azt feltételezik, hogy a jol differencialt
tumoroknal gyakoribb a P-gp és/vagy MRP expresszaldodasa a rosszul differencialtakhoz
képest, ami azt feltételezheti, hogy az utobbi daganatok jobban reagalhatnak a kemoterapias
kezelésekre (Miyoshi és mtsai., 2002). Az 9. abra alapjan lathatd, hogy mi is hasonlot
tapasztalunk a P-gp-funkcio tekintetében.

A mi vizsgalatainkbdl tovabba kidertilt, hogy a <2% calcein negativ sejtekkel rendelkezd
tumorokkal a betegek tobbnyire mar részesiiltek korabban kemoterapias elékezelésbe. Arra
gondolhatunk, hogy mastocytoma esetében a kemoterapia elpusztitotta a rezisztens sejteket,
igy azok nem indukaltak rezisztenciat.

Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a multidrog rezisztencia a hizésejtes tumorok
esetében mas protonpumpak miitkodésével, esetleg mas rezisztenciamechanizmusok Utjan
(pl. CYP450 enzimrendszer) érvényesiil. Rodriquez és munkatarsainak (2012) vizsgalata az
AKT protein jelenlétére iranyult a kutya mastocytoma sejteken. 25/24 allatbol vett mintaban
volt a sejteken AKT fehérje foszforilalt formaban. Ezek gyakorisagat immunhisztokémiai
modszerrel hatdroztak meg, de nem talaltak szignifikans 0sszefliggést az foszforilalt AKT
eléfordulasanak gyakorisdga és a daganat grade besorolasa kozott. Lehetséges ugyanakkor,
hogy mas paraméterekkel szignifikans sszefiiggés fedezheto fel és esetleg AKT inhibitorok
alkalmazésa a késdbbiekben eredményre vezethet az MCT-k kezelésében (Rodriguez és
mtsai., 2012). Valosziniinek tartjuk azt is, hogy a kemoterapias eldkezelés, pl. a TKI
alkalmazasa csokkenti a P-gp-medialta rezisztenciat, ezaltal javitja a mastocytoma kezelési
lehetségeinek eredményességét. Bar egy tanulmany szerint a TKI terapias potencialja az
intracellularis célpontjaikhoz val6 hozzaféréstdl is fligg, amelyet bizonyos ABC membran
transzporterek jelentésen befolydsolhatnak (Ozvegy-Laczka és mtsai., 2005). Teng és
munkatarsainak (2012) vizsgélataibol kidertilt, hogy a prednisolon kezelés nem volt hatassal
a P-gp protonpumpa expresszalodasara, ugyanakkor a foszforilalt signal transducer and
activator of transcription 3 (pSTAT3) ¢és KIT-receptorok szamaban viszont csokkenést
fedeztek fel a kezelések utan. A tumor térfogatanak jelentds csokkenése korrelalt a pSTAT3

csokkent expressziojaval (Teng és mtsai., 2012). A calcein negativ sejtek 2%-nal kisebb
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aranya szignifikdnsan kisebb MAF értékeket eredményezett a 2%-nal nagyobb aradnyu
calcein negativ sejtekhez képest. Ez nem meglepd. A calecin negativitas, és a MAF érték
Osszefiiggésben van. Tehat, a pumpafunkcid statitkus (calcein negativ sejtek szama), €s
dinamikus (verapamilos gatlas utan végzett kalkulacio, MAF érték) vizsgalata hasonld
eredményt hoz.

A tobbi vizsgalati eredmény azt mutatta, ami véarhatd volt, és logikusan kovetkezik a
betegek csoportjaiban. A kemoterapias elékezelésbe részt vevo betegek grade-je nagyobb
volt, hiszen pont azért kellett 6ket a miitét elott kemoterapiaval kezelni, hogy csokkenjen a
gyors novekedésii erélyli daganat mérete, invazivitasa, szoveti infiltracidja. A kemoterapias
elékezelésben részesiilok tulélése is rovidebb volt. Az 6tféle kezelési stratégia illeszkedett a
betegek stddiumahoz és daganatok malignitési fokahoz, igy a csak miitéti kezeléssel kezelt
betegek kisebb stage és grade besorolastiak voltak, ezért hosszabb ideig éltek. Hasonld
vonatkozik a Masivet-kezelésre, ugyanis azok a betegek kaptak ezt a gyogyszert, amelyek
elérehaladottabb stadiumuak voltak, ill. nagyobb malignitdsi daganatos korképben
szenvedtek. A daganat recidivat tekintve értheté Osszefliggés, hogy szignifikansan tobb
grade 3 tumoros kutya recidivalt a grade 1 és 2 tumorosokhoz képest, hiszen ezeknek a nagy
malignitdsu daganatoknak a miitétjei eredménytelenebbek, ill. a kemoterapias kezelések
nem megfeleléen hatnak rajuk. Ugyanez vonatkozik a stddiumra, amely annal
elérehaladottabb daganatos allapotot mutat, minél malignusabb a daganat. A daganatok
akkor voltak kevésbé eldrehaladottak, amikor még nem kezeltiik Oket a mitét elott
kemoterapidval. Ez is érthetd, hiszen a betegek elérehaladott volta miatt kaptak kemoterapias
eldkezelést. Az alstadiumok is az eldrehaladottsdgot mutatjak. Hiszen az eldrehaladottan
daganatos betegek altalanos allapota is rosszabb. Vizsgéalatunkban a stage I. és 1., ill. a stage
III. és IV. Osszevonasaval talalunk szignifikans kiilonbséget. ez is egyezik az irodalmi
adatokkal (Warland és mtsai., 2014). Eredményeinkbdl is kidertiilt, hogy a grade-ing és
stage-ing tovabbra is megbizhat6 informdaciokat szolgéltatnak a hizdsejtes tumorok
prognozisarol.

Végezetiil elmondhatjuk, hogy a MCT kiilonb6z6 grade besorolast formai alapvetden
mas jelleglieck a membrantranszporter expressziot és miikodést tekintve, mint a lymphomak.
A jelentésebb P-gp funkcio a grade 1 MCT-knél tapasztalhatd, és a klinikailag
megnyilvanuld terdpiarezisztencia elsésorban nem a P-gp funkcidval fligg Ossze. A
mastocytomak hasonldan viselkednek, mint pl. a colorectalis tumorok: nagy P-gp expresszid
nem jellemzd a kifejezetten malignus esetekre, ugyanakkor a joindulati tumorokban

(polipokban) és a normalis epitheliumban nagy P-gp expresszi6 tapasztalhato (Ikeguchi és
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mtsai., 1995). Az eml6tumorokhoz képest eltéréen viselkednek, ugyanis az emlétumorok
esetében a P-gp-t kodold6 MDRI1 gén fokozott expresszidja Osszefiiggésben van a
metasztatikus potenciallal (Raguz ¢és mtsai., 2004). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy
a P-gp-nek van-e egyaltalan szerepe a mastocytomak terapia rezisztenciajaban, azonban, ha

van, akkor biztosan a grade 3, esetleg a grade 2 tumorok esetében érdemes vizsgalni.
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Osszefoglalas

A hizésejtes tumor (mast cell tumor, MCT) a leggyakoribb boértumor kutydkban
(prevalencia 0,27%, 129-265/100,000 kutya). Ezek esetében az elsédlegesen valasztando
terapia tobbnyire a mitéti excisio. Tovabba alkalmazhaté kemoterdpids protokoll
(vinblastin, prednisolon) és a c-kit gén mutacidjakor az elsédlegesen valasztando6 szerek a
tirozin-kinaz inhibitorok (TKI). Azonban a kezeléseknél hasznalt gydgyszerekkel szembeni
rezisztencia esetenként kialakulhat. A rezisztencia kialakulasanak hatterében leggyakrabban
az MDR1-génen kifejez6dd P170-gliikoprotein fokozott szintetizalasa all. A protonpumpak
ATP-ben tarolt energia felhasznalasaval képesek a kiilonboz6é P-gp szubsztrat kemoterapias
szereket (pl. vinblastin) az extracellularis térbe juttatni. Kutatasunk célja az volt, hogy
megallapitsuk, a P-gp funkciondlis vizsgalatdbol nyerhetd paraméterek megbizhatéan
hasznalhatok-e a kutydk mastocytomajanak prognosztikajaban.

Kutatasunkban 23 kutya daganatabol nyert tumorsejtek felhasznalasaval elvégeztik a
calcein-assay-t. Ez alapjan kiszamoltuk az efflux pumpaval rendelkez6 calcein negativ és a
pumpa nélkiili calcein pozitiv sejtek szdmat, és a multidrog rezisztencia aktivitasi faktort
(MAF). Retrospektiv vizsgalatomban a MAF-on kiviil szdmos mas paramétert vizsgaltam,
amelyek 0sszehasonlitasa sziikséges lehet a folyamatok megértése szempontjabol.

Negativ korrelaciot talaltunk a betegek teljes tulélési ideje (overall survival time, OST),
elékezelés tekintetében (r= -0,53 és r= -0,52, p <0,05). Tovabb ¢éltek azok a betegek,
amelyeknél nem volt sziikség eldkezelésre €s szignifikansan hosszabb volt az RFP is (p=
0,0427). Sulyossagi szemponti besorolas, stage II1, IV., valamint a szovettani (Patnaik-féle)
malignitasi fok alapjan a grade 3-as betegeknek, tovabba a 10 éven feliili kutydknak
szignifikansan rovidebbek voltak az RFP és OST értékei (p <0,05). Azonban a calcein
pozitiv (efflux pumpaval nem rendelkezd) sejtek szama szignifikdnsan pozitiv korrelaciot
mutatott a kemoterapias elékezeléssel (r=0,41), azokkal, amelyek mar recidivaltak (r=0,35),
¢s a malignitasi fokkal (r= 0,38). A MAF érték tekintetében negativ korrelaciot talaltunk, a
kemoterapids eldkezelés csoportban (r= -0,47). Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a
MAF nem egyértelmiien ugy hasznalhat6 a kutyak MCT prognosztikdjaban, ahogy vartuk,
ugyanis azok a betegek ¢€ltek tovabb, akiknél kevés volt a calcein negativ sejt, viszont magas
volt a MAF érték. Valdszinlinek tartjuk, hogy a kemoterapids el6kezelés, pl. a TKI
alkalmazasa csokkenti a P-gp-medialta rezisztenciat, és a hizosejtek mas rezisztencia

mechanizmusokat alkalmaznak a gyogyszerek hatasanak gatlasara (pl. CYP450 rendszert).
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Summary

Mast cell tumors (MCT) are the most common skin tumours in dogs (prevalence 0.27%,
129-265/100.000 dogs). Surgical excision is mostly the first choice of the treatment options.
Besides, chemotherapy protocol (vinblastin, prednisolon) can be also used and in case of
mutation in the c-kit, the first choice of the treatment is tyrosine kinase inhibitors (TKI).
However resistance can occur against drugs used in the therapy. One of the most common
reasons of resistance is the overexpression of P170-glycoprotein, also known as MDR1.
Some tumour cells with protonpumps use ATP-hydrolysis to release P-gp substrate drugs
(for example vinblastin) to the extracellular space.

Our aim was to determine whether parameters calculated from the functional examination
of Pgp are reliable prognostic factors of canine mastocytoma.

Tumor cells were extracted from MCT of twenty three dogs and calcein-assay was used.
Based on this assay, the numbers of cells with efflux pumps also known calcein negative
cells and cells without pumps, calcein positive cells, were counted finally the multidrug
resistance activaty factor (MAF) was determined. In this retrospective study several other
parameters were compaired to each other for better understanding the MCT mechanisms.

Negative correlation was found between the overall survival time (OST), relaps free
period (RFP) of the patients and the chemotherapy pre-treatment (r=-0.53 and r=-0.52, p
<0.05). Patients without chemotherapy pre-treatment lived longer and their relaps free period
was significantly longer (p= 0.0427). Based on clinical stage category, stage IlI., 1V.,
histologic (Patnaik) malignant grade, grade Ill. patients and dogs older than 10 years had
significantly shorter OST and RFP value (p <0.05). However, the numbers of calcein
positive cells (cells without efflux pumps) showed significantly positive correlation with
patients got chemotherapy pre-treatment (r= 0.41), with those who had tumour recurrence
(r=0.35) and with malignant grade (r=0.38). In case of the MAF values negative correlation
was found in the group of chemotherapy pre-treatment (r=-0.47).

Based on our results we can establish that multidrug resistance activaty factor (MAF) can
not be used in that way we thought in the prognoses of the canine mastocytoma, because
patients with less calcein negativ cells lived longer against their high MAF values.
Chemotherapy pre-treatment, such as TKI’s reduce P-gp-mediated resistance and mast cells

develop other resistance mechanizms to deactivate the effect of drugs.
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Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani Dr. Vajdovich Péter témavezetdmnek, a TDK
dolgozatomban nyujtott segitségéért. Végtelen tiirelemmel viseltetett irantam ¢és a
kezdetektol fogva kitartban tamogatott munkdm soran. Halas vagyok, amiért Vele

dolgozhattam és Tole tanulhattam.

Halas koszonet illeti Karai Edina témavezetémet, akinek a lelkiismeretes munkaja,
segitsége, jO meglatasai, sziintelen tdmogatasa, tiirelme, figyelmessége, kedvessége nélkiil

ez a dolgozat sosem sziilethetett volna meg.

Szeretnék koszonetet mondani az A.H.O.K. Kft. csapatanak a segitségiikért, tiirelmiikért

¢és egyluttmiikodéstikért.

K6szondm bardtaimnak, édesapamnak, édesanyamnak, névéremnek, hogy folyamatosan
biztattak, érdeklddtek és mindvégig tamogattak. Nagy szerepiik volt a dolgozat sikeres

elkésziilésében.
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