SZENT ISTVAN EGYETEM,
ALLATORVOS-TUDOMANYT KAR,
Belgyogyaszati Tanszék €s Klinika

TERAPIAREZISZTENCIA FEHERJEK
MUKODESENEK VIZSGALATA
,FLOWCYTOMETRIA” ALKALMAZASAVAL
DAGANATOS KUTYAK NYIROKCSOMO
MINTAIBAN

Szakdolgozat

Készitette: Bona Marta

Témavezeto: Dr. Vajdovich Péter, egyetemi docens;
Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar,
Belgyogyaszati Tanszék €s Klinika

Budapest
2010.



Tartalomjegyzék

TartaloMIEZYZEK ......uuveiiiiieeeeeiee et e e e e e e e e et e e e e e e e e e ntabarraaaeeeeeannne 2
Lo BOVEZEIES ..ottt e et e e e ae e e e 3
2. Trodalmi AtEKINTES. ......eeiiiiiiiie e 4
2.1. A lymphoma ismertetése és hazai elofordulasa .............ccccevveeeeiiiiiiiiiiieeeie, 4
2.1.1. OKEAIN ...ttt e e 4
2.1.2. A lymphoma megjelenési formai..........cccuvviiiiieieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 5
2.1.3. KOTJCIZES oo e e et e e e e e e e eeeeeeeeennees 7
2.1.4. Klinikai tHnetek .........oooiiiiiiiii e 8
2.1.5. Differencidl diagniOzis........ccuvvviviiiieeeiiiiiiiieee e 9
2.1.6. Az anatomiai helyezddés €s a betegség kiterjedtsége (fokozatba sorolas)...... 11
2.1.7. A szovettani tipus meghataroZasa...........c..vvvveeeieeeiiiiiiiiiieee e 12
2.1.8. Korlefolyds €s gyOgyKezZelEs ... ..ooviiiiiiiiiiiiiiiee e 12
NG 1<) ¢ 1 03 ) (574 L7/ 1<) 1 (o3 T DO UUPR PP 15
2.3.  Membranpumpa-fehérjék é¢s mikodéstiK...........coevviiiiiiiiiiieeiiiiiiiiieee e, 16
2.3.1. AZ ABCATansZporterek...........uviviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.3.2. A Pgp altalanos biolOgial SZEIEPE.......cccuvvvveieieeeeeiiiiiiiiiee e e 19
3.1.1. A Pgp szerepe a kutydk daganatos korképeiben...........ccceeeeeviiiiiiiiiiiiieennnnn, 20

2.2. Az MDR fehérjék (Pgp/MDR1/ és MRP-k) kimutatasa............cccceeerueeenrieennnnnnn. 20
2.3. Az effluxmechanizmus gatldsanak lehetos€gei.........couvvviiveeeiiniiiiiiiieeeeeeee, 25
2.4, Az Aramlas-CILOMETITIA .. .ceeiiiiiiiiiiiiiiie e 26

3. ANYAZ €S MOUSZET ..eiiiiiiiiieee e ettt e e e e ettt e e e e e e e et ae e e e e e e e e nebaeaaaeeeeeeeennnnaaees 28
3.1. A vizsgalatban szerepld allatok €s azok csoportositasa..........ccceeveeeeeervicinieneeeennn. 28
320 MINEAVELE] ..o 28
3.3. A mintafeldolgozas €s elOKESZILES..........uuriiieeeiiiiiiiiiiiiee e 29
3.4, Az aramlas-Citometrids METES ........ccooviuuiiiiiiiiiiiieiiiiiie et e e 33
3.5.  Statisztikal VIZSZAlAtOK .........ceviiiieiiiiiiiiiiie e e 36

I B3 (<14 1111571} <) G ST PPPPPPPRRRIN 37
4.1, TC calcein SZINLEK ...cooueiiiiiiiiiiii e 37
4.2, MAF-CIEKEK ...t e 38

S MEEDESZEIES ....eeiieeeeee e e e e e e e e e et e e e e e e e e nnaaaaes 42
5.1, Célkitlizéseink megvalOsulasa ..........c..uvviiiiieeiiiiiiiiiiiieee e 42
5.2.  Eredményeink €rtelMeEZESE ........ccovvviiiuiiiiiieeeeeeiiiiiiiieee e 42
5.3. Az eredményeikbdl levont kovetkeztetések..........cuvvviviiiiiniiiiiiiiiiieieiiee 43

6. OSSZETOZIALAS .....c.ovoeeeeeeeeeeeeee s 45
/N 103111 1 F: 3 oy S UPRR SR 46
8. ROVIAIESEK JEEYZEKE. .. euiiiiiiieeiiiieeie e e e 47
9. Trodalomje@YZEK......cccueiiiiiieiee e e e e e e 48
10. KOSZONCINYIIVANTLAS ......evvviiiiieeeeeeieeeee e e e e e e e e e e e e enees 51
11. FUGEEIEK ... e et e e e e e e et aaeeeaeeeennees 52



1. Bevezetés

A daganatsejtek kemoterapids kezeléssel szemben mutatott ellenalld képességének
(rezisztencidjanak) két jelentdsebb tényezdje az MDRI transzporter, vagyis a P (permeability)
glikkoprotein (Pgp), valamint az MRP1 transzporter, vagyis a multidrug resistance-associated
protein-1. Ezek a membrantranszporterek energiafelhasznalasuk révén ATP-fliggd
pumpafehérjék, amelyek a kiilonb6zd sejtidegen anyagokat, mint pl. a kemoterapids szereket
a citoplazmabdl kijuttatjadk még mielétt azok hatdsa érvényesiilhetne. Osszefoglald neviik
ABC-(ATP binding cassette-) transporter utal az energiafelhasznalasukra. A human
onkoldgidban tapasztaltakhoz hasonloan, a magas Pgp-, illetve MRP1-expresszid daganatos
korképekben szenvedd lymphomas kutyak esetében is negativ prognosztikai faktornak
mindsiil (Lee, J.J. et al.1996.; Urtti, A et al. 2004.) Az allatorvosi gyakorlatban a daganatos
korképek koziil leginkabb a kutydk Un. non-Hodgkin tipusti lymphomdjanak gyogyitasa
kapcsan mertilt fel a Pgp, illetve az MRP1 fontossaga, hiszen ez az a betegség, amelyet szinte
kizardlag kemoterapias kezeléssel lehet gydgyitani. Ezt tobb tanulmany is bizonyitja. Ezek
szerint a Pgp-, valamint az MRPI1-expresszid kemoterdpia megkezdése eldtti szintje
forditottan aranyos a remisszids (a daganat visszahuizddésa) €s a tulélési idével (Bergman PJ.
et al.. 1996, Lee J.J. et al. 1996.) Tobb tanulmany alapjan azt a kovetkeztetést lehet levonni,
hogy a két fehérje koziill az MDR1 (P-gliikoprotein) szamit az egyik legmegbizhatdbb 6nallo
prognosztikai faktornak (Lee, J.J. et al. 1996, Bergman, P. J. 2000).

Vizsgalataink célja annak megéllapitasa, hogy a daganatos sejtekben a P-glitkoprotein
(Pgp) és az MRP1 fehérjék funkcidja, aktivitasa valtozik-e a kemoterapias kezelés hatasara. A
vizsgédlatot un. 4ramlas citométerrel végeztikk. Vizsgéalataink sordn a lymphomas
nyirokcsomoékban, mint identikus, homogén sejtpopulaciokban muikodo
membrantranszporter-aktivitast hasonlitottuk az egyéb daganatokbol nyert heterogén
sejtpopuldcid membrantranszporter-aktivitasahoz. A pumpafehérjék funkcidjara utalo értéket
a multidrug-rezisztencia aktivitasi faktorral (MAF-értékkel) fejeztikk ki. Vizsgalataink sordan
az emlitett aramlas-citometridt alkalmaztuk kiegészitve a calcein-probaval, amely egyiittes
eljarasok segitségével a vérben keringd, altalunk szeparalt mononuklearis sejtekben mérhetd
fluoreszcencidbol szamitottuk ki a MAF-értékeket. Mivel hasonld vizsgalatokat még csak
vérmintakbol végeztek a human medicindban végzett hasonld kisérletek alapjan, ezért
mindenekel6tt a mar meglévd protokollt kellett dtdolgozni a nyirokcsomobdl, illetve egyéb

daganatokbol torténé mérésekhez.



2. Irodalmi attekintés

2.1.A lymphoma ismertetése és hazai el6fordulasa

A lymphoma (malignus lymphoma és lymphosarcoma) a daganatok egy kiilon
csoportja, amely a lymphoreticularis szovetekbdl ered (nyirokcsomd, I€p, csontveld), de
ennek ellenére mas szovetekbodl is szarmazhatnak. A lymphoma a kutyak leggyakoribb
daganatainak egyike. (Vail, D.M. et al. 2001.) A daganatok nevezéktanaban az ,,oma”
kifejezés joindulatu daganatra utal, de a lymphoma rosszindulata lymphoproliferativ
betegséget jelent. (Morris, J. et al, 2001.) A kutydk daganatos betegségeinek 7-24 %-at
alkotja, ezen beliil a haemopoieticus daganatos betegségek 83%-at teszi ki. Gyakorisaga a
hazai kutyapopulacioban az utobbi évek soran folyamatosan ndtt. A lymphoid rendszer
daganatos elvaltozasaiban a lymphoid sejtek kiilonb6z6 alakjai valnak neoplasztikussa.
Amikor a nagy szamban osztdd6 daganatsejtek a nyirokszervek megnagyobbodésat okozzak,
akkor lymphomardl (malignus lymphomarol, régi nevén lymphoid leukosisrol) beszéliink.
Kutyaknal ennél joval ritkabb a daganatos sejtek megjelenése a véraramban, azaz a lymphoid
leukaemia. (Kunos, V. és mtsai. 2004.) Bar tobbnyire az idésebb korosztalynal (6-9 év kozott)
fordul eld, de minden életkorban, barmely ivaru illetve fajtaja allatban kialakulhat. Bizonyos
fajtakban nagyobb eléforduldast mutat a betegség: boxer, basset hound, bernathegyi, skot
terrier, airedale terrier, bulldog. Rottweilerben és bullmasztiffban genetikai prediszpoziciot is

felfedeztek. (Vail, D.M. et al.. 2001.)

2.1.1. Oktan

A koérkép kialakulasdnak pontos okat, a legtobb daganatos megbetegedéshez
hasonléan még nem tartak fel, csupan feltételezések vannak. A betegség megjelenési formaja
¢s lefolydsa a viszonylag malignus emberi non-Hodgkin-tipusti lymphomahoz hasonlo, igy a
human megbetegedések kapcsan felmeriild etiologiai tényezoket a kutydk esetében is
vizsgaljak. Egyes tanulmanyok a retrovirusok, a herbicidek, a radioaktiv sugarzas, esetleg a
magneses terek szerepét feltételezik a betegség kialakuldsanak hatterében. Lymphomas
kromoszomaaberracidkat is, az emberi megbetegedésekhez hasonléan. A nem kielégitd

immunmiikodéssel rendelkez6, példaul kordbbi immunmedialt betegekben (haemolytikus



anaemiaban, thrombocytopenidban), iziiletgyulladasban, allergids dermatitisben szenvedd

allatok is a veszélyeztetett csoportba tartoznak. (Kunos, V. és mtsai. 2004.)

Emberekben mar bizonyitott, hogy a cyclosporin adagoldsa noveli a lymphoma
kialakulasanak kockazatat, ami alapjan feltételezik, hogy ez kutydkban is hasonloképpen
alakul. Egy tanulmény szerint az analis furunculosis gyogykezelésére adagolt cyclosporin

kezelés hozzajarulhat a lymphoma kialakulasdhoz. (Blackwood, L. et al, 2004.)
2.1.2. A lymphoma megjelenési formai

A lymphoma egy vagy tobb nyirokcsomd, nyirokszerv (I€p, csontveld), esetenként
mas szervek (kozponti idegrendszer, bdr, szem, csont) malignus lymphoid sejtes (gyakran

lymphoblastos) infiltracioval jar.

Klinikailag leggyakrabban a multicentrikus forma, a periférids nyirokcsomok
megnagyobboddsa tapasztalhato, ©nallo, jol koriilhatarolhatd, nem fajdalmas, koénnyen

elmozdithatd duzzanatok formdjaban. (Kunos, V. és mtsai. 2004.)

Kezdetben foleg a submandibularis €s prescapularis nyirokcsomdék megnagyobbodésa
tapasztalhatd. A legtobb allatban nem jelentkeznek klinikai tiinetek a betegség kialakulasakor,
de korilbeliil 20-40%-ban sulycsokkenésrdl, letargiarol, anorexiarol és lazas allapotokrdl
szamolnak be a tulajdonosok. A hasiiregben leggyakrabban hepatosplenomegalia formdjaban
jelenik meg a betegség, rendszerint elorehaladott esetekben. A melliiregben a cranialis
mediastindlis lymphadenopathidra utal a rontgen-felvételeken lathato besziirddés a tiidoben és

a mediastinumban. (Vail, D.M. et al. 2001.)

A gastroenteralis szerveket érintd alimentaris lymphoma szintén gyakori. Ebben a
tipusban a belek és a mesenteridlis nyirokcsomdk elvaltozdsa miatt hasmenés tapasztalhato.
Gyakori, hogy malabsorptio kovetkeztében jelentésen nd a vérplazma Osszfehérje-
koncentracidja, €s a beteg sulyosan lesovanyodik. (Kunos, V. és mtsai, 2004.) A primer
gastrointestinalis lymphoma rendszerint multifokalisan és diffizan fordul eld a vékonybél
teljes submucosiajara és lamina propriajara kiterjedden, gyakran feliiletes fekélyekkel és a
serosa transmuralis beszlirddésével. Nehéz elkiiloniteni a gastrointestindlis lymphomat a

lymphocyta-plazmasejtes enteritistol (LPE). (Vail, M.D. et al. 2001.)

A mediastindlis  formaban tobbnyire a mellkasi nyirokcsomok jelentds

megnagyobbodasa tapasztalhato. E tipusban gyakori a nehezitett 1€gzés €s keringés a 1égcso



¢s a nagyobb horgdk Osszenyomatdsa miatt. A tiid6 lymphoid sejtes beszlirddése,
lymphoblastokat tartalmaz6 mellkasi folyadékgyiilem megjelenése is eldfordulhat. (Kunos, V.
¢s mtsai. 2004.) A mediastinalis forma hozzavetdleg az esetek 5%-ban fordul eld. Ebben a
formaban a cranidlis mediastinalis nyirokcsomok mellett a thymus is megnagyobbodhat, amit
a rontgenfelvételeken detektalhatunk. A hypercalcaemia a kutydk 10-40 %-ban fordul elo,
leggyakrabban a mediastinalis formaban. (Vail, D.M. et al. 2001.)

Ha a neoplasticus lymphoid infiltraci6 els6sorban a Iépben jelentkezik
léeplymphomarol beszElimk. Ebben a tipusban az erdteljes splenomegalia a has
megnagyobbodasdhoz vezet, a 1ép konnyen megrepedhet, és emiatt a hasiiregben vérzés

kovetkezhet be.

Amennyiben a daganatos nyiroksejtek a csontveloben is szaporodnak, zavarhatjak
annak f6 funkciojat, a haemopoeticus sejtek képzodését. Ez esetben anaemia,
thrombocytopenia, neutropenia alakul ki, ¢és gyakran lymphoblastok jelennek meg a
véraramban, ez a leukaemids tipusa (pl. lymphoblastos leukaemia). Ugyanakkor a folyamat
kezdddhet a csontveld érintettségével is. Ebben az értelemben a lymphoma és a lymphoid
leukaemia tulajdonképpen egyazon betegség kiilonbozé6 megjelenési formajaként is

értelmezheto.

A ritkan eléforduld kozponti idegrendszeri daganatos érintettség esetén agyi tiinetek
¢s/vagy gerincveldi eredetli, bénuldssal jard rendellenességek tapasztalhatok. (Kunos, V. és

mtsai. 2004.)

A borlymphoma soran valtozatos megjelenési formaju szoliter vagy generalizalt
borduzzanatok jelentkezhetnek, amelyek epitheliotrop (mycosis fungoides) vagy non-
epitheliotrop osztalyba sorolhatdk. A borlymphoma a széjiireg mucoséjaban is kialakulhat, és
gyakran a bdéron kiviil, a nyirokcsomokban, a lépben, a majban ¢€s a csontveldben is
megjelenhet. A Kutyak epitheliotrop bérlymphomadja gyakori, és rendszerint T-sejt eredetli, az
emberhez hasonléan. A cutaneus T-sejt lymphoma ritka, jellemzé vondsa a generalizalt
borduzzanat és a periférias vérben keringd malignus T-sejtek. Ezek a lymphocytak rendszerint
nagy atmérdjiiek (15-20 um) €s hajlott, barazdalt sejtmaggal rendelkeznek. A B-lymphocytas
borlymphoma az epidermisre és az irhara terjed ki, a bor kozépsé és mély rétegeit

érintve.(Vail, D. M. et al. 2001.)



A generalizalt formaban a tlinetek kombinalédhatnak, a periférids nyirokcsomok
duzzanatdhoz [ép- és majduzzanat, a mediastindlis nyirokcsomok ¢és a tonsillak
megnagyobboddsa tarsulhat. Az elhuzodd betegség allapotromlassal, étvagytalansaggal,
losovanyodassal jar, és ilyenkor tobbnyire megfigyelhetok a mas idiilt daganatos betegekre is
jellemzd, ugynevezett paraneoplasticus szindrémak: hypoglykaemia,
hypergammaglobulinaemia, anaemia, erythrocytosis, leukocytosis, thrombocytopenia ¢s
thrombocytopathia, coagulopathia, disszemindlt intravasalis coagulopathia, polyuria,
polydypsia és laz. (Kunos V. és mtsai, 2004.), hypercalcaemia, neutrofilia, izomgyengeség,

kéma (Vail, D.M. et al, 2001.)

Az extranodalis lymphoma kifejezést hasznaljuk, ha a vesében, a nasopharynxban, a
szemben (ocular), illetve az idegrendszerben (neural) jelenik meg a betegség. A
veselymphoma relativ gyakori, a klinikai tiinetek mindkét vese érintettsége esetén
kapcsolatban allnak a veseelégtelenséggel: lesovanyodas, anaemia, megnagyobbodott vesék.
A nasopharyngedlis lymphoma esetén felsd 1éguti tiinetek, orrvaladékozas, tiisszentés, néha

orr deformitas jellemzd. (Morris, J. et al, 2001.)
2.1.3. Korjelzés

A lymphoma gyantjanak kimondasahoz a multicentrikus formanal gyakran elegendd a
fizikalis vizsgalat is, kiilonosen a testtajéki nyirokcsomok (esetleg a maj és a 1€p) érzékelhetd
megnagyobboddsa esetén. A testiiregekben helyez0dd szervek vizsgdlatahoz azonban
rendszerint  valamelyik  diagnosztikai  képalkotd  eljarasra, igy mellkasi, hasi
rontgenvizsgalatra, hasi ultrahangvizsgalatra is sziikség van. A csontrendszer vagy a kézponti
idegrendszer érintettségének gyantja esetén rontgenvizsgalat, komputertomografia, esetleg
magnesrezonancia-vizsgalat is szdba johet. A lymphoma in vivo megallapitasdhoz minden
esetben mintat kell venni az érintett elvaltozasbodl citologiai vagy szovettani vizsgalatra. Az
irodalmi adatok szerint a nyirokcsomok citologiai vizsgalatanak érzékenysége meghaladja a
95 %-ot mégpedig nemcsak a lymphoma, hanem mdas tipusi daganatok
nyirokcsomdattéteinek igazolasahoz is, feltéve, hogy a citoldgiai elemzést valdéban hozzaértd
személy végzi. Ennek alapjan a citologia lymphoma esetén is tobbnyire elegendd a
diagndzishoz. A nyirokcsom6 kimetszése €s az ezt kovetd korszovettani vizsgalat (hemalaun-
eozin festés, immunhisztokémia) azonban nélkiilézhetetlen a kiilonbozé lymphoma tipusok és
a malignitas fokanak (grade) megallapitisdhoz. Altalaban azt javasoljék, hogy a fertézéseknek

jobban kitett (all alatti, poplitealis) nyirokcsomdk diagnosztikai célra torténd kimetszését



melldzziik. A gyokérteriiletr6l szarmazd fertdzések miatt ugyanis ezekben gyakori a
gyulladasos eredetii lymphoidsejtes proliferacio, ami a korjelzést zavarhatja. A lymphoma
tipusanak ismerete fontos a kemoterapias szerek megvalasztasdhoz, (Kunos v. és mtsai, 2004.,
Krick, E.L. et al, 2009.) valamint a talélési id6 megjosolasahoz. A sentinel nyirokcsomd
vizsgalata mindenképpen indokolt, a rutin klinikai gyakorlat része, ami hozzajarul az 4llatok
pontos klinikai besorolasat.(Tuohy, J.L.et al., 2009.) A hazai gyakorlatban a praescapularis

nyirokcsomok kimetszését alkalmazzuk.

A vérvizsgalat csak a betegség gyakran legsulyosabb, leukaemias formdja esetén
alkalmas a lymphoma igazolasara, amikor a daganatos sejtek a véraramban is megjelennek.
Az elvaltozott daganatos szervek miikodésének megitélésére el kell végezni a vérplazma
biokémiai vizsgalatat. A daganatos sejtek véraramban valé megjelenésének kimutatdsdhoz
hematologiai vizsgalatokra van sziikség, tovabba indokolt a csontveld citologiai, esetenként

szovettani vizsgalata is. (Kunos V. és mtsai, 2004.)

A csontveld aspirdcionak vagy biopszianak nagyon fontos szerepe van a betegek
stadiumanak meghatarozasaban. Ha a kutyak keringésében megjelenik néhany prolymphocyta
¢s lymphoblast, akkor wvaldsziniisitheté a csontveld-érintettség. A mellkasi és a hasi
rontgenfelvétel alapvetd fontossagu a lymphoma belsd szervekben vald kiterjedésének
felderitésére. Ugyancsak hasznos lehet az ultrahang-arnyékban végzett vékony-tii aspiracid
vagy tlibiopszia, ami segit a Iép, a mdj €s a mesenteridlis nyirokcsomok kiértékelésében. Ha
lehetséges, a periférids nyirokcsomokbol valdo mintavételt kell eldnyben részesiteni a

fertdzésveszeély csokkentése érdekében. (Vail, D.M. et al., 2001.)
2.1.4. Klinikai tiinetek

A klinikai tiinetek valtozatosak €és nagymértékben fiiggnek a tumor helyezddésétol és
kiterjedésétdl. A leggyakoribb, multicentrikus forma (80%)és a generalizalt nem-fajdalmas
lymphadenopathia ismerhetd fel a legkovetkezetesebben. Rdadasul a hepatosplenomegalia és
a csontvelo-érintettség is altalaban eldfordul. Foként a nem-specifikus tiinetek dominalnak:
anorexia, sulycsokkenés, hanyas, hasmenés, lesovanyodas, ascites, dyspnoe, polydipsia,
polyuria, 14z. A mellkasi rontgenen a sterndlis és a tracheobronchialis nyirokcsomok
megnagyobbodasa, a cranidlis mediastinum kiszélesedése €s a tiidoparenchyma interstitialis
besziirddése lathatd. A hasiiri rontgen-felvételen a maj-és 1épmegnagyobbodas, valamint a

mesenterialis €s szublumbalis nyirokcsomok duzzanata észlelhetd.



A gastrointestinal vagy alimentélis forma esetén ugyancsak a nem-specifiku stiinetek

dominalnak: hanyés, hasmenés, sulycsokkenés, malabsorpcio.

A mediastinalis formdnal a cranidlis mediastinum struktirai és/vagy a thymus
megnagyobbodasa lathatd, melynek kovetkezményeként precavalis szindroma, a fej, a nyak €s

a mellsd labak oedémas besziirddése 1€thatd a vena cava cranialis sszenyomatasa miatt.

A borlymphoma rendszerint generalizalt vagy multifokalis formaban jelentkezik
csomo, plaque, fekély, valamint erythemds vagy exfoliativ dermatitis formajaban. A mycosis
fungoides egy kronikus lefolyasti formdja, amely 3 klinikai stddiumban nyilvanul meg.
Kezdetben a bor hamlik, alopecia és pruritus a fo tiinet. Eldrehaladott stddiumban a bor
erythematosussa, elvékonyodottd, kifekélyesedetté és exudativva valik. A végsd stadiumra a
proliferativ plakkok €s csomodk jellemzdek eldrehaladott fekélyesedéssel. Esetenként a bor-
forma az inyre és az ajkakra is raterjed, ahol multicentrikus erythematosus plakk-szer(i

hamhidnyok vagy csomok forméjaban nyilvanul meg.

A primer kozponti idegrendszeri lymphoma multifokdlis és soliter formdban is

megjelenhet. Rohamokban, paralysisben €s paresisben jelentkezhet.

Az oculdris lymphoma {6 tiinete az iris elvékonyodasa és beszlirddése, a hypopyon,
hyphema, posterior synechia és glaukoma. Egy tanulmany szerint 94 multicentrikus
lymphomaban szenvedd kutya 37 %-ban (35) jelentkezett szemelvaltozés a lymphomaval

Osszefliggésben.(Vail, D.M. et al. 2001.)
2.1.5. Differencial diagnozis

A lymphadenopathia differencidl diagnozisa fiigg a korel6zménytdl (fert6zo betegség

érte-e az allatot), a daganat méretétdl, konzisztencidjatdl, az érintett nyirokcsomo

helyezddésétol. A felmeriild betegségeket az 1. tablazat foglalja 6ssze.



1. tablazat: A lymphoma altalanos elkiilonitd korjelzése

Forras: Vajdovich P.: A kemoterapids kezelés eredményei kutydk lymphomadjanak

gyogyitasaban II. Kisallatpraxis 2001. 2. (1.) 3. o.

Anatomiai forma

Differencialdiagnozis

Multicentrikus -
Generalizalt
lymphadenopathia

Disszeminalt fertozések

Baktériumok: streptococcosis, Lyme-kér
Virusok: adenovirus, szopornyica
Rickettsidk: toxoplasmosis, demodicosis
Gombak: aspergillosis, candidiasis

Mas haemopoeticus daganatok

Leukemidk
Myeloma
Szisztémas histiocytosis

Tumormetasztazisok

Alimentaris

Bél

Infiltrativ  enteritisek- lymphocytas, plazmasejtes,
eosinophilsejtes formak

Intesztinalis neoplazidk

Granulomatosus enteritis

Gastrointesztinalis hizosejtes daganat

Hiperaemia

Zsiros infiltracid (€hezés, hyperadrenocorticismus,
diabetes mellitus)

Gyulladés-bakterialis  (cholangiohepatitis), virusos
(Rubarth-kor), parazitas (toxocariozis-larvavandorlas)
Extramedullaris haematopoesis

Cirrhosis

Mas daganat metasztazis a majban

Lép

Hiperaemia

Hematdéma

Idiilt gyulladas, hiperplazia
Extramedullaris haematopoesis
Hemolitikus kérképek

Szepszis

Haemangiosarcoma

Mas daganat metasztazisa a Iépben

Bor

Pyoderma
Immuneredetti dermatitis (pl. pemphigusok)
Bordaganatok

Gatorkoz

Thymoma

Szivbazis daganat (chemodectoma)

Ektopids pajzsmirigydaganat

Lymphomatoid granulomatézis tiidoben

Fert6z0 eredetli granulomatosis (pl. blastomycosis)
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2.1.6. Az anatéomiai helyezodés és a betegség kiterjedtsége (fokozatba sorolas)

A lymphoma valtozatos megjelenési formai miatt sziikségesé valt az emberi
megbetegedések diagnosztikajaban mar alkalmazott egységes besorolas. Ez magaban foglalja
a betegség helyezddését, elorehaladottsaganak mértékét, amelybdl fontos kovetkeztetéseket
lehet levonni a gydgykezelésre és a varhatd talélésre. A kutydk lymphomajara is kidolgoztak
a fokozatba sorolas rendszerét az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization-
WHO) ajanldsai alapjan. Ennek megfelelden A-F jelolést alkalmaznak az anatomiai
helyez6dés alapjan, mig I-V.szammal jelolik a betegség kiterjedtségének mértékét, tovabba
alosztalyokat is megkiilonboztetnek a klinikai tiinetek sulyossdganak megfelelden ( 2.

tablazat). (Kunos V. és mtsai, 2004.)
A lymphomas kutyak fokozatbesorolasa a WHO ajanlasaval
(MAL 126. (2004). 681. oldal)

5. Anatomiai megjelenés
A. Generalizalt

Alimentaris

Thymus

Bor

Leukaemias forma

mm o o w

Egyéb
6. Sulyossag
I. Csak egy nyirokcsomot vagy nyirokszervet érintd elvaltozas
II. Tobb, azonos régidba tartozd regionalis nyirokcsomo érintettsége
III. Generalizalt nyirokcsomd-elvaltozas
IV. Madj-és/vagy Iépelvaltozas (£ I11.stadium)

V. Vér- vagy csontvelo-érintettség €s/vagy tovabbi nem lymphoid szervek érintettsége

(£ I-IV.stadium)
Alosztaly:
a) Szisztémas klinikai tiinetek nélkiil

b) Szisztémas klinikai tiinetekkel

11



2.1.7. A szovettani tipus meghatarozasa

Mivel a lymphomat a fiatal lymphoidsejtek daganatosan transzformalddott eltérd
kloénjai okozzédk, kiilonb6zd sejtes eredetli formak €s immunfenotipusok kiilonboztethetok
meg. Az emberi non-Hodgkin lymphoméhoz hasonldan a kutydk esetében is fokozott igény
mutatkozott az egységesitett szovettani besorolasi rendszer kidolgozéasara. Kezdetben az un.
Working Formulation beosztast és a modositott Kiel-1 osztdlyozast hasznaltdk, ma mar
azonban az un. REAL-csoport (Revisited European-American Lymphoma Study Group)
osztalyozasat javasoljadk. Mindegyik rendszernél figyelembe veszik a sejtek eredetét és
plazmasejtes lymphoma) és a proliferacié mértékének jeleit (grading). A Kiel-i és a REAL-
csoport osztalyozasa emellett még az immunfenotipus alapjan is kiilonbséget tesz (B- €s T-,

ill. non-B, non-T sejtes formak). (Kunos V. €s mtsai, 2004.)
Altalaban a legrosszindulatubb lymphomak B-sejt eredetiiek. (Vail, D.M. et al. 2001.)

A két leggyakoribb morfologiai tipus a diffiz nagysejtes (centroblastos) &s

immunoblastos forma. (Greenlee, P.G. et al, 1990.)
2.1.8. Korlefolyas és gyogykezelés

Célzott terapia nélkiil a lymphoma korlefolyasa tobbnyire gyors, a korjoslat rossz, a
betegek altalaban 4-6 héten beliil, egyre sulyosbodo tiinetek mellett elpusztulnak. Ugyanakkor
a lymphoma (kevés kivételtdl eltekintve) sikeresen gydgykezelhetd és tobb honapos vagy akar
tobbéves tulélés érhetd el, ha idoben felismerik. Mivel altaldban generalizalt formaban
jelentkezik, ezért terdpias céli mitéti beavatkozas nem jon szoba, hanem citosztatikus
kezelésre van sziikkség a koros sejtek szaporodoképességének visszaszoritasara. Sokféle
citosztatikus (kemoterapias) gyogykezelési séma all a klinikusok rendelkezésére, amelyek
koziil a beteg altalanos allapotatol, a korkép szovettani tipusatdl és a tulajdonos anyagi
lehetdségeitdl fliggden lehet valasztani. Ezek egymadstdl a gydgyszerbeadas gyakorisdgaban,
valamint az alkalmazott citosztatikumok szamaban és Osszetételében kiillonboznek. Tobb,
kiilonbdzd hatdsmechanizmusu gyodgyszer kombindlt alkalmazasakor a gydgykezelés
eredményesebb. (Kunos V. ¢és mtsai, 2004.). A kutydk jol tolerdljak a kemoterapids
beavatkozéasokat, az esetek tobbségében teljesen meggyodgyulnak, klinikai tiineteket nem
mutatnak, és jo életmindségben ¢Elik le életiiket. A kemoterapids kezelés alapvetd célja, hogy

tartds teljes gyogyulast idézziink eld és megmentsiik a kutyadkat az esetleges visszaesés utan
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is. A legtobb kutya a kovetkezd okok miatt esik vissza a kemoterdpia utdn: pontatlan
adagolas, a beadas gyakorisdga, a kemoterapias agensek ellen kialakult multidrug rezisztencia
(MDR), bizonyos esetekben til magas koncentradci6 alkalmazasa. A kemoterapiara adott
valasz szamos tényezotol fligg: a betegség helyezddése, kiterjedése (klinikai stddium), a
klinikai tiinetek jelenléte vagy hidnya, a szdvettani tipus, az immunofenotipus, az el6z6
kemoterapidra vagy kortikoszteroidokra adott valasz, a multidrug rezisztencia kialakulasa, a
daganat proliferacidos ratdja, a paraneoplasztikus tiinetek jelenléte (hypercalcaemia,
sulycsokkenés, majelégtelenség). A koltségeket ugyancsak szamos tényezd befolyasolja: az
alkalmazott hatdanyagok, az allat mérete, a beadas gyakorisaga, a toxicitds monitorizalasahoz
sziikséges laboratoriumi tesztek. Jelenleg, a leghatisosabb kemoterdpias hatdanyagok:
Doxorubicin, = L-asparaginaz,  polyetilén-glycol = (PEG)-L-asparagindz,  vinkrisztin,
ciklofoszfamid, prednisolon. Més hatdéanyagok is aktivak, de ezeket csak masodsorban
alkalmazzuk: vinblasztin, cytosin arabinosid, Actinomycin-D, mitoxantrone, klorambucil,
metotrexat. (Vail, D.M. et al, 2001.) A citosztatikumok hatdsmechanizmusat az 1 .dbran

szemléltetem. (Fiiggelék 1. ébra)

A cy ) o
A hilkel k adriamyein, dactino-
a DNS- " myein, daunorubicin,

p— mithra n[a DN
L L/ ez kotadik, igy
az RNS-produkciot
L e blokkolja

a citidil dezoxicitidilsavva

tBrténé redukcidjst blokkolja m

a timidilat-
szintetazt
blokkolja

gatolja a alkilalé szerek
urinok étala- cross link
sét nitrozokarbamid-
vegylletek

(transfer-, riboso-
blokkolja - malis-, messenger-)

L-asparagint hidrolizélja™———= fahérjesynthesis (enzimek)

blokkolja

vinca-alkaloidék vinblastin, vincristin |- az oszlési orsot kérositjk
&s a mitozist leallitjdk
[szteroid hormonak]androgének, &sztrogének, progeszieron,

glukokortikoidok az RNS-fliggd proteinszintézist befolyésoljak;
a hormonélisan aktiv sejtk&tésekre hatnak

[op-DDD]a meliskvesében meggétolja a szteroidk&t6dsstl

a gluko- és ketosztercidok periférids metabolizmusét
megvéltoztatja

1. abra A citosztatikumok tdmadéspontja. Az dsszefoglald abran a citosztatikus szerek
genetikai hatdsmechanizmusa lathato.

Forras: Vajdovich P., Kiséllatpraxis 2001. 2. (1.) 2-8.
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A leghatékonyabbnak bizonyult, altalunk is hasznalt kemoterapids eljardsok a
ciklofoszfamid, a doxorubicin, a vinkrisztin és a prednisolon egylittes alkalmazasan
alapulnak, L-aszparaginazzal kombindlva, vagy anélkiil. Ezzel a kezeléssel az atlagos teljes
talélési id6 11,9 -17 honap. A COPA kemoterdpias protokollt (1.fliggelék) alkalmazva
(C=ciklofoszfamid, O="oncovin”, vinkrisztin, P=prednisolon, A=adriablastina=doxorubicin)
80-90%-ban teljes remisszid (a nyirokcsomok vagy a daganatos szervek normal méretre
torténd visszaalakuldsa) és 12 honapos atlagos talélés érhetd el (az allatok 25%-a 2 évnél
tovabb ¢él). (Kunos V. és mtsai, 2004.) Csak kortikoszteroid teradpidval harom honapra

nyujthaté ki a talélési id6, mig kemoterapidval rendszerint 6-9 honap.(Morris, J. et al, 2001.)

Ritkan, szoliter elvaltozasok esetén, a sebészi vagy radioterdpiai megoldas is szoba
jon, de ezt csak a biztos fokozatba sorolast kovetden, kizarolag I-es stddiumu betegeknél
ajanlatos ¢s etikus elvégezni. Minden mas beavatkozashoz hasonloan, a citosztatikus
terapianak is szamos mellékhatasa lehet. A kutyakban tapasztalt mellékhatasok azonban
kevésbé sulyosak, mint az emberi kezelések kapcsan jelentkezok, és az allatok jobban is
toleraljak azokat. Ezek felismerése és a beteg allapotanak nyomon kovetése lényeges a
gyogykezelés teljes idOtartama alatt. (Kunos V. ¢s mtsai, 2004.) A kezelésre adott
valaszreakci6 a nyirokcsomo és a lathatd daganatszovet méretének csokkenésében allapithato

meg.(Morris, J. et al, 2001.)
A kovetkezOkben néhany citosztatikum mellékhatdsait mutatom be.

Altalanosan jellemz6 a citosztatikumokra, hogy a csontvelé és a gastrointestinalis
rendszer szaporodasban 1év0 sejtjeire nézve is karositd hatastiak, igy myeloszuppreszidt és
hanyast, ill. hasmenést okozhatnak. Fontos megemliteni e szerek immunszuppresziv hatasat
is. A kemoterdpias kezelésben részesiilo betegek esetében egy egészen egyszerd, altaldban

gyomor-bél rendszeri fertdzeEs is sulyos, esetenként letalis kimenetelt lehet.

A doxorubicin kifejezetten myelo- és cardiotoxicus hatasu lehet, ismételt alkalmazasat

kovetden tulérzékenység, a beadast kovetden hanyas, hasmenés, pancreatitis eldfordulhat.

A ciklofoszfamid is myelotoxikus hatast, tovabba hanyast, hasmenést okozhat,
valamint urotoxicus is. Alkalmazéasat kovetden eloéfordul a steril, vérzéses cystitis, amely

azonos adagban adott mesna hatéanyagu készitménnyel (Uromitexan inj.) kivédhetd.

A vinkrisztin esetenként neurotoxikus. Mindhdrom szerre jellemzd a periférids

karositd hatds, amelynek kovetkeztében paravénas applikacid esetén rosszul gyogyulo
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paraphlebitis alakulhat ki. Az L-aszparagindz hypersensitivitdst, pancreatitist okozhat,

esetenként neurotoxikus hatasu.

A gybdgykezelési eldirasok betartdsaval a mellékhatdsok eléfordulasa minimalisra
csokkenthetd, ezaltal a legtobb citosztatikus kezelés alatt allo6 beteg panaszmentes, ¢és az

egészséges allatokhoz hasonlo a fizikai aktivitasa. (Kunos V. és mtsai, 2004.)
2.2. A terapiarezisztencia

Minden biologiai rendszer fennmaradasa szempontjabol alapvetden fontos az a
tulajdonsag, hogy a szdmadra veszélyt jelentd anyagcseretermékektdl vagy a kiilvilagbol
bejutott karos anyagoktol kiillonb6zé mechanizmusok segitségével megszabaduljon. A sejtek
vagy a beldlik felépiild szervezetek ezeket az anyagokat valtozatlanul vagy kiilonféle
biokémiai folyamatok eredményeként megvaltoztatva, esetleg részlegesen artalmatlanitva

juttatjak a kiilvilagra.

Az evolucid soran erre a feladatra 6nallo szervek alakultak ki (pl. maj, vese), de a
fejlodés soran konzervalodott, és a legtobb sejtben ma is szinte valtozatlan formaban
sikeresen mukodik. A szervezetbe juttatott gydgyszerek €s egyéb, sejtmiikodést befolydsolo
anyagok hatésat jelent0sen csokkentheti, akar ki is olthatja a sejtnek ez az Osi és természetes
védekezd rendszere. Erre a jelenségre, amelyet terapiarezisztencianak neveztek el, legeldszor
a baktériumok antibiotikumok ellen kifejtett ellenalld képességének felfedezésekor deriilt
fény. Ujabban a daganatos betegségek kemoterapias kezelésében okoz sulyos nehézségeket,
mivel a tumorsejtekben ezek a védekezd mechanizmusok felerdsodhetnek, amely a
gyogyszeres kezelés kudarcdhoz, igy a beteg haldlahoz vezethetnek. A rezisztencia lehet
intrinszik, vagyis eredendd, mas néven genuin, azaz a sejt alapveto, kezdettdl fogva jellemz6
tulajdonsaga (pl. a Gram-negativ palcdk tobbségének penicillin elleni rezisztencidja).
Ugyanakkor szamos esetben csak késobb alakul ki ez a tulajdonsédg, ilyenkor beszéliink
extrinszik vagy szerzett ellendlld képességrol (pl. a riboszéma-fehérje megvaltozasa

sztreptomicin-rezisztenciat okoz).
A teréapiarezisztencia lehet farmakokinetikai vagy farmakodindmiés eredetii.

Farmakokinetikai esetben az ellendlld képesség kialakuldsanak hatterében allhat pl. a

gyogyszerek helytelen aluladagolasa, a kezelések rossz idOzitése (litemezése), a szajon at
beadott szerek rossz felszivodasa (pl. emésztési vagy felszivodasi zavarok esetén), a

készitmény nem megfeleld transzportja, elégtelen atjutdsa a szervezet barrierein, rossz
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penetracidja a célszovetbe (pl. a szovet gyenge vérelldtasa miatt), vagy a gydgyszer csokkent

aktivacidja a szervezetben.

A farmakodinamids rezisztencianak szamos oka lehet, pl. a gydgyszereket

hatastalanito enzimek fokozott aktivitasa, a DNS-szintézisre hatd szerek esetében a fokozddo
DNS-javitas (DN A-repair), a programozott sejthaldlt (apoptosist) el6idézd gyogyszerek esetén
az antiapoptotikus folyamatok felerdsodése, a DNS-replikacid soran nélkiilozhetetlen, Un.
topoizomeraz enzimeket gatld szerek (fluorokinolon, etopozid) esetén az enzim fokozott
mikodése, valamint a szabadgyokképzd xenobiotikumok ellen a sejtek redox
tulajdonsagaiban fontos szerepet jatszo antioxidans (foként glutation) rendszer hatékonyabb

mikodése. (Szécsényi D. €s mtsai, 2007.)
2.3. Membranpumpa-fehérjék és miikodésiik

Az elobb emlitett szamos mechanizmus koziil talan az egyik legnagyobb a karos
anyagok eltavolitasat végzd membranpumpa-fehérjék csoportja, amelyek gyorsan és
hatékonyan kijuttatjadk az egyes gydgyszereket a sejtbol, mielott azok hatasukat kifejthették
volna. Ezeknek az un. ,effluxpumpédk”-nak két fontosabb csoportjat kiilonboztetjiik meg, az
un. ,ATP  binding  casette  transporter’-eket = (ABC-transzporterek,  melyek
transzmembranfehérjék) és az Un. ,,major vault protein”-eket (MVP-k). (Szécsényi D. és

mtsai, 2007.)

A daganatok kezelése soran nehézséget jelenthet, ha a daganatsejtek ellendlloak az
alkalmazott gyogyszerekkel szemben. Ez a rezisztencia az adott daganattipus eredendd
tulajdonsaga is lehet, ugyanakkor barmilyen daganatsejtben a kezelés soran is kialakulhat. A
kemoterapias készitmények elsdsorban a DNS-szintézis, ill. a sejtosztodas ellen hatnak, a
sejtciklus szaporodasi fazisaban tudjak hatasukat kifejteni, ezért a nyugalmi szakaszban 1évo
daganatsejtek lényegében rezisztensek. Minél nagyobb ardnyban vannak jelen szaporodd
sejtek a daganatban, annal nagyobb eséllyel hatnak a kemoterapids készitmények. A
rezisztencia kialakuldsanak hatterében a sejtek tulélését biztositd folyamatok aktivalédasa is
allhat a kiilonbdz6 novekedési faktorok (insulin like growth factor-IGF-1, endothelial growth
factor-EG F) altal.

Juliano, Ling ¢és mtsai elsoként irtak le a 170 kDa molekulastulyu fehérjét, az an. P
(permeability) gliitkoproteint (Pgp), amely Osszefliggésbe hozhat6 a daganatsejtek tobb,

kiilonbozd gydgyszerekkel szemben kialakult ellendlld képességével. A fehérjét kodold gént
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mdrl (multidrug resistance 1= tobbszoros gyogyszer-rezisztencia) génnek nevezték el, és az
altala kodolt fehérjét MDR1 fehérjének. Az MDR elnevezés onnan ered, hogy a daganatsejtek
az MDRI1 fehérje révén tobb, kiillonbozo szerkezetli és hatasmechanizmust, hidrofob
tulajdonsagti kemoterapids szer ellen is rezisztenssé¢ valnak (vinkrisztin, doxorubicin). Az
mdrl gén klénozasa soran megallapitottak, hogy a kutya és az ember mdrl génje 93%-ban

homoldg. (Szécsényi D. és mtsai, 2007.)
2.3.1. Az ABC-transzporterek

A Pgp az ATP-binding casette transporters (ABC) fehérjecsaladba tartozik. A
fehérjecsalad tagjai az egysejtiiektol kezdve az emberig minden él61ényben megtalalhatok,
nélkilozhetetlen védelmi feladatokat latnak el. A legtobb ABC-fehérje aktiv
membrantranszporter, amely az ATP energidjanak felhaszndladsaval, koncentraciégradiens
ellenében képes kiilonféle anyagok (hidrofob molekuldk: citotoxikus anyagok ¢&s festékek)
membranon keresztiil torténd szallitasara. Az ABC-transzporterek csaladjan beliil 7 alcsalad

1étezik (ABCA-t61 ABCG-ig). (Szécsényi D. és mtsai, 2007., Karaszi, E. et al. 2000)

> A Pgp (vagy mas néven MDRI1 fehérje) 160-180kDa molekulatomegii
membranfehérje, mely a sejthartydban és a sejten beliili vakuélumok membranjaban is
megtalalhato. A membranban elhelyezkedd Pgp 6-6- szegmensbdl felépiilo két
transzmembrandoménbdl (TMD) all. (2. abra) Mindkét TMD-hez 1-1 ATP-ko6td
domén csatlakozik. A molekula mikodésekor, a szubsztrat megkotésével egyiitt ATP-
hidrolizis kovetkezik be. Ennek felszabaduld energidja olyan konformacié-valtozast
okoz, amely a szubsztratot a membranon kiviilre juttatja. Ahhoz, hogy a Pgp-molekula
visszatérjen eredeti, szubsztratmegkotésre alkalmas allapotdba, a masik ATP-kotd
helyen bekodvetkezd tijabb ATP-hidrolizis energidja sziikséges. (Szécsényi D. és mtsai,
2007.)A szovetekben jelenlévd MDRI1 legfobb feladata az abszorpcid és a szekrécio.
(Glavinas, H. et al. 2004.) Minden multidrug transzporter tulnyomorészt a
plazmamembranban helyezddik. Az MDRI1 a polarizalt sejtek apikalis (luminalis)
oldalan talalhato tigy, mint a bél epithelsejtejiben, a vese proximalis tubulusaiban és a
hepatocytdk canaliculdris membranjaban. Ezzel szemben az MRPI1 kizardlag a

polarizalt sejtek basolateralis membranjan helyezkedik el.(Glavinas, H. et al. 2004.)
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2. dbra A Pgp-molekula szerkezete

Forras: MAL 129. (2007.) 300.0.

» A kemoterapia rezisztencia kialakuldsaban egy masik, az ABCC alcsaladba tartozo
fehérjecsoportnak is fontos szerepe van, ezek az un. MRP-k (multidrug resistance
associated proteins). Az MRP1 az ABCC alcsaladba tartozo 190kDa molekulatomegi
membranfehérje (ABCC1). Az MRP1 a Pgp-hez képest tovabbi 5 transzmembran-
szegmenst tartalmaz (transmembrane domain zero-TMDO0), amelyek a molekulanak a
Pgp-hez hasonlé felépitésti magjahoz egy kapcsolo-(linker-) régid segitségével
csatlakoznak. Feltehetden ez az Gn. TMDO-régio felelds a molekula szervesanion-
affinitasaért. Szubsztratspecificitasa hasonldo a Pgp-éhez, de fontosak a kovetkezd
kiilonbségek: a Pgp-vel szemben az MRP1 nem hat a taxanokra, viszont amig a
metotrexatot a Pgp nem képes kipumpalni a sejtekbol, addig az MRP1 igen. Az MRP1
a kiilonb6zd xenobiotikumokkal szemben mutatott rezisztencian kiviil a gyulladasos
szervezetben altalanosan eléfordul, a hamsejtek basolateralis részén expresszalodik.

Az MRP2 (canalicular multispecific organic anion transporter-cMOAT,
ABCC2) a szervezet homeosztazisdnak fenntartdsdban vesz részt. Szamos kiilsd ¢és
belsd eredetli mérgezd anyag (koztiik citosztatikumok) semlegesitodik glutationnal,
glitkuroniddal vagy szulfattal kapcsolodva, melyeket az MRP2 valaszt ki az epébe és a
vizeletbe. Ez az ABC-transzporter kiilonféle gyogyszerek ¢&s antibiotikumok
felszivodasat akadalyozza, ill. kivalasztasat noveli. Az MRP2-fehérje elsdsorban a maj
epecsatornaiban és a vese proximalis tubulusdban, a hamsejtek (pl. bélham) apicalis

membranjdban fejti ki hatasat. (Szécsényi D. és mtsai, 2007.)

Ugy tiinik, hogy az MDR1 vagy P-gliikoprotein és az MRP1 a leggyakoribb és a
legjobban jellemzett oka a terdpiarezisztencianak. Mind az MDRI1 /Pgp/, mind az MRP1
transzmembran glikoproteinek, amelyek szubsztrat-specificitasa hasonld, annak ellenére,

hogy csak 15%-ban tartalmaznak azonos aminosavakat. (Glavinas, H. et al. 2004.)

18



2.3.2. A Pgp altalanos bioldgiai szerepe

A daganatok egyik legjelentdsebb tényezdje az MDRI1 transzporter, vagyis a Pgp
mikodése. Ez a fehérje kipumpalja a sejtekbdl a mérgezd citotoxikus anyagokat,
koncentracidjukat a hatasos szint ald csokkenti még miel6tt ezek a sejtmagba vagy annak
kozelébe jutva, hatasukat kifejthetnék.(3. abra) Elettani feladatuk pontosan nem ismert, de
feltehetden fontos szerepiik van a sejtek, ezaltal a szervezet kiilonféle mérgezd anyagokkal
szembeni védelmében. Jelen vannak tobbek kozott a bél, a maj, a vese hamsejtjeiben, a
mellékvesében, a placentdban, a tiidoben, a periférids vér sejtjeiben, a csontveldben, szamos
endokrin ¢és exokrin szekréciot végzd szovetben. Ezeken a helyeken akadalyozzadk a
gyogyszerek felszivodasat, szdmos anyagot pumpalnak ki az epébe és a vizeletbe, védik a
magzatot az anya vérében talalhatd karos anyagoktol. Részt vesznek a vér-agy és a vér-here

gat felépitésében és mitkkodésében is.

A skot juhaszkutydk (és keverékeik) jol ismert ivermektin-érzékenységét a Pgp-t
kédolo mdrl gén delécidos mutacidja okozza. Az ilyen allatokban megvaltozott szerkezetd,
kisebb méretli Pgp termelddik, amely nem képes ellatni szerepét a vér-agy gatban, nem
alkalmas arra, hogy megvédje az agyszovetet az ivermektintdl, igy az felhalmozodik az
agysejtekben, ami stulyos toxikozishoz vezet. A Pgp expresszidjat vagy funkcidjat befolyasolo
anyagok a kovetkezok: verapamil, kinin, ciklosporin, klorokvin, trifluoroerazin, tamoxifen,
surfactantok, progeszteron ¢&s egyéb szexualszteroidok, kortikoszteroidok, loperamid,
ondansetron, doxiciklin, itrakonazol, ketokonazol, digoxin, omeprazol. (Szécsényi D. és

mtsai, 2007.)
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3. abra. A Pgp-pumpa mikodése
Forras: MAL 129. (2007.) 302. o.
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3.1.1. A Pgp szerepe a kutyak daganatos korképeiben

Egyes daganatok gyakori intrinszik (eredeti, nem szerzett) kemoterapiarezisztenciaja
az erdteljes Pgp-(P-gliikoprotein) expresszidonak koszonhetd pl. a hepatocellularis carcinoma
¢s a gyomor-bél rendszer carcinoma esetén. A kutyak ¢és macskdk lymphomédinak
citosztatikumokkal torténd kezelése sordn gyakori a szerzett terapiarezisztencia. Ilyenkor a
kezelés kezdetén gyors remisszio (a daganatok visszahuzodasa) kovetkezik be, majd késdbb
vagy a kezelés befejezését kovetden, rovidesen a daganatok wjra novekedésnek indulnak,
relapszus(visszaesés) kovetkezik be, a daganat recidival (visszatér). Az ilyen visszaesett beteg

hatékony terapidja mar sokkal nehezebb feladat, mint az eredeti daganatos betegség kezelése.

A kutydk kiilonb6z6 tipusu daganatai két nagy csoportba sorolhatok aszerint, hogy
Pgp mindig vagy csak bizonyos esetekben mutathat6 ki benniik. Az elsd csoportba tartoznak
példaul a majdaganatok (emberekben is), a masodikba a lymphomak, a hizdsejtes daganatok
(mastocytomak) és a hugyholyag-carcinomdk. Szdmos daganat tipus esetén mutattak ki Pgp
pozitivitdst immunhisztokémiai vizsgdlatok segitségével. Lymphoma esetén 27,2 %-ban
tapasztalatak pozitivitast. A Pgp fontossdgat a lymphomas kutydk gydgyitdsdban tobb
tanulmany bizonyitja. Ezekben a tanulmanyokban megallapitottdk, hogy a Pgp-expresszio
valamint a visszaeséskor mért Pgp-szint forditottan aranyos a tulélési idovel. (Szécsényi €s

mtsai, 2007.)
2.2. Az MDR fehérjék (Pgp/MDR1/ és MRP-k) kimutatasa

Az MDR-aktivitds egy prognosztikai faktor a tulélési arany meghatarozéasara, és

alkalmas a visszaeso paciensek kiszlirésére.(Karasz, E. et al. , 2000.)

Legaldbb harom kiilonb6zé megkozelités 1étezik a klinikai MDR meghatarozasara:
egyrészt funkcionalis tesztek, amelyek mérik a gyodgyszerek és a festékek kipumpaldsat,
illetve felhalmozodasat; masrészt az expresszid mértéke monoklondlis ellenanyagokkal is
megallapithatd; harmadrészt Northern blot analizissal vagy kvantitativ reverz transzkriptaz

polimeraz lancreakcidval (RT-PCR) mRNA szint meghatarozhaté. (Karaszi, E. et al., 2001.)
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A. In vivo mddszerek:

A Pgp kimutatdsa ¢és mennyiségi meghatdrozasa valdjaban klinikai
szempontbol nem ad elegendd informaciot, mert a kezelés kimenetelét illetden
sziikséges tudnunk, hogy az adott sejt esetén a jelenlevd pumpafehérjék aktivitdsa
milyen foku. Emiatt szdmos in vivo végezhetd funkciondlis tesztet is kifejlesztettek,
melyek altaldban azon alapulnak, hogy a vizsgalandd sejtekhez valamilyen Pgp-
szubsztratot adnak, amelynek mennyisége a sejten beliil mérhet6. Minél tobb a
miikodOképes Pgp a vizsgdlandd sejt membranjaban, annal tobb szubsztratot
pumpalnak ki, igy a sejten beliil anndl kevesebb mutathatd ki. Az ilyen rendszerek egy
része alkalmas Pgp-inhibitorok hatékonysagdnak vizsgalatara is. Minél hatékonyabb a
Pgp mitkodését gatld anyag, annal tobb szubsztrat marad a sejtekben. (Szécsényi D. és

mtsai., 2007.)

In vivo, a gyodgyszereknek at kell jutni a farmakoldgiai barriereken azzal a
céllal, hogy kotddhessenek a bél epithelsejtjeihez, eloszoljanak a vér-agy gat
endothelsejtjeiben vagy a hepatocytakban és a proximalis tubulusok epithelsejtjeiben
kivalasztédjanak. A sejten keresztiili mozgast az egyrétegli efflux prdobaval
modellalhatjuk, melyet vektoridlis transzport prébanak is szokas nevezni. Létezik
néhdny sejtvonal, ami egy permeabilis oszlopon képes ndvekedni, ahol a sejtek egy
Osszeallt réteget formalnak tight junction-nal. A sejtvonalak polarizalt epithelidlis vagy
endothelidlis sejtek, tight junction-nal. Leggyakrabban a human intestinal epithel
sejtvonalat, a kutya vesébdl szdrmazd sejtvonalakat és a sertés vese epithelialis
sejteket hasznaljdk erre a célra. A tesztelt gydgyszer illeszkedni tud a sejtréteg egyik
oldaléra, ¢s a sejtrétegen keresztiili transzport sebességét mérhetjiik az apikalistol a
basolateralis vagy a basolaterdlistol az apikalis irdnyba. Ha egy aktiv transzport
folyamat megvaltoztatja a tesztelt hatéanyag mozgasat a sejtmembranon keresztiil,
akkor a vegyiiletet kiillonb6z0 gyorsasaggal transzportalja a két iranyban. Az efflux
transporterekre  specifikus moduldtorok a transzport sebességben felmertild
kiilonbségeket kiegyenlitik, megerdsitve ezzel a gydgyszer-transzporter kdlesonhatést.
A szaéllitott szubsztrat vagy modulald dgens kotddése megvaltoztatja a szallitd fehérje
Egy fluoreszcens-aktivalt sejtosztalyozén (FACS) alapuld probat fejlesztettek ki,
amelyben egy konformaciora érzékeny monoklonalis ellenanyag felismeri az MDR1

extracellularis epitopjat. (Glavinas, H. et al. 2004.)
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B. In vitro mddszerek:

In vitro prébakkal lehetséges a multidrug transzporterek és a kiilonb6zo
gyogyszerek és toxikus agensek kozotti interakcio mérése. Ezek a probak foleg azokat
a lényeges ABC transzportereket vizsgaljak, amelyek részt vesznek a daganatok
terapiarezisztencidjaban, a gydgyszerek metabolizmusaiban és a toxikozisok
kialakitasaban. A funkcionalis in vitro tesztek fOleg egy szubsztrat athelyezésének
valtozasok meghatdrozasan alapulnak. A gydgyszer €s a transzporter kdzotti interakcid
kozvetetten is meghatdrozhatd, mivel befolyasolja a reagald szubsztrat transzportjat.
Masrészt az interakcid kozvetleniil is detektalhaté a probaban haszndlt hatéanyag
athelyezésének mérésével. A direkt moddszer sokkal alkalmasabb a szubsztrat

kisziirésére. (Glavinas, H. et al. , 2004.)

A Pgp fehérje daganatszovetbdl torténd kimutatasara €s mennyiségi
meghatarozasara tobbek kozott az immunhisztokémiai vizsgélat, a Western-blot
modszer és a fehérjét kodold génszakaszbdl atirdd6 mRNS kimutatdsara szolgalod
valoés idejli polimeraz lancreakcio (RT-PCR) alkalmas. Az emlitett mddszerek
altaldban bonyolultak, iddigényesek, valamint képzett és tapasztalt szakembereket €s
specialis laboratériumi hatteret igényelnek. Emellett mennyiségi meghatarozasra

kevéssé alkalmasak. (Szécsényi D. €s mtsai, 2007.)

» A funkcindlis MDR tesztek szamos tipusat irtak el: ezek koziil néhany
gyogyszereket (daunorubicin, doxorubicin), masok festékeket (rodamin,
calcein, DiOC,) hasznalnak, mint fluoreszcens probat.(Karaszi, E. et al, 2001.).
A széllitott szubsztratokat fluoreszcens festékkel jelolik meg. Tovabba a
fluoreszcens molekuldk a kiilonbdzd transzporterek szubsztratjai is lehetnek.
Mivel a legtobb teszt hatéanyaga nem fluoreszkal, rendszerint indirekt
festéseket alkalmaznak fluoreszcens rodaminnal, amely az MDRI1 transzporter
szubsztratja. (Glavinas, H. et al. 2004.) Az un. CD56+ rodamin efflux
vizsgalatot a természetes 010- (natural killer-NK, CD56+) sejtek Pgp-
expresszidjanak vizsgalatara alkalmazzak. A rodamin egy erds affinitast Pgp-

szubsztrat. (Szécsényi D. €s mtsai, 2007.)

» Kiilonbozo ép és daganatos szovetek Pgp-expresszidjanak és a Pgp-inhibitorok

hatékonysdganak vizsgalatdra alkalmas az Gn. Sestamibi-modszer. Ez egy
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radionuklid alapu képalkotd diagnosztikai eljaras, amelyet emberek esetén mar
széles korben alkalmaznak szivfunkcids vizsgalatokhoz. Ujabban a Sestamibi-
molekula Pgp-szubsztrat tulajdonsdgat kihasznalva, a daganatok Pgp-

expresszidjanak vizsgalatara hasznaljak. (Szécsényi D. és mtsai, 2007.)

Az Un. calceinpréba fluoreszcencian alapuldé moédszer, amely tobbek kozott
alkalmas a terapiarezisztencia mértékének daganatsejtekben  torténd
vizsgalatara, sOt eldonthetd, hogy ennek hatterében fokozott Pgp- vagy MRP1-
miikodés all-e. Ez a mddszer nemzetkdzi szabadalom védelme alatt all.
(Szécsényi D. és mtsai, 2007.). A calcein-proba egy kvantitativ funkciondlis
MDR prdba, amely manapsadg mar a rutin klinikai laboratoriumi eljarasok kozé
sorolhatd, amely standardizalt, olcso, €s megvaldsithatdo az MDR detektalasara.
A proba mind a P-glikoprotein, mind a multidrug-rezisztencia protein
aktivitast észleli, és meghatarozza a leukémias betegek kedvezdtlen terapiara
adott valaszat. A nem-fluoreszkdld, szintelen calcein-AM képes athatolni a
sejtmembranon, amelyen keresztiil ebben a formaban a transzporterek
kipumpalhatjdk a sejtb6l. Ha ez a mechanizmus nem torténik meg idében,
akkor a citoplazmaban endogén észterazok hatasra hidrolizalodik, levalik a
molekularol az acetoximetil-észter csoport (AM), igy fluoreszcenssé valik a
vegylilet, amely mar képtelen a sejtmembranon vald atjutasra (4. abra). Az
elpusztult sejtekben a hasitd enzim mar nem mikodik, ezért alacsony a
sejtekben a fluoreszcens jel. Tehat a fluoreszcens festék felhalmozodasat
anélkiil észlelhetjiik, hogy sziikségiink lenne a minta mosasara, ezaltal
alkalmas nagy ateresztoképességii szliroként. Az MDRI1 sejtmembranban vald
jelenlétekor erdsen csokken a calcein felhalmozddasa, az MDR1 gatlok a
felhalmozodas aranyat novelik, egészen a transzporter hianya esetén tapasztalt
szintig. (Glavinas, H. et al. 2004.) A calcein sejtbeli felhalmozddasanak
csokkenése az inhibitor (pl. verapamil) altal blokkolt transzport esetén a
transzportaktivitds kvantitativ mérésérdl nyujt informaciokat. A calcein-AM-t
efflux inhibitorként hasznaljak, mert ez a vegyiilet kitlind szubsztratja mind az
MDR1-Pgp-nek, mind az MRPI-nek; €s igy idealisan tudja sziirni a két {0
terdpiarezisztenciat okozé fehérje funkcionalis jelenlétét. (Karaszi, E. et al,
2001.). A calcein fluoreszcenciaja fliggetlen az intracellularis kornyezettdl

(pH-tdl, calcium-¢€s magnézium-szinttdl) €s a kotddéstol. Ez a proba a pumpa-
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funkcié kvantitativ vizsgalatara szolgal. A calcein-proba eredménye, amelyet a
MAF-értékkel fejeziink ki, megbizhatdan és kvantitativan elkiiloniti az MDR-
pozitiv és MDR-negativ sejteket. Tovabbi elénye, hogy a szelektiv inhibitorok
alkalmazasaval képes megkiilonboztetni az MDR1-Pgp vagy az MRP1 efflux
pumpak altal okozott terapia rezisztenciat. A klinikumban egyszerre
alkalmazzak mindkét pumpafehérje aktivitdsanak kimutatasara. Mivel az 50
uM-os verapamil blokkolja mindkét efflux-pumpafehérjét, a teszttel sziirhetd
az MDRI1 és az MRP1 aktivitasa, és a mért értékek korrelalnak a tuléléssel és a
terapiara adott valasszal. Ez a megallapitas megjosolja a betegek kezelés soran

adott terapiarezisztenciara vagy visszaesésre vald hajlamat. (Karasz, E. et al,

2001.)
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4. abra A calcein proba elve és folyamata

Forras: Current Drug Delivery, 2004, Vol. 1, No.1., 11. o.
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2.3. Az effluxmechanizmus gatlasanak lehetdoségei

A Pgp-kozvetitette MDR kivédésére vagy csokkentésére szamtalan vegyliletet
kiprobaltak, &am ezek tobbsége valodi attérést nem hozott. A Pgp-inhibitorok
hatdsmechamizmusat az 5. dbra mutatja. A vérarambol a célsejtbe jutd gyogyszert a Pgp-
molekula kipumpdlhatja a sejtb6l, mig a Pgp-antagonista hatdsdra az a sejtben marad és

kifejtheti a kivant hatast.

Az elsé generacids Pgp-antagonistakat, mint pl. a kalciumcsatorna-blokkold
verapamilt, az immunszuppresszans ciklosporint és egyes szteroidokat olyan dozisban kellene
alkalmazni ahhoz, hogy a Pgp-ellenes hatasuk érvényesiiljon, amely sulyos mellékhatasokkal

jarna.

A masodik generacids — mar kifejezetten a terdpiarezisztencia kivédésére kifejlesztett
— Pgp-antagonistak, mint a Valspodar (a ciklosporin A-nal 10-szer hatékonyabb ciklosporin D
derivatum) a citosztatikumoknak a citokrom-P450 enzim altal torténd metabolizmusat is
gatoljak. Emiatt a kemoterdpias szer sokkal lassabban iiriil ki a szervezetbdl, igy annak
adagjat jelentdsen csokkenteni lehet, de ez sziikséges is a sulyos mellékhatasok elkeriilése

érdekében.

A Pgp mikodésének gatlasara egyéb, nem kompetitiv antagonizmuson alapulo
mddszerek is ismertek. Ilyenek a Pgp elleni monoklonalis ellenanyagok, vagy az MDRI1 gén

expresszidjat csokkentd antiszenz-MDR1-oligonukleotidok.

A Pgp altal okozott terapiarezisztencidt nemcsak kivédeni és elnyomni probaltak,
hanem hasznositani is. A kemoterdpias szerek egyik legfontosabb, a dozis emelését és a
kezelés idOtartamat is gyakran korlatozo, nehezen kivédhetd mellékhatdsa a csontveld
mikodésének sulyos karositdsa. Ezt probaltdk kivédeni emberben egy génterdpias
beavatkozas (géntranszfer) segitségével ugy, hogy a csontveld sejtjeibe beiiltették a Pgp-t
kodolo MDR1 génszakaszt. Igy a kifejez6d6 Pgp segitségével a csontvelét megvédték a
kemoterapids szerek karositd hatdsatol, azokat a daganat hatékonyabb kezelése érdekében a

szokasosnal nagyobb adagban is tudtak alkalmazni. (Szécsényi D. €s mtsai, 2007.)
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a vérbdl a sejtekbe

juté gyogyszerek , . s
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a sejtb6l kipumpalt gyoayszerek

5. dbra. A Pgp-inhibitorok hatdsa a daganatsejtekre. A Pgp-gatlok megakadalyozzak a
vérarambol a célsejtbe jutod gydgyszer kipumpalasat.

Forras: MAL 129. 2007. 367. o.
2.4. Az aramlas-citometria

Az elmult évtizedben az aramlas-citométer (flowcytometer) rendkiviil gyorsan
alapvetd eszkozévé valt az orvosi kutatdsoknak, féleg az immunoldgia és a hematologia
teriiletein. (Culmsee, K. mtsai. 2001.) Az 4aramlas-citometria a sejtek fényszorasi
tulajdonsagainak, illetve fluoreszcencidjanak mérésein alapszik, melyekbdl megfeleld
szamitdgépes program segitségével szamszerli adatokat kapunk. (Tarrant, J. M. 2005.) Az
aramlas-citométer egyik fontos és rendkiviili eldny6s tulajdonsdga, hogy képes tobb
paraméter szimultdn mérésére, uigy, mint a sejt méret, a citoplasma 6sszetettség, a DNS vagy
RNS mennyiség, valamint a membranhoz kotott, illetve sejten beliili fehérjék széles skaldja.
Ezen feliil a modszer masik nagy elonye az, hogy a sejteket egyesével, egymastol kiilonalloan
képes elemezni, objektiven azonositva ezzel a kiilonb6zo tipusu sejteket és azok funkcionalis

statuszat. (Culmsee, K.-Nolte, 1. 2002.),

Az aramlds-citometria soran alvadasban gatolt vért, valamint biopszids lagyszoveti
mintabdl elokészitett sejtszuszpenziot egyarant hasznalhatunk mintaként. A miiszer néhany
pl-t felsziv a mintankbol, majd hidrodinamikus fokuszéalassal és az oldatban 1évd sejtek
laminaris aramoltatasaval azokat egy oszlopba rendezi. Ezt kdvetden az individualis sejteket
Iézerfénnyel vilagitja meg, igy mérhetové valik azok fényszorasa, illetve fluoreszcencia
kibocsajtasa, amennyiben haszndltunk fluoreszcens reagenseket. Mindezek utan két érzékeld
segitségével méri a 1ézerfény torési szogét. Az ugynevezett ,,forward scatter” detektor (FSC) a
fénysugar iranyanak kismértékii eltérését érzékeli, mely a sejt méretérdl szolgaltat szamunkra
informacidt. A fénysugar nagyobb szogu kitérését pedig a ,,side scatter” érzékeld (SSC)

detektalja, amely a sejt belso szerkezetével fog korrelalni. Minél nagyobb a torés szoge, annal
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komplexebb a sejt belsd felépitése, és forditva. A tovabbiakban a fénysugar fotonjait lencsék
gyljtik Ossze, kiilonbozd filterek, és egy kettds tiikorrendszer valogatja szét, majd az
ugynevezett ,,foton-megsokszorozd” csovek (photomultiplier tubes-PMT) és fotondiodak
érzékelik Oket (6. abra). Ezt kovetden a fotonok analog fesziiltséggé alakulnak at, melyet a
fotodetektor érzékel, és ezt az analog jelet egy megfeleld szamitogépes program
szamértékekké digitalizalja és fajl formajaban tarolja, ami a szoftver segitségével kezelheto.
Amennyiben az eljards soran fluoreszcens reagenseket is alkalmaztunk, a sejtek 4ltal
kibocsajtott fluoreszcencidt tovabbi érzékelok mérik (FL). Végiil az adatokat a program
univarians frekvencia hisztogramokkal, illetve bivarians ,,dot plot” abrakkal szemlélteti

(Fuggelék 1.;2. dbra). (Tarrant, J. M. 2005.)

Fluorescence
detector

== Band pass filter

sse N
detector o ™\ Dichroic mirror
Fluorescence —’—\’/L\\

detector
]' JJ' Fluorescence collection lens

. FSC
Laser/s | ‘% 0 ® acector

Flow cell

6. abra. A flow cytometer optikdi. A lézerfény megvilagitja az individuélis sejteket az
aramlo sejtoszlopban. A szEétszorodo fényt a forward scatter (FSC) és a side scatter (SSC)
fénydetektorok érzékelik.

Forras: The Veterinary Journal 170 (2005) 279. o.

Az eljards szdmos felhasznaldsi teriilete (automata hematologiai analizatorok,
retikulocyta és thrombocyta szdmlalas, DNS poiditds mérés, immunmedidlt anaemia és
thrombocytopenia diagndzisa) koziil a human medicindban az egyik leggyakrabban hasznalt a
leukémia €s a lymphoma diagnosztizalasa, €s a sejtek immunfenotipizaldsa aramlas-citométer
segitségével. Napjainkban az allatorvosi laboratériumi diagnosztikanak még nem alapvetd
eszkoze az dramlas-citométer, de a jovOben feltehetdleg, a mddszer egyre novekvo
szlikségessége kovetkeztében, mind szélesebb korben fogjak alkalmazni. (Culmsee, K.-Nolte,
1. 2002.)
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3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalatban szereplé allatok és azok csoportositasa

A méréseink soran 12 lymphomas, illetve 6 egyéb daganatban szenvedd kutya
nyirokcsoméit, illetve daganatos elvaltozast mutatd szovetszaporulatait vizsgaltuk. A
lymphomaés betegek fajtai: onémet juhasz, keverék (2), foxterrier, kaukédzusi keverék,
kozépazsiai husky, rhodesiai ridgeback, dogo canario, német dog, basset hound, bordeaux-i
dog, boxer. A lymphomas betegek atlagéletkora 6, 58 év, az ivari megoszlasa: 9 kan, illetve 3
szuka. A betegek koziil két esetben recidivalt a betegség €s 6t esetben hullott el a beteg. A
talélési 1id6 11 hétnél tobb. Az egyéb daganatos betegek fajtdi: berni pasztor, bolognase,
cocker spaniel, keverék, wolf spitz, schnauzer keverék. Atlagéletkoruk 10, 33 év, az ivari
megoszlasuk: 1 kan, illetve 5 szuka. Az egyéb daganatok csoportjadt a mastocytoma (2),
emlddaganat, carcinoma, adenocarcinoma, dtmeneti sejtes carcinoma alkotja. A talélési id6 36

hétnél tobb. Az egyéb daganatos betegek koziil harom hullott el.

A lymphomas betegeket tovabb csoportositottuk aszerint, hogy elhullottak vagy révid

illetve hosszu tulélési idot mutattak, és minimum 15 hete kezelés alatt vannak.
3.2. Mintavétel

A lymphoma diagnozisat valamely elvaltozast mutatdé nyirokcsomobdl vett vékonytl-
aspiracios citologiai mintabol készitett levegdn széritott, gyorsfestd oldatokkal festett
kenetbdl és a praescapularis nyirokcsomobdl vett biopszids minta szovettani elemzése alapjan
mondtuk ki. A lymphomés betegek kezelését az Allatorvosi Hematolégiai és Onkoldgiai
Kozpontban végeztik a COPA-protokoll szerint. A vizsgalathoz sziikséges nyirokcsomo-
mintdkat a praescapularis nyirokcsomo sebészi eltavolitasa utjan nyertik. A kinyert
nyirokcsomdkat Hajdu Katalin laborans készitette el a vizsgalatokra. Az elokészités lényege,
hogy ki kell nyerni a daganatos sejteket a szoveti kotelékbdl. Az aprd darabokra vagott
nyirokcsoméra 15 ml-es centrifugacsében Ficoll-reagenst rétegeztiink, majd 1500 rpm
fordulatszamon 30 percig centrifugaltuk. A centrifugakbol kivett minta a Ficollnak
koszonhetden rétegekre tagolodik: alul helyezkednek el a vorosvérsejtek, felette a Ficoll, majd
a mononuklearis sejtek €s a plazma. Mi a kozépen 1€vd, mononukledris sejtréteget izolaltuk,
majd haromszor mostuk PBS-sel (fosztat puffer). A vizsgélatokig a megtisztitott
mononukledris sejteket mediumba helyezve 37 °C-on taroltuk ¢és szobahdmérsékleten

széllitottuk az &ramlas-citometrias mérésre, melyet a Magyar Tudomanyos Akadémia
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Semmelweis Egyetem Membranbioldgiai Kutatocsoportjaban (Budapest, Dioszegi ut 64.)
végeztink Dr. Karaszi Eva és Dr. Varady Gyorgy irdnyitasaval 2009. oktobere és 2010.

Juniusa kozott.

3.3. A mintafeldolgozas és elokészités

1) A calcein-prébahoz sziikséges oldatok elokészitése:

» Calcein: A calcein-AM-b6l (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 50 pg-ot
mértiink 500 ul DMSO-ba (dimetil-szulfoxid), igy kaptunk egy 100 pM-os
torzsoldatot. (A molekulatomege alapjan (994,9 g/mol) szamolva 50 pg-ot
oldottunk fel 502,5 pl-ben.) Erre az oldoszerre azért van sziikség, mert
apolaros kozeget biztosit a hidrofob calcein-AM molekulanak, amely igy
oldodni képes. Ezt a torzsoldatot 20 pl-enként Eppendorf-csovekbe raktuk,
majd -20 °C-on taroltuk. Az igy kapott reagens-oldat koriilbeliil egy évig

tarolhato ezen a hdmérsékleten (Kardszi, E. és mtsai. 2001 J)

» Verapamil: Ez a vegyiilet az MDR1 ¢és az MRP1 pumpafehérjéket egyarant
gatolja 50uM koncentracioban (Hollo és mtsai, 1994; 1998). Miutan legétolta
mindkét fehérjét, a calcein sejtbeli szintje magasabb értéket mutat, mint a

gatlas nélkiili esetben, mivel a sejt nem lesz képes kipumpalni azt.

1 mg por alaka Verapamilt (494,06 g/mol, Sigma) mériink 8,15 ml HBSS-be
(Hanks’ balanced salt solution, Sigma), és igy kapunk egy 250 pM-os
torzsoldatot. Funkciondlis teszt 1évén a sejteknek cukorra van sziikségiikk az
¢letben maradashoz €s a mikodéshez, melyet a HBSS-ben 1€vé gliikoz nyujt.
Az oldat + 4, illetve — 20 “C-on tarolva is tobb mint egy évig megdrzi az

inhibitorikus aktivitasat (Kardszi, E. és mtsai. 2001.)

Az MKS571 DMSO-ban oldva nem fejt ki megfeleld gatlo hatast, vizes oldatban
frissen feloldva jol miikodik, de igy -20 °C-on is csak egy hétig tarolhatd!
Mivel a rendelkezésiikre all6 MKS571 mar elég régi volt (2009. aprilisaban

készitették) és a nem hozta olyan szépen a varhatdo eredményeket, ezért

s

MDR1 pumpafehérjét gatolja (7. dbra Ozvegy-Laczka, Cs. Et al, 2004.), majd a

tavaszi mérések soran parhuzamosan alkalmaztuk a két reagenst.
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7. dbra. A 10 uM verapamil hatdsa: az MDR1-et gatolja.
Forras: Mol. Pharmacology 65: 1489. 0. (2004.)
Ozvegy-Laczka Cs. Es mtsai, 2004.

» MK-571: Ez a vegyiilet alkalmas az MRP1 pumpafehérje szelektiv gatlasara

(Urtti, A. és mtrsa. 2004.). A gatlast kovetden a sejtbeli calcein szint a gatlas
nélkiili és a verapamillal gatolt értékek kozé fog esni, ha MDRI aktivitasa is
van a sejteknek, mivel az MK-571 (Cayman Chemical Company) csak az
egyik fehérjét blokkolja a kettd koziil. A por alaka MK-571 reagensbdl 5 mg-
ot mériink 1,86 ml desztillalt vizbe, és az igy kapott 5 mM-os térzsoldatot 200
pl-enként Eppendorf-csovekbe mértiink. A kapott oldat -20 °C-on tobb mint
egy hétig tarolhato. DMSO-val készitett oldatdban tobb mint 6 hoénapig
tarolhato. (Calbiochem)

A calcein-prébahoz sziikséges mintak elokészitése:

A nyirokcsomo-szuszpenzid elokészitése az dramlasi citometriai mérésekhez
kismértékben eltér a vérmintaknal tapasztaltakhoz képest. Ennek legfobb oka a
minta magas sejttartalma (siirisége) ¢és a nyirokcsoméd feldolgozasbol
megmaradd nagyobb sejtaggregatumok, illetve szOovetmaradvanyok a
mintdban, amelyek konnyliszerrel eltomithetik a flow-cytométert. Ennek

kivédésére tobbféleképpen higitottuk a mintdinkat:
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Kezdetben megprobaltuk a vérmintdkra alkalmazott protokollt kovetni: a
mintadbol 15 ml-t Falcon csdbe pipettdztunk és lecentrifugaltuk, majd az
tiledéket HBSS-sel higitva hozzdmértiik a reagensekhez. Ebben az esetben azt
tapasztalatuk, hogy a mérések alkalmdval az &ramlasi citométer eldugul,

hosszasan kell 6bliteni a mintafelvevd kapillarist.

A kovetkez6 alkalommal a lathatolag sejtgazdag mintat higitottuk: eldszor
lecentrifugaltuk a szuszpenzidt 1300 rpm, 5-6 percig, majd a felsé 5-6 ml-t
leszivtuk, és 10-szeresére higitottuk, majd ujra lecentrifugéaltuk és a fehér
tiledéket (amely a lymphocytdkat tartalmazza) HBSS-be felvettilkk. Ha
lathatolag kevesebb sejt van a mintaban (foleg egyéb daganatok esetén), akkor
vortexelés utan a nagyobb sejtaggregatumokat hagyjuk leiilepedni és a
feliilusz6t HBSS-be pipettazzuk ugy, hogy a térfogata elég legyen a 6, illetve a
8 csobe, melyek a reagenseket tartalmazzak (kb. 3,6 -4,8 ml).

A higitds harmadik modjaként a nyirokcsomd-szuszpenziot 10 percig lilepedni
hagytuk, majd a feliiluszét 10-szeresére higitottuk (1 ml feliiliszo+ 9 ml
HBSS) és yjra tilepedni hagytuk 10 percig; az igy kapott feliiliszot hasznaltuk

fel a mérésekhez, ami mar a nagyobb sejtaggregatumoktol mentes volt.

A kovetkezd 1épésben a felhigitott mintat 21°C-on, 1300 rpm-en, 5 percig
centrifugaltuk, majd a feliiluszot ledntve a c¢s6 aljadn maradtak a mononuklearis
sejtek. Ezeket a sejteket felvettiik 4000ul HBSS-be, majd az assay-hez
sziikséges vegyliletek torzsoldatainak kihigitdsahoz kezdtiink hozza. A 100uM-
os calcein-AM torzsoldatbol 1,25 uM-os oldatot kellett késziteniink. Ez 80-
szoros higitast jelent, igy 20 pl-t, egy adagot, 1600 ul-re kellett higitanunk.
Tehat 20 pl torzsoldathoz adtunk 1580 ul HBSS-t. Az MDR1 és az MRP1
gatlasdhoz a 250 uM-os verapamil térzsoldatot (= végtérfogatra vonatkoztatva
50uM-os oldat) nem kell higitani. Az MDRI1 gatlashoz sziikséges
végkoncentraciora vonatkoztatott 10 pM-os oldatot a 250 uM-os oldat 6tszoros
higitasaval allitottuk el6 (100ul 250 uM-os verapamil + 400ul HBSS). Az
MK-571 torzsoldata 5 mM, melybdl 50 pM-os oldatot kellett késziteniink
(100-szoros higitas). Ezt ugy tettiik, hogy 4 pl térzsoldatot 396 ul HBSS-sel
400ul-re higitottuk. Mindezek utan egy mintdhoz 6, illetve 8 miianyag csévet

készitettiink eld. Mindegyikre rairtuk a kutya azonositdjat, majd azt a bettit,
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amelyik vegyiilettel a fehérjéket legatoltuk. Két cs6 nem tartalmazott
gatloanyagot, ezekben csak HBSS-be vettiik fel a sejteket, igy a csovekre H
betlit frtunk. Azok a csévek, amelyekben 50 uM-os verapamilt alkalmaztunk a
V1, V,, amelyekben 10uM-os verapamilt Vi, V4 jelzést kaptak. Azok a csovek,
amelyekben MK-571 inhibitort hasznaltunk, az M jelzést irtuk. A mérések
pontossaga érdekében mindegyik oldatbol 2-2 csovet készitettiink el6 (Vi, Va |
Hi, Hy V3, V4 M, My ), igy egy kutya nyirokcsomomintdjahoz 8 csdre volt
sziikségiink, melyekbe 600-600 pl-t mértiink a HBSS-es sejtszuszpenziobdl
Az 3. tablazatban lathatok a csovekbe keriild tovabbi anyagok, és azok

mennyisége. A pontos mérésekhez 100-1000 pl-es pipettat hasznaltunk.

3. tablazat Egy kutya nyirokcsomoé-szuszpenzidjabol készitett 8 minta osszetétele

\'2! V2 HI H2 V3 V4 MI M2

sejtszuszpenzio | 600ul | 600ul | 600ul | 600ul | 600ul | 600ul | 600ul | 600ul

Verapamil 200 pl | 200 pl
250 pmol/l

HBSS 200 ul | 200 pl
(kontroll)

Verapamil 200 pl | 200 pl
10 pmol/1

MK-571 200 pl | 200 pl
50 pmol/1

5 perc el6inkubacié 37 °C-on

Calcein-AM [ 200 ul 200 pl | 200 ul [ 200 pl [ 200 ul [ 200 ul | 200 ul | 200 pl
1,25 pmol/l

Osszesen 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000ul | 1000l
10 perc inkubacié 37 "C-on

Végso 50 50 10 10

verapamil konc | pmol/l | umol/l umol/l | umol/l

Végs6  MK- 10 10

571 konc. pmol/l | umol/l

Végsé calcein | 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

konc. umol/l | pmol/l | pmol/l | pmol/l | pumol/l | pmol/l | pmol/l | umol/l

Miutdn belemértiink mindegyik csébe 600 pl HBSS-sejtszuszpenzidt, illetve a
jelolésnek megfeleld 200ul gatlo/kontroll- oldatot, az Gsszes csovet 37°C-os vizfiirdoben 5
kifejtették inhibitorikus hatasukat a megfeleld fehérjéken. Ezt kovetden mindegyik csdbe még
a vizfurdében 200 pl calcein-AM oldatot pipettaztunk, Vortex-szel megkevertiik, majd ismét

37°C-os vizfiirddbe helyeztiikk a mintakat 10 percre. Ezzel a calcein-AM sejtmembranon at
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torténd mozgasat segitettiik eld. Miutan letelt az inkubacids id6, a mintainkat 4°C-on, 2500
rpm-en, 1 percig centrifugaltuk. A 4°C hatdsara az egész reakcid ledllt. A centrifugalast
kovetden a feliiluszot leontottiik, igy a milanyag csovek aljan maradtak a mononuklearis
sejtek, és néhany nemkivdnatos vordsvérsejt. Mindezek wutan viabilitds vizsgalatot
alkalmaztunk. Ezzel a mddszerrel a sejteket egy olyan oldatba vessziik fel, mellyel a mérés
soran eddig elpusztult sejteket szlirjilk ki. Erre a célra propidium-jodidot (PI) hasznaltunk,
amely a sériilt sejtmembranon at képes behatolni a citoplazmaba, sét a sejtmagba is, €s a DNS
két szala kozé interkaldlodva megjeloli azt. A propidium-jodid fényérzékeny vegyiilet, igy
megfeleld hullimhosszusagt fény hatdsara fluoreszkal, melyet az dramlasi-citométerrel mérni
tudunk. A propidium-jodid 1 pg/ ml oldatdbdl 300-300 pl-t adtunk minden cséhoz (3 ml
HBSS-be 3ul PI-t tesziink). Utolso 1€pésként még enyhe Vortex-es keverés sziikséges, majd
jégre tessziik a csoveket a reakcié ledllitasa érdekében, és kovetkezhet a mérés. (Karészi, E. és

mtsai. 2001.)
3.4. Az aramlas-citometrias mérés

A mérések soran a FacsCalibur flow-cytométert hasznaltuk (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA). Minden 4ltalunk hasznalt fluoreszcens festéknek van egy
ugynevezett abszorbcids spektruma, amely hullimhosszon gerjeszthetd. A gerjesztés hatasara
keletkezd energiat az illetdé molekula adott hullamhosszon fluoreszcencia formajaban fogja
leadni. Ezt emittalasnak nevezziik, az adott hullamhosszisagot pedig emisszids spektrumnak.
Ennek megfeleloen a késziilékben két 1ézert és négy fénydetektort taldlhatunk. Az egyik
1ézerforras kék szinti 1ézerfényt bocsat ki, amely 488 nm-en gerjeszti a fluoreszcencidra képes
molekuldkat, melyek az esetiinkben a calcein és a propidium-jodid. Az energiabdlus hatdsara
ezek a vegyiiletek rajuk jellemzd hullamhossziasagu fény kibocsatasara képesek, melyet a
megfeleld detektorral mérhetiink, jelolésiik: FL. Mindegyik detektor csak adott spektrumban
képes érzékelni a molekuldk fénykibocsatasat, igy ennek megfelelden a kiilonb6zo vegyiiletek
emisszidjanak mértékét kiilonb6zd csatorndkon mérhetjiik. Pl. calcein estében 520 nm-en, a

propidium-jodidot 570 nm-en mérhet;iik.

A gép mintat vesz a behelyezett sejt-oldat szuszpenzidbdl, majd a két Iézersugar elott a
sejteket egyesével aramoltatja el, melyek igy a fénysugar haladési irdnyanak megvaltozasat
okoztdk. A lézersugar tovabbi utjanak két lehetséges verzidja van, az egyik az egyenes
vonalban valoé tovahaladas (forward scatter-FSC), a masik a megtorés (side scatter-SSC). Az

FSC a mérettel ardnyos (X-tengely), az SSC pedig a granuldltsaggal (Y-tengely). A
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1ézerfényre merdlegesen elhelyezkedd, megfeleld savsziirokkel ellatott detektorok érzékelték
a keletkezett fluoreszcens jel intenzitdsat, majd a késziilék a mért értékeket kiilon-kiilon
grafikusan €s szamszertien is dbrazolta a Cellquest program segitségével. Minden egyes
mintabdl 5000 sejtet kell begytjtenie a késziiléknek ahhoz, hogy az eredmény statisztikailag
elfogadhat6 legyen. Mivel azonban a mintdkban a mononuklearis sejteken kiviil néhany egyéb
sejt is elofordult (vorosvérsejt, granulocytak, halott sejtek), melyek téves eredményeket

okozhatnak, ezért ezeket négy kiilonb6zd szinten ki kellet sziirniink (,,gating-kapuzas”).

» RI1: Ezzel a kapuval a méret és a granulaltsdg alapjan kilonitettiik el a
sziikséges sejteket, a lymphocytakat és a monocytakat, valamint a nem kivant

sejteket (vorosvérsejt, granulocyta).

» R2: Ezzel a kapuval azokat a sejteket tudtuk kisziirni, melyeknél egy bizonyos
szinten feliil volt az 520 nm-es emittalas, tehat viszonylag magas volt az 1C
calcein szintjiik (mononuklearis sejtek, vorosvérsejtek, granulocytdk), illetve
azokat, amelyek az adott hulliamhosszon alacsony szinten emittaltak, tehat nem
vették fel a calcein-AM-t, tobbnyire az elokészités soran keletkezett

,2tormeléket” jelentették.

» R3: Ezzel a kapuval azokat az €10 sejteket valogattuk ki, amelyeknél alacsony
volt a 670 nm feletti hullamhosszon t6rténo emittalas, tehat nem vették fel a
viabilitas-vizsgalathoz haszndlt vegyiiletet, a propidium-jodidot, mivel ép a
sejtmembranjuk. Az elpusztult sejtekben kovetkezésképpen magas emisszidt

mértiink ezen a hullamhosszon a membrankarosodas miatt.

» R4: Az FL2-A paraméter alapjan kizarjuk a legaprobb eseményeket (FL2-area
gorbe alatti teriilet). A gorbe alatti teriilet mérésével a sejtek koziil kisziirhetok
a nagyobb méretli aggregatumok, és a legkisebb sejttormelékek is kizarhatdk a

mérésbol.

A méréseinkhez azokra a sejtekre volt sziikségiink, amelyek mind a négy kapuban
benne voltak, tehat mononuklearisak, egy bizonyos szinten feliili IC calcein szintjiikk van,
¢lnek, és kozepes mérettartomdnyba esnek. Az adatok kiértékelését a BD CellQuest Pro

programmal végeztiik.

A tovabbiakban a bent maradt sejtek calcein tartalmat vizsgaltuk a késziilékkel.
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Az IC calcein szintet az 520 nm-es hullamhosszasagu kibocsatott fény mértéke alapjan
itélte meg az aramléds-citométer. Attdl fiiggden, hogy a sejtekhez adtunk-e valamilyen
pumpafehérje gatlot vagy sem, mas-mas IC calcein értékeket tudtunk mérni. Nyilvanvaléan a
sejtbeli vegyiiletszintet a pumpafehérjék szama és a MAF érték is befolyasolta. A HBSS-es
kontroll csdévekben mértiilk mindig a legalacsonyabb IC calcein szintet, mivel ezekben nem
hasznaltunk inhibitorokat. Ezekben a sejtekben a fluoreszcencia mértéke 10% koriili. Az 50
uM-os verapamillal gatolt mintak esetén ez az érték 10°, melynek oka az, hogy mind az
MDR1-nek, mind az MRP1-nek inhibitora, igy a calcein a sejtekben maradt. Az MK-571-gyel
gatolt mintakban a kettd kozé esett a mért IC vegyiilet szint (10*-10°), mivel csak az MRP1-et
gatolta le. A 10 uM-os verapamillal gatolt mintakban is a két érték kozé esett az IC vegyiilet
szint (10°-10%), mivel csak az MDRI-et gitolja le. (Ezek mind relativ értékek, csak
egymashoz képest értelmezhetdk, nem az abszolut értékiik szamit, hanem a kezelések kozott
fennallo kiilonbségek.) Az inhibitorokat (verapamil, MK-571) tartalmaz6 mintdk mért értékei
¢s a kontroll (HBSS) mintdkban mért értékek kiilonbségei adtdk meg a membranban
elhelyezked6 fehérjék aktivitdsanak mértékét, amelyet multidrug rezisztencia aktivitasi
faktorral (MAF-értékkel) jellemezhetiink. Amennyiben a kontroll csoport (HBSS) értékeit az
50 umol/l-es verapamillal gatoltak értékeihez viszonyitjuk, akkor megkapjuk az MDRI1 és az
MRP1 egyiittes MAF értékét, mig ha ugyanezt az MK-571-el gatolt értékekbol tessziik, csak
az MDRI1 aktivitdsara tudunk kovetkeztetni. Ha a kontroll csoport (HBSS) értékeit a 10
pmol/l-es verapamillal gétoltak értékeithez viszonyitjuk, akkor megkapjuk az MRPI
aktivitasat, mivel az MDR1-et gatolja.
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3.5. Statisztikai vizsgalatok

A kapott értékeim kozott felmeriild esetleges kapcsolat felderitésére statisztikai
mddszereket hasznaltunk. Az Osszes beteg Osszes paramétereinek egyiittes vizsgélatdhoz
Pearson-féle korrelaciés modszert alkalmaztunk, a lymphomas €s az egyéb daganatos betegek
paraméterei kozotti kiilonbség megallapitasdhoz pedig kétmintds, nem egyenld variancidja

Student-féle t-probat.

Vizsgalati eredményeink kiértékelése céljabdl a vizsgalt kutydkat két csoportra
osztottuk: egy csoportot a lymphomas betegek, a masikat az egyéb daganatban szenvedd
betegek képezték. Egy beteg nyirokcsomd-mintdinak vizsgélata soran tovabbi négy csoportot
hoztunk létre, aszerint, hogy adtunk-e a nyirokcsomd-szuszpenzibhoz membran-transzport
fehérje gatlot, vagy sem: HBSS-nincs gatlas, S0uM VP-verapamillal gatoltuk, 10uM
verapamillal, illetve MK571-el gatoltuk.

A lymphomas ¢€s az egyéb daganatos betegek 6sszehasonlitasat F-probaval vizsgaltuk,
de egyik osszehasonlitasban sem taldltunk szignifikans eltérést, ezért alkalmaztuk a kétmintas
kétszéli nem egyenld variancidju Student-féle t-probat. A kis elemszam miatt egyéb
statisztikai probat nem alkalmaztunk. Az MRP1 kétféle modszerrel torténd meghatarozasanak

kiértékelését linearis regresszids analizissel végeztiik.

Az analizisekhez a Microsoft Excel 2007. (Microsoft Corporation 1985-2001.) és
Statistica (Statsoft) programot alkalmaztuk.

A kiilonbdzd mért €s kdrelozményi, valamint talélési adatokat Pearson-féle korrelacios

modszerrel az SPSS for Windows 12. 0 statisztikai programmal hasonlitottuk 6ssze.
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4. Eredmények

Annak érdekében, hogy lathatova tegyilk az MDRI, illetve az MRP1 aktivitasok
valtozasat a beteg kutyakban, calcein probat végeztink. Az eljards soran mértiik a
nyirokcsomdé-szuszpenziobdl  Ficoll reagens  segitségével  szeparalt lymphocytak
fluoreszcencia értékeit, amely az intracellularis calcein mennyiségétol fiigg. A sejten beliil
maradt calcein mennyiségét elsdsorban a sejtmembranban 1évé multidrug-rezisztencia
fehérjék aktivitasa befolyasolja, igy a kapott eredményekbdl a MAF értékeket is ki tudtuk

szamolni a kovetkezd egyenletek segitségével (Hollo et al. 1994.)

» MAF (mrpl+mdrl)= IC fluoreszcencia (50uM verapamil)- IC fluorszc.(HBSS)
/ 1C fluoreszc. (50uM verapamil)x 100

» MAF (mrpl)= IC fluoreszc.(MK571)- IC fluoreszc.(HBSS)/ IC
fluoreszc.(MK571)x 100

» MAF (mdrl)= IC fluoreszc.(10uM verapamil)-IC fluoreszc.(HBSS) / IC
fluoreszc. (10uM verapamil)x100 vagy

= MAF (mrpl+mdr1)-MAF (mrp1)
4.1. IC calcein szintek

A szimplan HBSS-ben felvett, gatloszert nem tartalmazd mintdkban mértiik a
legalacsonyabb fluoreszcenciat, tehat ezekben a lymphocytdkban volt a legalacsonyabb a
sejten beliili calcein akkumulacidé. Azokban a mintdkban, ahol az 50uM verapamilt (VP)
hasznaltuk inhibitorként, ott tapasztaltuk a legmagasabb fluoreszcenciat, az MK571-el és a 10
uM verapamillal gatolt mintak esetében pedig a HBSS-es és az S0uM verapamilos mérések

értékei kozotti intracellularis calcein szinteket mértiik.
Tehat:
» IC calcein (50uM VP)> IC calcein (MK)> IC calcein (HBSS),
» IC calcein (50uM VP)> IC calcein (10uM VP)> IC calcein (HBSS),

Az eredményeink atlagoldsat kovetden azt tapasztaltuk, hogy a lymphomas
betegekben a verapamil nagy dozisanak alkalmazdsa sordn nyert calcein okozta

fluoreszcencia értékek korrelaciot mutatnak a kezeletlen (8.A. dbra), az MKS571 gatlészerrel
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(8.B.abra) és 10uM verapamillal (8.C.abra) végzett kezelés esetében tapasztalhato értékekkel.
Emellett a membrantranszporter gatld kezelésben nem részesiilt sejtek calcein okozta
fluoreszcencia értékei korrelaciot mutatnak a kisdozisi verapamilos gatlas sordn nyert

értékekkel is (8.D.abra).
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8. abra Korrelacids vizsgalatok a vizsgalt csoportok fluoreszcencia értékei kozott.

4.2. MAF-értékek

Vizsgalataink soran a kapott fluoreszcencia értékek alapjan egy fliggvény segitségével
kiszamoltuk kiillon az MDR1 (MAF(mdrl)), kiilon az MRP1 (MAF(mrpl)), valamint a két
fehérje egylittes multidrug-rezisztencia aktivitasat is (MAF (mrpl+mdrl)). A kapott
eredményeket atlagolva azt talaltuk, hogy a lymphomas betegek MAF-értékei nagyobbak az

egyéb daganatos betegek MAF-értékeihez képest. Az erre vonatkozd eredményeket a 9. abra
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mutatja be, mind az 50 uM MK571 (9.A.4bra), mind a 10 uM verapamil (9.B.abra), illetve az
50 uM verapamil (9.C. ébra) esetében,amely szignifikdnsnak adodott.
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9. dbra. A MAF-értékekkel elvégzett Student-féle t-proba eredményei a lymphomas és az
egyeéb daganatos betegeket tekintve.
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Ha a membrantranszporter aktivitasi funkcidkat kiilon elemezziik, akkor az el6z6
eredményekhez hasonldan a nagydodzisu verapamil alkalmazasaval nyert értékek korrelaciot
mutatnak a kisddzisu verapamil okozta aktivitasi értékekkel (10.A. abra), és az mrpl
specifikus gatlasa (MKS571) sordn nyert értékekkel (10.B. abra), illetve 6sszefliggést mutat, ha
a verapamil kis dozisat (MDR1 gatlas) és az MKS571 gatlét (mrpl gatlo) vetjiik 6ssze (10.C.

abra).
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A verapamil kis dozisa, ami az MDR1 gatlasat jelenti, forditott korrelacidt mutat a
novekedésébol arra kovetkeztetiink, hogy nagy mennyiségli MDRI1 pumpafehérje van a
sejtekben. A beteg kutydkban jelenlévé nagy mennyiségli pumpafehérje képes kipumpalni a

kemoterapids szereket, amely csokkenti a talélési 1dot.
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11. dbra Osszefiiggés a 10 pM verapamil és a talélési idé kozott.

A vizsgalt beteganyagot tekintve a MAF (50 uM verapamil), amely mindkét pumpafehérjét
gatolja, forditottan ardnyos a tulélési idovel. A nagyobb elemszam érdekében a heterogén
populacié adatait hasznaltuk fel szadmitdsainkhoz, melyekbdl levonhato, hogy azoknak a
betegeknek, amelyeknél a két transzporter nagyobb mennyiségben expresszalodik, kisebbek a
tulélési esélyei. (12. abra)
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12. abra Osszefiiggés a MAF (50 uM verapamil) és a talélési idd kozott.
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5. Megbeszélés

5.1. Célkitiizéseink megvalésulasa

Célkitlizésiink az, hogy a kiilonbdz6 tumoros szévetekbdl nyert biopszids mintakbol
szeparaljunk el daganatosan elfajult sejteket, melyekben ezt kovetden vizsgalhassuk a
membran-transzport fehérjék funkcidjat a calcein-proba segitségével. Ezen fehérjék
kimutatdsdhoz a mar eldzetesen vérmintakra kialakitott protokollt alkalmaztuk, amely a
nyirokcsomé esetében némi valtoztatasokra szorult. Ilyen valtozasok: a mérések eldtt a
szuszpenzid higitdsa a benne 1évo nagy mennyiségl sejt miatt, ami konnyiszerrel eltomiti a
Facs Calibur aramléds-flowcytométert. A méréseinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy bar nagy
mennyiségli mononukledris sejt szabadult fel a Ficoll reagenssel valo kezelés sordn; a human
mintakhoz hasonldéan szoba jon a nyirokcsomdk apritdsa utani tripszin/pepszinnel végzett
emésztése a szoveti kotelék minél hatékonyabbi felbontdsa érdekében. A Ficollal kezelt
mintakban rendszeres volt az Gsszetapadt sejtaggregatumok jelenléte, amelyeket precizen el

kellett kiiloniteni a mononuklearis sejtektol.

A vizsgélatainkat nyirokcsomobol Ficoll-reagenssel szeparalt mononukledris sejtekbol
végeztiik. Igy mondhatjuk, hogy a daganatos sejtekbd] vizsgaltuk azok MDR funkci6jat. A
kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a betegek daganatsejtjeinek MAF ¢értéke a
kemoterapids kezelés hatdsara valtozott-e, illetve a MAF-értékekbol elorejelezheto-e a

betegek tulélési ideje.
5.2. Eredményeink értelmezése

A calcein-proba soran a HBSS-es mintaknal kaptuk a legalacsonyabb intracelluléris
fluoreszcencia értékeket. Ennek oka, hogy ezekben az esetekben nem haszndltunk
effluxpumpa inhibitort, igy a sejtmembranban expresszalodott Osszes transzport fehérje
mikodoképessége révén kipumpalta a mintdhoz hozzaadott, és a sejtek altal diffuzidval
felvett fluoreszcens calcein molekuldkat. A legmagasabb sejten beliili fluoreszcenciat az
50uM verapamillal gatolt mintadknal mértiink, mivel ez a vegyiilet egyiittesen az MRP1-et és
az MDRI1-et is képes gatolni ilyen koncentracidban, igy a pumpafehérjék gatlasa
kovetkeztében a sejtbe bejutott calcein mennyisége teljes egészében bent is maradt.
Amennyiben az MKS571-et alkalmaztuk, mint membran-transzport fehérje gatlot, akkor a
kapott fluoreszcencia érték az el6zd kettd kozé esett. Ez annak kdszonhetd, hogy az MK571

csak az MRP1-et gatolta, mig az MDR1-et nem, igy a tovdbbra is funkciondlé MDR1 az
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intracellularis calcein bizonyos részét a sejten kiviilre jutatta. Nyilvanvaloan a fluoreszcencia
csokkenés mértéke, tehat a kipumpalt calcein mennyisége, az MDR1 mennyiségétdl és

aktivitasatol fliggott.

A 10uM verapamil, mint membran-transzport fehérje gatld alkalmazasa esetén is a
HBSS-sel €s az 50 uM verapamillal mért érték kozé esik a kapott fluoreszcencia érték, mivel
a verapamil 10 pM-os koncentracidban csak az MDR1-et gatolja, mig az MRP1-et nem, igy a
tovabb funkcionaldé MRP1 az intracellularis calceint a sejten kiviilre juttatja. Tehat a
fluoreszscencia csokkenés mértéke, a kipumpalt calcein mennyisége, az MRP1 mennyiségétdl
figg. A 10uM verapamil értékek kozvetetten alkalmasak (az MKS71 altal kozvetleniil

meghatarozhatd) MRP1 aktivitasdnak meghatarozasara.

Az MDR pozitivitds fligg azoktol a kiilonbségektdl, amelyek a minta elkészitése,
tipusa, a hasznalt antitest kotodése, €s az MDRI1 ¢és MDR3 fehérjék kozotti lehetséges

keresztreakcié soran adodnak. (Karész, E. et al., 2001.)
5.3. Az eredményeikbdl levont kovetkeztetések

e Azon egyedek sejtjei mutatnak nagyobb fluoreszcencia értékeket calcein hatdsara
barmely kezelés soran, amelyek eleve jobban veszik fel a calceint, vagy kevésbé
pumpaljak ki magukbodl. Ugyanezen megallapitas igaz a kezeletlen sejtek esetében is,
vagyis az egyedek sejtjei ardnyaiban hasonléan mutatnak fluoreszcenciat a calcein
hatdsara. A membrantranszporter funkcio jelzi a valdés pumpa-aktivitast. A MAF érték
azt a valos fluoreszcenciat mutatja, amelyet az adott pumpa gatldsaval elériink. A
pumpafunkcidban gatolt sejtekben mért fluoreszcencia értékekbdl kivonjuk azon
sejtek értékeit, amelyeket nem gatoltunk (tehat, amelyekben mégis maradt calcein
annak ellenére, hogy a membrantranszportereit nem akadalyoztuk mitkodésiikben, igy

spontan megtartjak a calceint). (Hollo, Z. et al, 1994.)

e A nagy dozisi verapamil hatdsara nyert aktivitds szoros korreldciot mutat azon
értékekkel, mint amikor csak az MDR1-et, vagy csak az MRP1-et gatoljuk, illetve a
két specifikus gatlas is egyenes aranyossagban all egymassal. Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy az altalunk vizsgalt lymphomas nyirokcsomdk felszinén mindkét
transzporter expresszalddik, illetve a nagy dozisu verapamil valoban mind az MDRI,

mind az MRP1 fehérjét gatolja. (Karaszi, E. et al, 2001.)
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A 10 pM verapamil esetén tapasztalt fluoreszcencia érték forditott aranyban van a
fluoreszcencia érték esetén jobban gatlodik az MDRI1. A korrelacids adatokbol (8.
abra) adodoan valoszintisithetd a transzporter nagyobb mennyisége, az MDR1 okozta
in vivo terapiarezisztencia miatt pedig a betegek daganatai kevésbé mutatnak
remissziot (gyogyulast) a kemoterdpias szerek hatasara. Bar a korrelacié nem a MAF-
értékben mutatkozott, mégis fontos kiinduldpontot jelenthet a késdbbi nagyobb
populacidban végzett vizsgalatok szamara. (Bergman, P.J. et al, 1996). A MAF (50uM
verapamil) értékeket alapul véve elmondhato, hogy azok a daganatos sejtek, amelyek
felsziniikon mindkét rezisztenciafehérjét expresszaljak, kevésbé reagdlnak a

daganatellenes kezelésre, ami a talélési idejiiket rontja. (Szécsényi, D. és mtsai, 2007.)
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6. Osszefoglalas

A ,flow”, vagy éaramlds citometria lényege, hogy folyadékfazisban ultravékony
tubusban aramlo sejteket 1ézerfény segitségével vilagitjuk meg, és a fénytorésiik jellemzodi
alapjan szamitogép segitségével virtudlisan el tudjuk kiiloniteni 6ket egymastol. Igy hasonld
tulajdonsagu sejteket a mas tulajdonsagu sejtektol elkiilonitetten tudjuk vizsgélni. Ilyen
miszer alkalmas a rutin hematologiai vizsgalatok elvégzésére, de mas célbol is hasznalhato.
Ha a sejteket immunoldgiai médszerrel fluoreszkald anyag kapcsolasaval jeloljik, akkor az
adott sejt fluoreszkalo tulajdonsaga megvaltoztatja a 1ézerfény torését, igy a sejt elkiilonitetten
vizsgalhatd. Ez az in. FACS (fluorescence activated cell sorting) eljaras. Ez a mddszer
alkalmas arra, hogy a sejtek membrantranszporter funkcidja vizsgalhaté legyen. Ha a
sejtekhez fluoreszkald molekulat (calcein) adunk ¢€s inkubdljuk, akkor ez az anyag a sejtekbe
jut. Amennyiben a sejt rendelkezik membrantranszporter fehérjékkel (P-gliikoprotein /Pgp/,
multidrug resistance associated protein-1 /mrpl/) és un. ,,multidrug” rezisztencia funkcidval,

akkor a calceint a sejtek kipumpaljak magukbol.

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a kemoterapias kezelésben részesiild 12
lymphomas és 6 egyéb daganatos betegek daganatsejtjeinek membrantranszporter funkcidja

kozott van-e kiillonbség.

A kutydk nyirokcsomoéjanak, illetve szovetszaporulatainak lymphoid sejtjeit
szeparaltuk, majd azok egy részét membrantranszporter gatld anyag hozzdadasa nélkiil
calcein-nel inkubdltuk, egy masik rész€hez 50uM-os verapamil-t adtunk, amely a Pgp és az
mrpl gatloja, harmadik részéhez tn. MK571 molekulat adtunk, amely az mrpl gatloja,
negyedik részéhez 10uM-os verapamil-t adtunk, amely az MDRI1 /Pgp/ gatldja. Végil a
harom gatloanyagot tartalmazo sejtszuszpenzidhoz is calceint adtunk. A FACS vizsgalat soran
mértiik a sejteken beliilli fluoreszcencias aktivitds mértékét. Agatlds nélkiili és a
gatloanyagokat tartalmazd sejtek eltérd fluoreszcencids aktivitdsanak kifejezéséhez
kiszamitottuk az un. MAF-(multidrug rezisztencia aktivitasi faktro-) értékeket. Ezek jelzik a

sejtek Pgp és mrpl funkciojat.
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7. Summary

Principles of flow cytometry is the illumination of cells by laser light, which are
flowing in an ultrathin tube. These cells can be separated virtually according to their light
scattering by computerised technique. Thus the similar cells can be examined separately from
cells with other character. Such an instrument is suitable for routine haematology
examinations, but can be used for other purposes. If the cells are signed with fluorescent
molecules by immunological methods, the cell will change its light scattering, so it can be
examined separately. This called as FACS (fluorescence activated cell sorting). This method
can be used to detect the membrane transporter function of the cells. If we add fluorescent
molecule (calcein) to the cells, and incubate them, then this molecule will penetrate into the
cells. If the cells have membrane transporter proteins (P-glycoprotein /Pgp/, multidrug
resistance associated protein-1 /mrpl/) and multidrug resistance function, than the cells will

efflux calcein.

In our study we were interested in whether the membrane transporter function of
separated lymphoid cells of 12 dogs with lymphoma receiving chemotherapy is different from

the same function of lymphoid cells of 6 dogs with other tumors.

Lymphoid cells from lymphonodes samples of dogs were separated into four parts.
One was incubated with calcein without inhibitors. Second part was inhibited by 50uM
verapamil, which inhibits both, Pgp and mrpl. The third part was inhibited by MK-571
molecule, which inhibit mrp1 only. The fourth part was inhibited by 10 uM verapamil, which
inhibit mdrl only. All inhibited cell solutions were then incubated with calcein. We analysed
the intracellular fluorescence of the cells by FACS method. In order to express the fluorescent
activity of the inhibited and non inhibited cells we calculated the MAF-(multidrug resistance

activity factor-) values. These will characterize the Pgp and mrp1 function of the cells.
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8. Roviditések jegyzéke

ABC-ATP binding casette transporter

ATP- adenozin-trifoszfat

Calcein-AM- calcein acetoximetil-észter
DNS- dezoxi-ribonukleinsav

FACS- Fluorescence activated cell sorting
FL- fluoreszcencia detektorok
FSC-,.forward scatter”

GSH-redukalt glutation
GST-glutation-S-transferase

HBSS- Hanks’ balanced salt solution

kDa- kilodalton

LTC4-leukotrién C4

MAF-multidrug rezisztencia aktivitasi faktor
MDR-multidrug rezisztencia

MDRI1-Pgp

mRNS- messenger RNS

MRP- multidrug resistance-associated protein
MVP- major vault prozein

PBS-foszfat puffer

Pgp- permeability gliikkoprotein
PI-propidium-jodid

PMT-,, photomultiplier tubes”
RNS-ribonukleinsav

RT-PCR- real time polymerase chain reaction
SSC- ,,side scatter”

TMD-transzmembran domén

VP-verapamil
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11. Fiiggelék
1. tablazat
Torzsszam | Fajta | Kor (év) | Ivar | Szovettani diagndzis
Lymphomas
141-148 onémet juhasz 10 szuka Marginalis zona
152-161 foxterrier 9 szuka Diffuz nagy B-sejtes
lymphoma
156-166  |kaukdzusi keverk |7 kan ~ |Diffiz  magy - B-sejtes
lymphoma
162-172 keverék 5 szuka Follikularis Centrumsejtes
183-194 kozépazsiai husky |7 kan Follikularis Centrumsejtes
180-191 rhodes1a1 7 kan Diffuz nagy B-sejtes
ridgeback lymphoma
212-224 dogo canario 6 kan llefuz nagy B-sejtes
ymphoma
215-227 német dog 3 kan Diffaz hagy B-sejtes
lymphoma
361-385 keverék 6 kan Follikularis Centrumsejtes
393-422 basset hound 7 kan Diffuz nagy B-sejtes
lymphoma
413-443 bordeaux-i dog 6 kan Precursor T-sejtes
427-458 boxer 6 kan Plazmas
Egyéb daganat
154-164 berni pasztor 6 szuka mastocytoma
68-69 cocker spaniel 8 szuka carcinoma
172-182 keverék 10 kan adenocarcinoma
122-127 wolf spitz 14 szuka mastocytoma
137-144 schnauzer keverék | 12 szuka atmeneti sejtes carcinoma
3-3 Amal bolognase 12 szuka emlodaganat
2. tablazat
A kutyék IC fluoreszcencia értékei
Torzsszam 50 VP IHBSS IMK571 |10 Vp
ILymphoma
141-148 3279 298,205 315,745
152-161 324,735 307,925 320,65
156-166 170,985 346,72 168,045
162-172 307,165 178,11 336,2
183-194 135,465 109,095 139,91
180-191 148,49 103,375 153,635
012-224 474,815 331,625 423,89
015-227 392,245 235,95 354,99
361-385 397,285 186,43 373 267,715
393-422 05,995 80,96 87,76 100,71
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413-443 352,895 337,42 078,755 48,2
127-458 415,06 095,36 294,43 332,985
[Egyéb daganat

154-164 028,77 014,76 248,065

68-69 192,125 179,315 176,515
172-182 327,53 063,265 302,78
122-127 308,345 055,585 319,205
137-144 157,97 111,855 147,65
Amal 3-3 106,45 109,11 144,31

A hidnyz¢ értékek azért lathatok, mert az MK571 hatékonysagat kifogasolva a 10uM-

os verapamilt alkalmaztuk. Mind a 3 inhibitort csak az utolsé 4 alkalommal hasznaltuk.

3. tablazat

A kutyak MAF értékei
Torzsszam 1(\:[11?::1 +mdrl) MAF(mrpl) MAF (mdrl)
Lymphoma
141-148 21,156 37,7571
152-161 7,1163 4,7667
156-166 26,384 25,9217
162-172 42,0149 47,0226
183-194 19,4663 22,0249
180-191 30,3825 32,7139
212-224 30,157 21,7663
215-227 39,8463 33,5333
361-385 53,074 50,0188 30,3625
393-422 15,6623 7,7484 19,6108
413-443 4,3851 -21,0454 3,0959
427-458 28,8392 -0,3159 11,2993
Egyéb daganat
154-164 6,1241 13,4259
Amal 3-3 -0,6544 7,9224
68-69 6,6675 -1,5863
172-182 19,6211 13,0507
122-127 17,1107 19,9308
137-144 29,1923 24,2431
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1.abra A citosztatikumok tdmadaspontja. Az 6sszefoglald abran a citosztatikus szerek
genetikai hatdsmechanizmusa lathato.

Forras: Vajdovich P., Kisallatpraxis 2001. 2. (1.) 2-8.

A cytostaticumok témadéaspontja

biosynthesise i n(

polimerazt

4tolja i

hydroxyu M’ az HNS—pmdukuﬂt

| (] rue| / blokkolja

a citidil dezoxicitidilsavvé

tdriénd redukcidjat hlnkkgﬁa [ F'::"mﬂl
rizél

atolja a
a timidilat- ezoxiuridi
szintetazt idi
blokkolja metilalasat ?

gétolja a alkilalo szerek
rinok étala- cross link
sét nitrozokarbamid-

/inmptupurin Imetho- vegylletek
ﬂﬂyln}n trexat :
a puri = afolsav- |

| gydrd bio- reduktazt | RNS | (transfer-, riboso-
synthesisét blokkolja malis-, messenger-)
blokkolja ; #7% .

[aszparagind il
L-asparagint hidrolizdlja™——= fahérjesynthesis (enzimek)

[vinca-alkaloidék vinblastin, vincristin |~ az oszldsi orsét kérositjak
és a mitozist leallitjak

srteroid hormonok| androgének, dsztrogének, progeszteron,

glukokortikoidok az RNS-fliggh proteinszintézist befolyasoljék;
a hormonélisan aktiv sejtkdtésekre hatnak

:@]a mellékvesében meggétolja a szteroidkotodést!

a gluko- és ketoszteroidok periférids metabolizmusét
megvéltoztatja

54



7

k eredményei

r 7

7

as méréséne

-citometri

as

1

aram

7

lymphomas beteg

amu

bra: 156-166 torzssza

2.4

LZSIN
Wn 0s
seneb Ldyn

wedelan wn 0§
sepeb [dyw+ 1 ¥an

iwedeian
wn ol
sepeb Lyaw

limiipu 1azsoped

e w G o sami  m
D e OS] ENCL T PRINDL % EIUDND SR
D5SLE 1A mu

SOSEL ST )

) )

LU= o) Ly

B il e

LIS LTS R
o gk 2 Lok el

WUET LT

QUL IBIE  BIYE O0DOL  EZDVEL W

PaE bR e Apo . DiaE-
UTPO O OOE) JILOL T PO % HUMS ey
SR AT oL

DL | A Do

5 e

DUAIT 21 N Ly

BPLOF 0 e

LIS LTS RO
s £ e Ak =

=

:

8

LOCESrLTY

SLFl OLTF PSS OODOL  DORIL W

DI e O EIOLT DNUDI % SIS mnmp

BENEES A L
ZpviL S ey
]
04T M Loy
sy 0 ey

UMD LN OOC) UG DOIEIN GBI MRLE

2605 UeAT L
DO | LA DetEN
EoR
DIATTED ) Loy
ESILEF 0 g

TP SN LA IusRdTIon SIS TR
o o 2 o o o ok £ 2t 2
o
i i
' 8
WOBLE ROBLT

GOUME GUMG  OFSE  OODOL  BOMEL WY
LEDR CUDH OS] MIGL DOIE e SIENS Ay
D525 el oL

QL S pee)

]

4T g0 M oy

B LT e

[T ST DR )
oL o

0 g 2t Titns ot

LUTE SNGRE  SISE oODOL  BRALL W
TP SOV OOE] WIOL % DOWEITe SIS RO

LS55 RNAT ML
E6L5| SUmAS Dotey
SR
QAT N oy
BSv-Lor i s

LSS PR )
¥ {2 A fid B

§

Fx

HOELET
ENU0E TOWRE  BUSE  O0DOL  ESSBL WY
PR U MG PRWE % HUMS AnAn

EOEFS WUsAT 0L
EFT0L TS P

 §
&

SO ESTLTY
ENEGE OUBEE  PIEE  OODOL WGl BY
AT WA OT) WML PO WIUMI AR

LHE0G T L
ESPGL NS P

) E) Wy

b g e Lo sy DT e wop ey

[ T EGL 2 T

R L el
a.n.— m_u—. no—. _.o— _.-n_— 10— wor «Qr —0— un_—.

o
g g
& &

8ZEF 0000L ELOEZ  #H
062F 1288 GlOLZ2 E”

¥£'66 BOBIZ 2
9G8E 0L88 +I06L LY

WSSO\ UTE A USEY| 0B X USH X [P % PEIPD R elsAT Uof
{reeur) 1ieH-055 eBwEEd A

2080¢ ‘:ueng [2i0]

¥ Enn
QE-uny-2 -sieg uogle:
85-22F ‘a1 Hdweg

g
L o '
T o o

T T
e oaL

55

=

UL



7

k eredményei

r 7

7

as méréséne

-citometri

as

1

aram

7

lymphomas beteg

4

amu

bra: 427-458 t6rzssz

3.4

LZSIN
Wn 0s
seneb Ldyn

wedelan wn 0§
sepeb [dyw+ 1 ¥an

iwedeian
wn ol

sepneb 1yaw

limiipu 1azsoped

e w G o sami  m
D IO ORE) EOL T DD % SIUDAS MO
D5SLE 1A mu

SOSEL ST )

) )

LU= o) Ly

B il e

LIS LTS R

gk 2 Lok el

WUET LT

QUL IBIE  BIYE O0DOL  EZDVEL W

PaE bR e Apo . DiaE-
UTPO O OOE) JILOL T PO % HUMS ey
SR AT oL

DL | A Do

5 e

DUAIT 21 N Ly

BPLOF 0 e

LIS LTS RO
s £ e Ak =

=

:

8

LOCESrLTY

SLFl OLTF PSS OODOL  DORIL W

DI e O EIOLT DNUDI % SIS mnmp

BENEES A L
ZpviL S ey
]
04T M Loy
sy 0 ey

M SR
‘ o L ak 4
% £ e 4 Yy

UMD LN OOC) UG DOIEIN GBI MRLE

2605 UeAT L
DO | LA DetEN
EoR
DIATTED ) Loy
ESILEF 0 g

LS et s e
o gk P o 2

winog

RS LR

GOUME GUMG  OFSE  OODOL  BOMEL WY
LEDR CUDH OS] MIGL DOIE e SIENS Ay
D525 el oL

QL S pee)

]

4T g0 M oy

B LT e

[T ST DR )
oL o

0 g 2t Titns ot

=

RESFLTY

LUTE SNGRE  SISE oODOL  BRALL W
TP SOV OOE] WIOL % DOWEITe SIS RO

LS55 RNAT ML
E6L5| SUmAS Dotey
SR
QAT N oy
BSv-Lor i s

§

ENU0E TOWRE  BUSE  O0DOL  ESSBL WY
PR U MG PRWE % HUMS AnAn

EOEFS WUsAT 0L
EFT0L TS P

ENEGE OUBEE  PIEE  OODOL WGl BY

AT WA OT) WML PO WIUMI AR
LHE0G T L
ESPGL NS P

) E) Wy

b g e Lo sy DT e wop ey

[ T EGL 2 T

R L el
a.n.— m_u—. no—. _.o— _.-n_— 10— wor «Qr —0— un_—.

o
g g
& &

GEIOC BEEF O0000L ELOEE bW
DBPOE OGSk 1288 6LOkE €Y
¥£'66 BOBIZ 2
268PE OGBE 0L88 +LOGE LY

WSSO\ UTE A USEY| 0B X USH X [P % PEIPD R elsAT Uof
{reeur) 1ieH-055 eBwEEd A

2080¢ ‘:ueng [2i0]

¥ EEn

QE-uny-2 -sieg uogle:

85-22F ‘a1 Hdweg

g
L o '
T o o

56



