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1. A doktori értekezés el6zményei és
célkitiizései
1.1. Bevezetés

A lymphoma és az emlédaganatok a kutyak leggyakoribb
daganattipusai kozé tartoznak. A terapiarezisztencia kulonosen nagy
jelentéségi klinikai faktor, foként a nyirokszervi daganatok esetén, mivel
dontéen ez felelés a kemoterapias kezelés kudarcaért. Bar az
emlédaganatok terapigja els6sorban sebészi, f6leg a high-grade,
elérehaladott formak esetén indokolt lenne az adjuvans kezelés is,
azonban ez jelenleg nem megoldott, mivel ezek a daganatok nem
reagalnak megfeleléen a hagyomanyos citosztatikus kezelésre.

Régota ismert tény, hogy bizonyos tipusu daganatok esetén a
citosztatikus terapia a tumorsejtek kialakulé vagy ab ovo rezisztenciaja
miatt nem kelléen hatékony. Multidrog rezisztencianak (MDR) nevezzuk
ezt a jelenséget, melynek lényege, hogy az adott szOvetek vagy sejtek
nem reagalnak az alkalmazott gyogyszerekre. Az MDR napjainkban az
egyik legfontosabb probléma a daganatos betegek kezelésében, hiszen
dontéen ez felel6s a kemoterapia sikertelenségéért. A sejtszinti MDR
kialakulasanak tobb mechanizmusa is ismert, de kutyak esetében a
leggyakrabban megfigyelt formaja a P (permeability)-glycoprotein tulzott
expresszioja miatt kovetkezik be. Ez egy, az ABC (ATP-binding cassette,
azaz ATP-kotd kazetta) transzporter fécsaladba tartozd, 160-180 kDa
tomegl ATP-fuggd pumpafehérje, melynek klasszikus formaja az MDR-1
gén terméke. A Pgp hidrofob molekulakat juttat ki a sejtbél, és a
citosztatikumok jelentés hanyadat is kipumpalja, emiatt nem tud kialakulni
a daganatellenes hatashoz szukséges intracellularis
gyogyszerkoncentracié. Kutyak kemoterapiajaban hasznalt leggyakoribb

szerek kozul eddig a kovetkez6kkel szemben mutattak ki a Pgp hatasat:



vincristin, doxorubicin, actinomycin-D, mitoxantron, etoposid, vinblastin.
Komoly gyakorlati probléma, hogy ezekkel a szerekkel szemben
keresztrezisztenciat is leirtak, vagyis amennyiben az itt felsorolt
vegyuletek valamelyikével szemben kialakul a rezisztencia, a daganatsejt
a tobbi Pgp-szubsztrat citosztatikumra is rezisztens lesz, fuggetlenul attal,
hogy azt a terapiaban addig hasznaltak vagy sem. A lymphomas kutyak
tobbsége az els6 kemoterapias ciklus utan visszaesik és a kiujult daganat
altalaban az eredetinél rezisztensebb a citosztatikumokra, amelynek oka
az eredeti daganatsejteknél rezisztensebb, un. MDR-klonok megjelenése.

A Pgp kutyak és emberek lymphomaja esetében régota ismert
negativ prognosztikai faktor, amely révidebb recidivamentes és teljes
tuléléssel jar egyutt. A kezelés el6tti Pgp-meghatarozas fontossagat mint
prognosztikai faktort, Bergmann (1996) és Lee (1996) korai vizsgalatai
egyertelmien Dbizonyitottak, de késbbbi publikaciokban ennek
ellentmondd eredmények is szulettek, illetve a szakirodalmi adatokban
kifejezetten  eltér6  Pgp-expresszios  szazalékok  szerepelnek.
Feltételezésunk szerint ezeknek az eltéréseknek részben metodikai okai
vannak, mint példaul a festédeés eltérd kiértekelése, vagyis a vizsgaldk
szubjektivitasa. Emiatt a prognosztikai eérték erésitése céljabdl javasolt a
kiildbnbdzd modszerek validalasa. igy lehetéség nyilhat arra, hogy a
kezelés megkezdése el6tt informaciokat szerezzink a varhato
terapiarezisztenciardl és ezekben az esetekben a nem Pgp-szubsztrat
kemoterapeutikumokat preferaljuk az olcsobb, hagyomanyos szerekkel
szemben.

A nék terapiarezisztens emlérakjanak emelkedett Pgp-expresszidja
is ismert tény, kutyak esetében eddig azonban csak limitalt szamu
vizsgalat allt rendelkezésre, ezek a daganatos eml8szOovet emelkedett

Pgp-expressziojat mutattak.



A p53 tumorszupresszalé gén a leggyakrabban mutalédott gén a
human daganatokban, mutacidjat az emberi tumorok tobb mint 50%-aban
kimutattak. A gén altal kodolt fehérje egy sejtmagban talalhaté
foszfoprotein, amely részt vesz a sejtciklus szabalyozasaban és az
apoptozis beinditasaban. Mikodése fontos részét képezi a sejtek azon
szabalyozasi mechanizmusainak, amelyek gatoljak a daganatos mutaciok
okozta tumorgenezist a PCNA (proliferating cell nuclear antigen) és az
MDR gének expresszidjanak csokkentése révén. A p53 gén un. germ-line
mutacidja kulonb6z6 daganatos betegségekre hajlamosit, mivel ennek
kovetkeztében a termelt fehérje inaktivva valik, azonban a sejtek
citoplazmajaban, esetleg magjaban fokozott expresszié tapasztalhato,
ugyanis a kimutatasuk alapjat képez6é hapténben a mutans fehérje
megegyezik az eép fehérjével. Mind kutyak, mind emberek emlédaganatai
esetén leirtdk a p53 germ-line mutaciojat és a fehérje ndvekedett
expresszioja negativ prognosztikai faktornak szamit.

A ciklooxigenazok (COX, Prostaglandin Endoperoxid synthase) a
prosztaglandinok biokémiai szintézisének kulcsenzimei. Két izoenzimuk
ismert, a COX-1 és COX-2. El6bbi homeosztatikus cellularis funkciokat lat
el, mig a COX-2 kéros folyamatokban vesz részt, ugymint gyulladas,
hyperalgesia, tumorgenezis. Fontos szerepet jatszik a daganat sajat
érhalézatanak kialakitasaban és a daganatok novekedésében, valamint a
malignitds fokanak ndvekedésével a COX-2-expresszio is emelkedik.
Szamos daganat (pl. human colorectalis tumorok, meéhnyakrak, kutyak
emlédaganatai) esetén szignifikans kapcsolat van a magas COX-2-
expresszio, valamint a tavoli metasztazisok kialakulasa kozott. Ez
rovidebb tulélést eredményez, a COX-2 magas szintje tehat bizonyos
daganattipusok esetén negativ prognosztikai faktor, amelynek gatlasa

klinikai elébnyokkel jarhat.



A human emlbédaganatok 40-50%-a magas COX-2-expressziot
mutat, valamint az emlérak el6fordulasi valdszinlisége, illetve a ndk
esetében a nemszteroid gyulladascsokkentok (NSAID-ok) hasznalata
kozotti forditott dsszefliggés is régdta ismert. A human medicinaban
tapasztaltaknak megfelel6en kutyak egészséges emlészovete nem vagy
csak minimalis mértékben mutat COX-2-expressziot. Ezzel szemben az
emlédaganatok tobbségenél emelkedett COX-2-expresszio detektalhato,
amely negativ prognosztikai faktorként 6sszefiggést mutat a malignitas
fokaval, a recidivara valé hajlammal, valamint a metasztatikus
potenciallal. Szamos tanulmany igazolta a COX-2 emelkedett
expressziojat kutyak rosszindulatt emlbédaganatai esetén, az
agresszivebb besorolasu, anaplasztikus formak esetén pedig kifejezetten
magas ertekeket tapasztaltak. Az utobbi években egyre tobb olyan
publikacié all rendelkezésre, amelyek megerésitik a COX-2-gatlok
hasznalatabdl szarmazo terapias elényt kutyak high-grade emlédaganatai
eseten.

A tirozin-kinazok a sejtndvekedés és -differencialddas
szabalyozasaban dont6 szerepet jatszd, specifikus jelatvivé molekulak.
Receptoraik a sejtfelszinen talalhatdk, foszforilaciés kaszkadok
inditasaval juttatnak el szignalokat a sejtmagig. Jelentés szerepet
jatszanak a daganat altal el6idézett neovaszkularizacidban, azaz a
daganat sajat érhalozatanak kialakitasaban. A kinazok megvaltozott
funkcidjat szamos folyamat okozhatja, ilyenek a mutaciok, a fokozott
expressziok, a fuzids proteinek, illetve az autokrin hurkok. A mutaciék (pl.
pontmutacio, torlédés, belsé tandem duplikacid) a protein-kinazok
foszforilaciojat okozzak a kivaltdé jel hianyaban is. Ezek a folyamatok
egyebek mellett fokozott sejtndvekedéshez és tuléléshez vezetnek.
Szamos human daganatban ismert jelenség a tirozin-kinazok

szabalyozasi zavara okozta abnormalis jelatviteli utak aktivalédasa, de



kutyak emlédaganatai esetén eddig csak nagyon kevés informacio allt
rendelkezésre. Human emlédaganatok esetében régdta ismert tény
bizonyos receptor tirozin-kinazok diszregulacioja és fokozott expresszidja.
Ezek kdzul legismertebb a tumorgenezisben is szereplé HER-2 (ErbB2),
amely az eml6rakok 20-30%-aban megtalalhatd és negativ prognosztikai
faktorként rovidebb tuléléssel jart. A HER-2, VEGF és EGFR célzott

gatlasa n6k emlérakja esetén ma mar a rutin terapia része.

1.2. Vizsgalati célok

1. Vizsgalati célok kutyak lymphomaja esetén: F6 célunk a Pgp-
immunhisztokémia  prognosztikai  értékének megerdsitése  volt.
Ceékitlzéseink kozott szerepelt ezzel Osszeflggésben az is, hogy
validaljuk az altalunk hasznalt festési mddszert egy Pgp cut-off értek
meghatarozasaval. Mivel a szakirodalmi adatokban eltér6 Pgp-
expresszios szazalékok szerepelnek, a prognosztikai érték erdsitése
céljabdl javasolt a kulonb6z6 mddszerek validalasa. Hosszutavu célunk
ezzel az volt, hogy a kezelés megkezdése el6tt informacidkat szerezzink
a varhatd terapiarezisztenciardl, ezzel segitve az egyedre szabott
gyogyaszat megvalositasat.

Vizsgalatunk masik célja a kulonboz6 klinikai jellemzbk értékelése
volt, kulonos tekintettel a recidiva, illetve gyogyszermellékhatasok okozta
haldlozasra, valamint az ezekkel kapcsolatos prognosztikai faktorok
azonositasa, tovabba az MDR-rel val6é kapcsolatuk vizsgalata.

2. Vizsgalati célok kutyak emlédaganatainak esetén: Célkitlizéseink
kOzOtt szerepelt a terapiarezisztencia okainak vizsgalata mellett szamos
human  onkolégiabdl ismert  faktor  prognosztikai  értékének

meghatarozasa, valamint lehetséges Uj terapias célpontok azonositasa



(kutyak szamara torzskonyvezett szelektiv. COX-2-gatlok, valamint
kismolekulaju tirozinkinaz-gatlok megjelenése).

Az emlbédaganatok Pgp-expresszidjanak vizsgalataval az MDR
kialakulasaban betoltott szerepének megerdsitése kutyak esetében is,
valamint a prognosztikai értékének a vizsgalata. Ugyanezeknek a
mintaknak a p53-expresszidjat is vizsgaltuk. Célul thztlk a p53
prognosztikai értékének megerdsitését, valamint 0Osszefluggéseket
kerestunk a Pgp- és p53-expresszio kozott.

Az emlédaganatok esetén egyik f6 célunk a COX-2-expresszio
immunhisztokémiai vizsgalata, prognosztikai értékének megerésitése,
illetve a kulonb6zé COX-gatlok alkalmazasabol szarmazd klinikai elény
igazolasa és 0sszehasonlitasa volt.

Céljaink kozott szerepelt a tumorgenezisben szerepet jatszo tirozin-
kinazok vizsgalata kutyak eml6daganatai esetén és ezaltal uj, jovébeli
terapias célpontok azonositasa. A kovetkez6 tirozin-kinazokat, valamint a
VEGF-et detektaltuk realtime PCR eljaras segitségével: VEGFR1,
VEGFR2, EGFR, ErbB2 (HER-2), PDGFRaq, KIT, illetve MET. Az altalunk
vizsgalt tirozin-kinazok tobbsége a masitinib és a toceranib targetje, ezek
kutyak szamara torzskonyvezett, Eurdopaban forgalomban [évd

kismolekulaju tirozinkinaz-gatlok.

2. Anyag és modszer

2.1. A Pgp-expresszié vizsgalata kutyak lymphomaja esetén

Vizsgalatunkban 33 kilonb6zd fajtaju és koru kutya szerepelt, 18

kan, 15 néstény, atlagéletkoruk 7,36 év volt.



A betegeket az elsd vizsgalatkor a kovetkez6 stadiumokba soroltuk:
Il stadium (n = 1), lll stadium (n = 4), IV stadium (n = 22) és V stadium (n
= 6). A nyirokcsomomintak szdvettani vizsgalata alapjan 26 (78,78%)
kutyanak high-grade (3 B-lymphoblastos, 13 diffuz nagy B-sejtes magas
mitotikus indexszel, 8 periférias T-sejtes, 2 Burkitt-like) és 7 (21,21%)
kutyanak low-grade lymphomaja volt (5 diffuz nagy B-sejtes centroblastos
lymphoma alacsony mitotikus indexszel, egy Mantle-sejtes és egy T-zona
lymphoma).

A betegek kezelése COPA, ill. Madison-Wisconsin (MW)-protokollal
tortént. 10 kutya részesult mindkét protokollban (COPA els6ként, MW
visszaesés utan).

A kezelés soran fellep6 mellékhatasokat a Veterinary Cooperative
Oncology Group 2011-es ajanlasa alapjan soroltuk be sulyossag szerint
(Grade) és a szamszerUsitést is ez alapjan végeztik. Ezenfelll egy un.
kumulativ pontszamot is megadtunk, amelyet az egyes epizdédok
szamabol és sulyossagabdl kalkulaltuk.

A Pgp immunhisztokémiai kimutatasat P. E. Ginn 1996-0s
Veterinary Pathology cimi lapban megjelent cikke, valamint az Orszagos
Onkolégiai Intézet munkatarsainak ajanlasa alapjan végeztik. A mintak
deparaffinalasat, valamint rehidralasat xilolban, majd leszall6
alkoholsorban torténé aztatassal végeztiuk. Az endogén peroxidazokat
3%-0s hidrogén-peroxid oldattal blokkoltuk. Az antigénfeltarast és
tobbszori PBS-es mosast kovetéen a nem immuneredetli kotédéseket
l6szérummal blokkoltuk. C494 (Signet Laboratories) Pgp elleni egérbél
szarmazo  monoklonalis  ellenanyagot hasznaltunk, majd az
immunhisztokémiai rekciot streptavidin-biotin immunperioxidaz
rendszerrel (Vectastain ABC-kit) és diamino-benzidin (DAB) segitségével

tettik lathatéva. A kontrasztfestés Mayer-féle haematoxilinnel tortént.



Pozitiv kontrollnak kutyabdl szarmazé ép maj- és veseszoOvetet,
negativ.  kontrollnak  pedig egészséges  kutyabol szarmazé
nyirokcsomoszovetet hasznaltunk. Ezenkivul alkalmaztunk egy un. ,belsd
negativ kontrollt” is, ebben az esetben a primer monoklonalis ellenanyagot
PBS-sel helyettesitettuk.

A sejtek fest6désének mértékét és annak sejten bellli helyez6dését
fénymikroszkopos elemzéssel vizsgaltuk, double blind mddszerrel két
gyakorlott vizsgalo segitségével. A Pgp-expresszid mertékét 4 pontos
skalan jeloltik a pozitiv sejtek szamanak becslése alapjan. A festédés
intenzitasat az expresszids pontrendszertél fuggetlenul 4 pontos skalan
vizsgaltuk.

A median recidivamentes periodust (RFP, relapse-free period) és a
median teljes tulélési id6t (OST, overall survival time) Kaplan-Meyer
analizis segitségével allapitottuk meg. A Kkulonb6zb csoportok
recidivamentes és teljes tulélési idejét Log-rank teszttel és Cox
,proportional hazard” analizissel hasonlitottuk 06ssze. A kulonb6z6
valtozok kozotti dsszefliggések felderitésére Fisher-féle egzakt tesztet
hasznaltunk. A specificitasi és szenzitivitasi értékeket a Pgp-expresszios
hatarérték (cut-off érték) megallapitasakor ROC-analizis segitségével
szamoltuk ki. A kulonbozé csoportok klinikai és laboratoriumi
paramétereinek 0sszehasonlitasakor kétmintas nem egyenld varianciaju
Student-féle t-prébat alkalmaztunk. A vizsgalatokat a Statistica, Microsoft
Excel, illetve R program hasznalataval végeztuk. A kapott eredményeket

p < 0,05 esetén tekintettik szignifikansnak.



2.2. A Pgp- és p53-expresszié vizsgalata kutyak emlédaganatai
esetén

Vizsgalatunkban 30 kilénb6zé fajtaju és koru emlédaganatos kutya
szerepelt. A daganatok rutin szOvettani vizsgalatanak eredmeényei a
kovetkezbek voltak: 9 tubulopapillaris carcinoma, 12 komplex carcinoma,
2 komplex adenoma, 2 benignus kevert daganat, 1 fibroadenoma, 1
ductalis papilloma, 2 carcinosarcoma, 1 lipid gazdag komplex carcinoma.

Vizsgalatainkhoz 4%-o0s neutralis formalin oldatban fixalt, majd
paraffinba agyazott metszeteket hasznaltunk. A p53 immunhisztokémiai
kimutatasat Wolf és munkatarsainak 1997-ben megjelent cikke alapjan
végeztik. A mintak deparaffinalasat, valamint rehidratalasat a Pgp-vel
megegyez6 modszerrel végeztik. Az antigénfeltarast és tdbbszori PBS-
es mosast kovetéen a nem immuneredetl kotbédéseket I6szérummal
blokkoltuk. CM-1 nyulbdl szarmazd primer poliklonalis ellenanyagot
hasznaltunk (Signet Laboratories), majd az immunhisztokémiai rekciot
streptavidin-biotin immunperioxidaz rendszerrel (Vectastain ABC-kit) és
diamino-benzidin (DAB) segitségével tettik lathatéva. A kontrasztfestés
Mayer-féle haematoxilinnel tortént.

A pozitiv kontroll human eml6 adenocarcinoma volt, negativ
kontrollnak pedig egészséges kutyabdl szarmazé nyirokcsomot
hasznaltunk.

A sejtek festédésének mértékét fénymikroszképos elemzéssel
vizsgaltuk, double blind mddszerrel tortént két gyakorlott vizsgalo altal. A
p53-expresszio mértékét 4 pontos skalan jeloltUk a pozitiv sejtek
szamanak becslése alapjan. A citoplazma- és magfestédést nem
ertékeltik kulon, mivel a mintak 56%-aban nem tapasztaltunk

magfestbdést.



A Pgp-expresszido vizsgalata a 2.1. fejezetben leirtaknak
megfeleléen tortént.

Betegeinket a daganat korszovettani besorolasa alapjan 4 csoportra
osztottuk: tubulopapillaris carcinoma (n = 9), komplex carcinoma (n = 12),
egyeéb malignus daganat (n = 3), jéindulatu daganat (n = 6). Minden
csoportnal vizsgaltuk, hogy tortént-e ivartalanitas az emlédaganat
kialakulasat megel6zb6en, a betegek életkorat az emlédaganat mutéti
eltavolitasakor, azt, hogy az altalunk vizsgalt daganat primer tumor volt
vagy mar egy recidivalt daganat, nyirokcsomoé-attét vagy invazivitas
meglétét, recidiva megjelenését, az allat élete soran jelentkezett-e egyeéb
daganatos megbetegedés a mitét el6tt vagy utan, és azt, hogy az allat
elhullasat daganatos betegség okozta-e.

A kulonboz6 parameéterek kuldnbségét Wilcoxon rank-sum teszttel
és kétmintas, nem egyenlé varianciaju Student-féle t-probaval vizsgaltuk
a kulonbozé diagndzisu csoportok kozott SAS-STAT programmal. A
paraméterek kozott Pearson-féle korrelacidés analizist is végeztink az
SPSS 8.0 szamitégép program segitségével. A kapott eredményeket p <

0,05 esetén tekintettuk szignifikansnak.

2.3. A COX-2-expresszi6 vizsgalata kutyak emlédaganatai esetén

A vizsgalatainkban 42 kilénboz6é fajtaju kutya (40 néstény, 2 him)
emlédaganat mintai szerepeltek. A betegek atlag életkora 9,17 év volt.

A mitétet kdvetben 31 beteg részesult min. 4 honapig tarté NSAID-
kezelésben, kozuluk 16 beteg tobbféle hatdanyagot is kapott: piroxicam
(n = 23), meloxicam (n = 18), firocoxib (n = 12), ennek magyarazata a
vizsgalat hosszu lefutdsa és a Kkorszerl hatéanyagok késdbbi

megjelenése.



Osszesen 13 kutya részesilt posztoperativ kemoterapiaban,
kozuluk 4-en tobbféle hatbanyaggal: doxorubicin (n = 7), ciklofoszfamid (n
= 1), carboplatin (n = 10).

Az immunhisztokémiai  vizsgalathoz paraffinba  agyazott
metszeteket hasznaltunk. A mitétileg eltavolitott daganatok mintai 4%-os
neutralis formalin oldatban kerlltek fixalasra. A COX-2-expresszid
immunhisztokémiai kimutatasat Queiroga és mtsai. 2007-ben megjelent
cikke, valamint az Orszagos Onkoldgiai Intézet munkatarsainak ajanlasa
alapjan végeztuk. A mintak deparaffinalasat, rehidratalasat, valamint a
nem immuneredeti kotések blokkolasat a Pgp-vel megegyezd modszerrel
végeztik. Ezt kovetden a mintakat monoklonalis primer IgG1 (Rat Cox-2
aa. 368-604) ellenanyaggal inkubaltuk. A festés tovabbi folyamata
megegyezett a Pgp-nél leirtakkal. A pozitiv kontroll Queiroga és mtsai.
altal hasznaltakkal megegyezben egészséges kutya maj- €s veseszovet
mintak voltak.

A festddés értékelése fénymikroszkdpos vizsgalattal, double blind
modszerrel tortént két gyakorlott vizsgald altal. A COX-2-expresszio
szazalékos meértékén kivul meghataroztuk a festédeés intenzitasat is egy 4
pontos skalan a pozitiv sejtek szamanak, valamint a festbdés
eréssegének becslése alapjan.

28 daganatminta primer, 15 pedig recidivalt tumorbdl szarmazott (1
betegnek mind primer, mind recidivalt daganata is volt). A betegeket a
daganat kérszovettani besorolasa alapjan 5 csoportra osztottuk: benignus
(n = 13), simplex és anaplasztikus simplex carcinoma (n = 9), komplex
carcinoma (n = 8), tubulopapillaris carcinoma (n = 8), valamint
carcinosarcoma (n = 4). A szovettani Grade alapjan a malignus daganatok
megoszlasa a kovetkez6 volt: Grade | (n = 14), Grade Il (n = 7), Grade Il
(n = 8). A stadiumbesorolas eredménye a kovetkezd volt a benignus

daganatokban: Stage | (n = 10), Stage Il (n = 3), Stage Il (n = 0), Stage



IV (n = 0). A malignus emlédaganatokban Stage | (n = 8), Stage Il (n = 9),
Stage lll (n=7), Stage IV (n = 5).

Osszehasonlitottuk a COX-2-expresszios értékeket a kiulondzé
csoportok kozott, osszefuggést kerestink a COX-2-expresszid és
tumorméret, illetve tuléléssel osszeflggd kulondzd paraméterek kozott.
Vizsgalataink soran Kruskal-Wallis ANOVA-t, illetve Bonferroni-tesztet
veégeztunk. A kulonb6z6 csoportok recidivamentes és teljes tulélési idejét
Log-rank teszttel és Cox ,proportional hazard” analizissel hasonlitottuk
Ossze. A specificitasi és szenzitivitasi értékeket a COX-2-expresszids
hatarérték (cut-off érték) megallapitasakor ROC-analizis segitségével
szamoltuk ki. A statisztikai analizisek soran SPSS 8.0, Free Statistics
Software (WESSA, 2013), Microsoft Excel 7.0 és StatsDirect 3.2.8
programokat hasznaltunk. A kapott eredményeket p < 0,05 esetén

tekintettlk szignifikansnak.

2.4. Tirozin-kinazok vizsgalata kutyak emlédaganatai esetén

Vizsgalatunkban 13 emlédaganatos néstény kutya szerepelt, az
allatok atlagéletkora 9,8 év volt. A daganatok szOvettani besorolasa
simplex carcinoma (n = 5), komplex carcinoma (n = 5), orsdsejtes
carcinoma (n = 1), osteosarcoma (n = 1), illetve chondrosarcoma (n = 1)
volt. Minden esetben az adott egyed egy, daganatos elvaltozast nem
mutatd, egészséges emlbje is eltavolitasra kerult, ami a késébbikben
kontrollként szolgalt. Vizsgalatunk ceélja a kutyak emlédaganataiban a
kovetkez6 tirozin-kinazok, valamint a VEGF detektalasa volt realtime PCR
eljaras segitségével: VEGFR1, VEGFR2, EGFR, ErbB2 (HER-2),
PDGFRa, KIT, illetve MET.

Mindig olyan emlét hasznaltunk fel, melyben nem voltak lathatd

elhalasok. Az igy nyert mintakbdl 0,5 és 1,0 g kozotti mennyiséget



tavolitottunk el, majd trizol hozzaadasaval homogenizlltuk és tovabbi
feldolgozasig —80 °C-on taroltuk. Az RNS-kivonast és DNazos emésztést
kovetéen a cDNS irast RevertAid™ H minusFirst Strand cDNASynthesis
Kit (Fermentas) segitségével végeztuk. Az rt-PCR méréshez IQ™ SYBR
GreenSupermix Kitet (Biorad) hasznaltunk. A primereket a Primer-BLAST
programmal terveztik és a Sigma-aldrich, illetve Bio-science cégektdl
rendeltuk meg. Minden mintabdl két parhuzamost, bennuk kilenc fehérje
MRNS-ét vizsgaltuk.

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

A PCR eredmények mennyiségi értékeléséhez a relativ mddszert
hasznaltuk (2°°P).

Osszehasonlitottuk ugyanazon éllat daganatos, illetve egészséges
eml6jebbl szarmazd expresszidos értékeket, illetve a pacienseket
csoportokra osztottuk a daganat szdvettani malignitasi foka alapjan:
Grade | (n = 4), Grade Il (n =7) és Grade lll (n = 4). Vizsgalataink soran
Student-féle t-prébat, Kruskal-Wallis ANOVA-t, valamint Mann-Whitney
probat végeztiunk a Statistica program hasznalataval. A kapott

eredményeket p < 0,05 esetén tekintettlk szignifikansnak.

3. Eredmények és megbeszélés

3.1. A Pgp-expresszié vizsgalata kutyak lymphomaja esetén

A mintainkban a Pgp-expresszié atlagos meértéke 34,2% volt. A
betegeink 54,5%-a volt Pgp-pozitiv, ami az irodalmi adatok alapjan

magasnak szamit. Az immunhisztokémiai moddszerrel detektalt Pgp-



festédési értékek kutyaban nagy szérast mutatnak. A kilénbdzé
eredményeket szamtalan faktor okozhatja, pl. metodikai eltérések (az
antigénfeltaras erbssége, kiértékelés folyamata stb.) vagy az eltérd
beteganyag, kulonboz6 kemoterapias protokollok, de esetlinkben
magyarazhatja a magasabb értéket a T-sejtes betegek relative nagyobb
szama (27,7%) is. Eppen ezért szilkséges a sajat cut-off értékek
meghatarozasa és a modszer validalasa.

Pontrendszer hasznalatakor szignifikans kuldénbséget talaltunk mind
a tulélésben, mind pedig a recidivamentes periodusban a kulonb6z6
pontszamu csoportok kozott. 15 beteget tekintettiink Pgp-negativnak (0
pont) és 18-at Pgp-pozitivnak (1, 2, 3 pont), ezek az aranyok az irodalmi
adatoknak megfel6ek. A Pgp-pozitiv és -negativ csoport k6zott mind a
teljes tulélésben (240 nap vs. 428 nap, p = 0,0027), mind pedig a
recidivamentes periédusban (95 nap vs. 232 nap, p = 0,004) szignifikans
kulonbséget talaltunk. ROC-analizis segitségével 35%-os Pgp-
expresszios cut-off értéket hataroztunk meg, melynek a specificitasa és
szenzitivitasa a tulélésre 0,75, illetve 0,7, a recidiva el6jelzésére pedig 1
és 0,533 volt. Eszerint a PgP-immunhisztokémia 35% cut-off érték
hasznalataval megfelel6 diagnosztikai értékkel rendelkezik.

Céljaink kozott szerepelt a festédés intenzitasanak vizsgalata és
ennek szamszerUsitése. Markans kuldnbséget (240 nap vs. 428 nap, p =
0,016) talaltunk a teljes tulélésben az erbsen, illetve gyengén fest6dé
mintak kozott. Hasonld a tendencia a recidivamentes periddus
O0sszehasonlitasakor is, szamszerint 103 nap vs. 221 nap (p = 0,046).
Vizsgalatunkkal megerdsitettik a Pgp festddési intenzitas prognosztikus
ertekét. Szignifikans kulonbséget talaltunk a B- és T-sejtes formak
fest6dési intenzitdsa kozott: normal és erbs festddést szignifikdnsan
gyakrabban (p = 0,0028) tapasztaltunk T-sejtes lymphomaknal, ami

egyben magyarazza azok terapiarezisztenciajat is.



A Pgp-immunhisztokémia prognosztikai értékét Osszegezve
elmondhatjuk, hogy az ABC transzporterek expresszioja és a betegség
Klinikai lefolyasa kozotti kapcsolat ellentmondasos. Bar a Pgp-
meghatarozas fontossagat (mint prognosztikai faktort) a korai vizsgalatok
(Bergmann, 1996; Lee, 1996) egyeértelmlien bizonyitottak, példaul
Zandvliet és mtsai. 2015-ben azt tapasztaltak, hogy a kezelés elétti
mintakban vizsgalt ABC transzportergén expresszié szintie nem volt
prediktiv sem a teljes, sem a recidivamentes tulélésre. Dhaliwal és mtsai
(2013) immunhisztokémiai médszerrel talaltak ugyan kilénbséget a Pgp-
pozitiv és Pgp-negativ csoport median tulélésében, de a kulonbség nem
bizonyult szignifikansnak. Mindezen fetételezések ellenére mi a kezelés
megkezdése elbtt vizsgalt Pgp-expressziot megfelel6 cut-off eértek
hasznalataval megbizhatd prognosztikai faktornak talaltuk.
Hipotézisinkben a vizsgalatot megel6z6en azt valoszinUsitettik, hogy a
10%-o0s cut-off értek megfelel6 prognosztikai értékkel bir. A vizsgalatok
soran azonban arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy magasabb cut-off
érték hasznalata esetén a tulélésbeli kildonbség még inkabb szignifikans.

Ceélkitizéseink  kozott szerepelt a  gydgyszermellékhatasok
o0sszehasonlitasa a kulonboz6é Pgp-expresszios értékekkel. Az altalunk
leggyakrabban megfigyelt mellékhatas a hasmenés volt. A kumulativ
grading megmutatta, hogy az irodalmi adatokhoz hasonldéan a hasmenés,
az anorexia és a thrombocytopenia voltak a kezelés legsulyosabb
mellékhatasai. Azt tapasztaltuk, hogy a daganatos halalozas Pgp = 6,5%
cut-off érték hasznalataval gyengén elbrejelezhetd, ahogy a
gyogyszermellékhatasok okozta halalozas is.

A kutatasunk soran azt is vizsgaltuk, hogy a terapia -elétti,
el6kezeletlen daganatmintabdl lehet-e kovetkeztetni a késébbi, in vivo
,hormal” gyogyszerrezisztencia funkciora. Az eredményeink szerint

alacsony szenzitivitassal (0,55), de magas specificitassal (0,81) el6 tudtuk



jelezni a gyogyszermellékhatas miatt bekovetkezett halalozast. A
daganatos betegség miatt bekovetkezett halalozast ezzel szemben
magas szenzitvitiassal (0,87) és alacsony specificitassal (0,66) tudtuk
jelezni. Tapasztalataink szerint a gyogyszermellékhatasok gyakoribbak a
Pgp-negativ, mint a Pgp-pozitiv betegeknél, illetve Pgp < 6,5% cut-off
értéknél a hasmenés kialukasanal erés szignifikanciat is talaltunk (p =
0,001). Lehetséges, hogy ennek az az oka, hogy a Pgp-negativ betegek
tovabb élnek, emiatt tobb kemoterapias kezelést kapnak, igy nagyobb
eséllyel alakul ki hasmenés naluk. Ugy latjuk, hogy a
gyogyszermellékhatasok kialakulasa gyenge Osszeflggést mutat az
el6kezeletlen  tumorok  Pgp-expresszidjaval. A  Pgp-expresszio
kiértékelése csak a daganatsejtek terapiarezisztenciajarol ad relevans
informaciot, nem pedig az egész allat terapias valaszardl (kulonos
tekintettel a mellékhatasokra).

Vizsgalatunk legnagyobb limitalé tényezdje az alacsony esetszam
volt. Az eredmeényeink, miszerint a kemoterapia megkezdése elbtt vizsgalt
Pgp-negativ nyirokcsomok magabb OST és RFP értékekkel jarnak,
megerfsitik azokat a korabbi irodalmi adatokat, miszerint kutyak
lymphomaja esetén a magas Pgp-expresszido terapiarezisztencia
kialakulasaval jar, ezaltal negativ prognosztikai faktor.

Eredményeink alapjan azt javasoljuk, hogy a festédés intenzitasat is
ertékelni  kell az immunhisztokémiai vizsgalat hasznalatakor.
FeltételezzUk azt is, hogy nemcsak a kuldnbozé immunhisztokémiai
modszerek, metodikai kulonbségek miatt kaptak az egyes kutatok eltérd
eredményeket, hanem azért, mert a Pgp-expresszié prognosztikai értéke
magasabb a foéként Pgp-szubsztratokkal kezelt betegekben.

Vizsgalatunk soran megallapitottuk, hogy a Pgp-immunhisztokémia
megfeleld diagnosztikai értékkel rendelkezik és az egyedre szabott

gyogyaszat alapja lehet lymphomas kutyak esetében. Intenziv és magas



(> 35%) Pgp-expresszié esetén a kezel§ allatorvosnak ugyanis a jobb
terapias valasz eléréséhez javasolt olyan szereket kell valasztania,

amelyek nem Pgp-szubsztratok (pl. lomustine, L-asparagianse).

3.2. A Pgp- és pb53-expresszio vizsgalata kutyak emlédaganatai
esetén

Pgp-expressziot tekintve az eredményeink nagysagrendileg
megfeleltek az irodalmi adatoknak: a tubulopapillaris carcinomaknal
66,94%, a komplex carcinomaknal 35,72%, a benignus daganatoknal
25%, mig a carcinosarcomaknal 33,33% expressziot tapasztaltunk.

Megallapitottuk, hogy szignifikans kiulénbség van a tubulopapillaris
carcinoma es a komplex carcinoma, valamint a malignus és a benignus
daganatok kozott a Pgp-expresszid tekintetében. Ez felveti annak a
jelent6ésegét, hogy valamennyi altalunk vizsgalt malignus eml6édaganat
tipus, de kulondsképpen a tubulopapillaris carcinoma kifejezetten
terapiarezisztensnek tekinthetok. Az ilyen daganatok esetében sokkal
kevesebb értelme van annak, hogy a daganatot olyan kemoterapias
szerrel kezeljuk, amely szubsztratia a Pgp-nek (doxorubicin, vincristin,
ciklofoszfamid, mitoxantron, stb.). Ezek a megallapitasaink megfelelnek
annak a klinikai tapasztalatnak, miszerint a kutyak emlédaganatai a vénas
citosztatikumok tobbségére (beleértve a Pgp-szubsztratokat is)
rezisztensek.

Pearson-féle korrelacids vizsgalattal megallapitottuk, hogy a Pgp-
expresszio mértéke a daganat szdvettani tipusatol fuggetlendl negativan
korreral a tulélési id6vel és pozitivan a recidivara valo hajlammal. Emiatt
prognosztikailag j0 paraméter lehet a Pgp-expresszid meghatarozasa
emlétumorok esetén, fuggetlenul attél, hogy ezeket a daganatokat nem

kezeljuk kemoterapiaval, hanem altalaban csak mitéten esnek at.



A p53-expresszid tekintetében pozitiv festdédést tapasztaltunk a
joindulatu daganatok esetében is (43,3%), bar kisebb expresszids
szazalékban, mint a tubulopapillaris (85,6%) és komplex carcinomaknal
(66,5%). Szignifikansnak bizonyult a kilonbség a tubulopapillaris és a
komplex carcinoma expresszios értékeinél.

Pearson-féle korrelacios vizsgalattal megallapitast nyert, hogy a
Pgp- és a p53-expresszié mértéke egymassal 0sszefligg, ami azt jelenti,
hogy a terapiarezisztenciat okozo fehérjék és a mutaciét mutaté p53
fokozott expresszidja hasonld mértékben jelzi a rosszabb progndzist. A
p53-expresszio mértéke és a tulélés kozott ugyanakkor nem talaltunk
szignifikans kapcsolatot.

Wilcoxon Log-rank analizissel 0sszehasonlitottuk median tulélési
id6t a kulonboz6 Pgp-pontszamu betegcsoportok kozott. Az alacsony (O,
1, 2) pontszammal rendelkezd csoportnal (n = 25) az OST 766 nap volt,
mig a magas pontszamu (3 pont, n = 5) csoport esetén 36,5 nap, a
kUldnbség szignifikans volt (p = 0,0302).

Wilcoxon Log-rank analizissel 6sszehasonlitottuk a median tulélési
id6t a kulonb6zbd p53-pontszamu betegcsoportok kozott. Az alacsony (O,
1, 2) pontszammal rendelkezd csoportnal (n = 22) az OST 803 nap volt,
mig a magas pontszamu (3 pont, n = 8) csoport esetén 365 nap, de a
kUldonbség nem volt szignifikdns. A p53-immunhisztokémia prediktiv

értékének hianyat a kés6bbiekben mas vizsgalatok is megerésitették.

3.3. A COX-2-expresszi6 vizsgalata kutyak emlédaganatai esetén

F6 célunk a COX-2-expresszio vizsgalata kutyak
emlédaganataiban, illetve a kulonb6z6 COX-gatlok alkalmazasabal

szarmazo Kklinikai eldny igazolasa, illetve Osszehasonlitasa volt. A



hipotézisink az volt, hogy az emelkedett COX-2-expresszié kutyak
esetében is negativ prognosztikai faktor, aminek a gatlasa tulélésbeli
elényhoz vezet.

A mi adataink szerint a malignus tumorok az 0sszes daganat
69,05%-at tették ki, ez magasabb, mint az irodalomban altalaban szerepl6
kb. 50%-0s arany. A malignus daganatok relative nagyobb szamanak oka
lehet a korai ivartalanitas elmaradasa, illetve az, hogy a betegek
elérehaladottabb stadiumban, kés6bb kerulnek onkoldgiai vizsgalatra, igy
nagyobb eséllyel torténik meg a kezdetben benignus elvaltozasok
malignus transzformacioja.

Vizsgalataink megerésitették azt az irodalmi adatot, miszerint a
malignus emlédaganatok COX-2-expresszidja a benignusakénal
magasabb. A szazalékos expresszids érték vizsgalatakor szignifikans
klilonbséget talaltunk a benignus daganatok (21,96%) és a
tubulopapillaris carcinomak (49,16%), a benignus daganatok és a simplex
carcinomak (47,22), valamint a benignus daganatok és a sarcomak
(71,5%) kozott.

A festbdés intenzitasanak vizsgalatakor 4 fokozatu (0-3)
pontrendszer hasznalataval szignifikans kuldnbséget talaltunk a benignus
daganatok (0,61) és a simplex (anaplasztikus) carcinomak (1,72), a
benignus daganatok és a tubulopapillaris carcinomak (1,33), a benignus
daganatok és a sarcomak (1,87), a simplex carcinomak és a komplex
carcinomak (1,00), valamint a komplex carcinomak és a sarcomak
fest6dési er6ssége kozott. Ezek az eredmények szintén megfelelnek az
irodalmi adatoknak.

A vizsgalatunkban a malignus emlédaganatos betegek median
tulélése a kovetkezbképpen alakult: simplex carcinomak esetén 181 nap,
komplex carcinomak esetén 178 nap, tubulopapillaris carcinomak esetén

190 nap, sarcomak esetén pedig 152 nap.



Mi nem taldltunk szignifikdns kulonbséget a kulonb6zé Grade-
besorolasu daganatok COX-2-expresszidjanak mértéke és intenzitasa
kozott, csupan novekvd tendenciat sikerult igazolnunk a malignitas
fokanak novekedésével. Ezek az eredményeink megfelelnek azoknak az
irodalmi adatokak, miszerint az agresszivebb besorolasu, anaplasztikus
formak esetén kifejezetten magas expresszios értékeket.

Nem tapasztaltunk szignifikans kulonbséget a COX-2-expresszio és
-intenzitas mértékében a kiulénb6zd stadiumokban, Stage | (3 cm atméré
alatti méreti), a Stage Il (3—5 cm-es tumorok) és a Stage Il (5 cm atmeéré
feletti meéretl) tumorok, valamint azon tumoros betegek kozott, amelyek
Stage IV fokozatuak (barmely méretii daganat nyirokcsomé attéttel)
voltak.

Pozitiv korrelaciét talaltunk a COX-2-expresszid mértéke és a
daganatméret kdzott. Irodalmi adatok szerint az 5 cm atméré feletti
daganatok a kisméretli tumoroknal nagyobb valoszinlséggel képeznek
metasztazist és a betegek 7x nagyobb eséllyel pusztulnak el a muatétet
kovetd 2 éven belul. Az itt felsorolt biolégiai tulajdonsagok egyik
magyarazata lehet a nagyobb daganatmérettel 0sszefliggd magasabb
COX-2-expresszio.

Pearson-féle korrelacidos analizissel negativ korrelaciot talaltunk a
rosszindulatu daganatok esetében COX-2-expresszié mértéke és tulélési
id6, valamint a recidivamentes peridodus kozott. Ezek az adatok
megfelelnek azoknak az irodalmi adatoknak, miszerint az emelkedett a
COX-2-expresszio negativ prognosztikai faktor.

Log-rank teszt segitségével osszehasonlitottuk a median tulélési
idét (OST) a kulonbozé COX-2-pontértékli csoportok kozott. Az
O0sszehasonlitas soran szignifikans kulonbség adddott (p = 0,002). A

magasabb (3-as és a 4-es) pontszammal rendelkezék szignifikansan



rovidebb ideig éltek, mint az alacsonyabb (0-s, az 1-es, és a 2-es)
pontszamu csoportba tartozo betegek.

A COX-2-expresszid prognosztikai értékének ndvelése céljabdl
meghataroztunk egy 50%-o0s cut-off értéket, aminek hasznalataval
szignifikans és markans kulonbséget talaltunk a rosszindulatu daganatok
esetében a tulélésben, valamint a recidivamentes periédusban. Az 50%-
os hatarérték kb. 1 éves tulélésre vonatkozban alacsony szenzitivitassal
(0,357), de magas specificitassal (1) és a mintegy 3 hoénapos
recidivamentes tulélésre pedig magas szenzitivitassal (0,928), de
alacsony specificitassal (0,333) rendelkezett. Az 50% feletti expresszids
érték{ csoport teljes tulélése 190 nap, mig az 50% alattié 330 nap volt (p
= 0,009). A recidivamentes periodus a 50% feletti expresszidés értéki
csoport esetében 110 nap, az 50% alattinal pedig 300 nap volt (p = 0,039).

Kifejezetten erés negativ korrelaciét talaltunk a Grade-besorolas és
tulélési id6 (p < 0,0001), valamint a recidivamentes periédus kozott (p <
0,0001). Ezek a megfigyeléseink megfelelnek azoknak az irodalmi
adatoknak, melyek szerint a grading kifejezetten erdés prognosztikai
ertékkel bir.

A malignus daganatos betegek teljes és recidivamentes tulélésének
O0sszehasonlitasakor a kovetkez6t tapasztaltuk: az 1., a ll., és a lll. stadium
kozott nem talaltunk szignifikans kalonbséget, de a IV. stadiumu betegek
tulélése szignifikdansan elmaradt a tobbitél (p < 0,0001). Ez utdbbi
megfigyeléslink egyezett mas publikaciokban leirt tapasztalatokkal
(Rasotto és mtsai. 2017), ahol szintén azt talaltak, hogy a IV. stadiumu,
nyirokcsomo attétet mutatd betegek tulélése jelentésen rosszabb, mint a
tobbi stadiumu betegé.

A nemszteroid  gyulladascsokkenték  kemopreventiv ~ és
daganatnovekedést csokkentd hatasa régota ismert, ahogy a forditott

Osszefliggés is a nék emlérak kialakulasi kockazata, valamint NSAID-



hasznalatuk  kozott. A  nemszteroid  gyulladasgatlok  szamos
daganattipusnal a terapia részét képezik, fuggetlenul attdl, hogy a
tumorellenes hatas pontos sejtszintl és biokémiai mechanizmusa még
csak részben ismert. Az un. metronomicus protokollok elterjedésével a
NSAID-k hasznalata folyamatosan teret nyer a klinikai onkoldgiaban
féként az olyan daganatok esetén, amik a klasszikus vénas kemoterapiara
rezisztensek. A metronomicus terapia célja a COX-2-gatlok és protokolltol
fuggben egyéb kemoterapias szerek kisdozisu, folyamatos adagolasaval
a daganat érképzésének a gatlasa.

A mi vizsgalatunkban a NSAID-kezelésben részesult betegek nem
reagaltak pozitivan. Ehelyett az NSAID-terapiaban részesult csoport
rovidebb tulélési id6 mutatott. Ennek lehetséges oka a nem megfelel6
kisérleti elrendezés, ugyanis az el6rehaladottabb stadiumu, valamint
agresszivebb daganattal kezelt kutyak kozul aranyaiban tobben
részesultek kezelésben, igy a kontrollcsoportot dontéen a Grade |,
adjuvans kezelést nem igénylé a betegek alkottak. A felhasznalt szerek
kozul egyedul a firoxocib korrelalt pozitivan a tulélési idével. Ennek oka
lehet, hogy a firocoxib az egyeduli szelektiv COX-2-gatlé az altalunk
vizsgalt szerek kozll. Bar mas tanulmanyokhoz hasonléan (Arenas és
mtasi., 2017) részben nekunk is sikerult igazolni a firocoxib hatékonysagat
kutyak high-grade emlédaganatainak adjuvans kezelésben, az NSAID-
hasznalattal kapcsolatos eredményeinket Iimitalla az alacsony
betegszam, a nem megfelel6 betegszelekcié és kisérleti elrendezés,
valamint az utankovetés nehézsége. Még inkabb relevans eredmény
eléréséhez mas modon megtervezett kisérletre lett volna szukség (pl.
azonos stadiumu és Grade-besorolasu betegek), a mi kutatasunk
fokuszaban azonban a COX-2-expresszio vizsgalata allt.

Esetiunkben a kemoterapiat kapott betegek nem reagaltak pozitivan

(az OST a kemoterapias csoportban 224 nap volt, szemben a



kontrollcsoport 246 napjaval), a citosztatikus kezelésben részesult csoport
recidivamentes peridodusa pedig szintén rovidebb volt, mint a kemoterapiat
nem kapott betegeké. Ezek az eredmények megfelelnek az
emlédaganatok kemoterapierezisztanciajardl ismert eddigi irodalmi
adatoknak. A citosztatikus csoport rovidebb recidivamentes és teljes
tulélésének pedig az a magyarazata, hogy eleve a magasabb stadiumu
és Grade-besorolasu betegek részesultek kemoterapias kezelésben, a
kontrollcsoportot pedig dontéen a kedvezébb korjéslatu, Grade | betegek
alkottak, mivel az esetikben nem volt indokolt az adjuvans kezelés. Ennek
megfelelben csak a Grade Il és Grade lll betegeket teljes tulélési idejét
vizsgalva ez a tendencia megfordult, a kemoterapias csoport esetén az
OST tovabbra is 224 nap volt, de a kontrollcsoporté azonban 152 napra
csOkkent. Ezek az eredményeink nagyon hasonléak Arenas és mtasi.
(2016) tanulmanyahoz, ahol a citosztatikus csoport (mitoxantron) tulélési
ideje a kezelésben egyaltalan nem részesult csoporthoz képest
novekedett ugyan, de hozzank hasonléan Ok sem tapasztaltak
szignifikans kulonbséget.

Meg kell jegyeznunk, hogy a terapias beavatkozasok hatasa nem
megfelel6en vizsgalhatd ennyire heterogén és sok valtozoval rendelkezé
viszonylag szik populacidéban (n = 42). Ugyanakkor nem volt célunk biztos
statisztikai elemzéseket adni, hiszen a kezelési csoportokba sorolas
alapjat az adhatja, ha a kulonboz6 kezelésekben részesul6k ugyanolyan
vagy nagyon hasonléo stadium-, malignitasi és korcsoportokba
tartoznanak. Sajnos nekunk erre nem volt lehetéségunk.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a COX-2-festédés nem
daganatspecifikus tulajdonsag, valamint nehezen standardizalhato. A
kildonb6zé mintdk nagyon eltér§ festédését mas szerzék is
megtapasztaltak. Ez jelentésen rontja ennek a markernek a

diagnosztikaban valé hasznalhatésagat. Ugyanakkor, az egyre fokozédo



COX-2-expresszi6 jelents bioldgiai tulajdonsag, amely a malignitas és a
tumorterjedés velejarodja lehet. Nem véletlen, hogy egészen magas (50%-
os) hatarértéken tapasztalhatunk szignifikans kulonbséget a tulélési
id6kben.

Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalatainkkal sikeresen
igazoltuk a kiindulasi hipotéziseinket: az eddigi kutatasi eredményeknek
megfelelben detektaltuk a COX-2 emelkedett expressziojat kutyak
elérehaladott és nagyméretll emlédaganatai esetén, valamint egyértelm(
Osszefliggést talaltunk a COX-2-expresszid és a tumorméret kozott.
Tendenciajaban igazoltuk az emelkedett expresszio és a rosszabb klinikai
kimenetel (csOkkent teljes és recidivamentes tulélési id6), valamint a
malignitas foka kozaotti 6sszefuggest. Ezek a megfigyeléseink megfelelnek
azoknak az irodalmi adatoknak miszerint a COX-2 Iétfontossagu szerepet
tolt be a tumorgenezisben, a daganatok ndvekedésében, a malignitas
fokaban, valamint a metasztazisra és a recidivara vald hajlam rizikdjanak
kialakitasaban. Ezeknek a felfedezéseknek kdszdnhetéen a nemszteroid
gyulladascsokkenték (kulonds tekintettel a szelektiv COX-2-gatlokra) a
jovében fontos szerepet tolthetnek majd be a kutyak rosszindulatu
magas COX-2-expressziét mutatd high-grade formakra. Ez utdbbit
egyébként a firoxocib pozitiv terapias hatasanak megerdsitésével nekink
is sikerult igazolni. Kulondsen jelentdés ez annak ismeretében, hogy
ezeknek a daganatoknak a kemoterapiarezisztenciaja miatt eddig nem allt
rendelkezésre kell6en hatékony adjuvans kezelési maod.

Vizsgalatunk  soran  megallapitottuk, hogy a  COX-2-
immunhisztokémia magas prognosztikai értékkel rendelkezik és az
egyedre szabott gyogyaszat alapja lehet az emlbédaganatos kutyak
esetében. Intenziv és magas (esetunkben > 50%) expresszio esetén a

kezelballatorvosnak a mitéti terapiat kovetéen mindenképpen javasolnia



kell a COX-2-gatlé terapiat, hiszen az elérhet6 szerek kozul jelenlegi

ismereteink alapjan a firoxocib hatékonysaga bizonyitott.

3.4. Tirozin-kinazok vizsgalata kutyak emlédaganatai esetén

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

Megallapitottuk, hogy a felsorolt faktorok mindegyike szignifikansan
magasabb mennyiségben van jelen a daganatos emlfszovetben, mint
ugyanazon egyed egészséges emlbjében. A magasabb Grade-besorolas
szignifikdnsan magasabb VEGFR1-, VEGF-, c-KIT és c-MET-
expresszioval jart egyutt. A VEGFR2-, PDGFR1- , EGFR- és ErbB2-
expresszio tekintetében a Grade | tumoroknal volt a legmagasabb az
MRNS-szint, ezt kovette egyre csokkend értékekkel a Grade Il, veégul a
Grade Il csoport.

Osszehasonlitottuk a kilonbdzé Grade-besorolasu csoportok sajat
egészseges kontroll emléparjukhoz viszonyitott relativ expresszios
értékeit. VEGFR1, c-KIT és c-MET esetén a Grade Il tumoroknal
szignifikdnsan magasabb relativ expresszios értéket mértunk, mint a
Grade | és a Grade Il mintak esetében. A PDGFR1 relativ mRNS-szintje
Grade lll tumorok esetén szignifikansan alacsonyabb volt, mint a Grade |
és Grade Il csoportokban.

A VEGFR1, VEGFR2, VEGF emelkedett expressziés értékeinek
tekintetében eredményeink hasonldéak az irodalmi adatokhoz. Tobb
tanulmany allapitott meg a kutyak eml6édaganataiban magasabb VEGF-
értéket és egy autokrin hurok |étét is feltételezik. A daganatsejtek képesek
VEGF termelésére, ami a receptoraihoz kapcsoldédva beinditja azok

autofoszforilaciojat, ez pedig fokozott angiogenezishez vezet. A VEGF



angiogén faktorként kulonb6z6 utvonalakon keresztul szabalyozza az
endothelsejtek differencialodasat, proliferacidjat, migraciojat, valamint
antiapoptotikus tulajdonsagu. Restucci és mtsai. (2004) hozzank
hasonléan megallapitottak, hogy a kevésbé differencialt (tehat magasabb
Grade-besorolasu) tumoroknak szignifikansan magasabb a VEGFR1-és
VEGF-szintje, mint a kevésbé malignus daganatoké. Ennek oka, hogy a
magasabb  Grade-besorolasu tumorok agresszivebbek, emiatt
novekedésuk is gyorsabb, igy bennuk konnyebben alakulnak ki hypoxias,
illetve nekrotikus terlletek. Ez valdszinUsiti azt, hogy a VEGF-VEGFR
autokrin hurok a daganat hypoxias stimulusra adott valasza. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy malignus daganatok esetén a VEGF-VEGFR-tengely
kulcsszerepet jatszik az endothelmigracioban, illetve -proliferacioban,
valamint ezzel egy idében a neoplasztikus sejtek proliferacidjaban és a
daganat novekedésében. Emellett az emelkedett VEGFR- és VEGF-
expresszio fokozhatja a metasztatikus hajlamot, részben a
neovaszkularizacio, részben pedig az ujonnan képz6dott vérerek falanak
megndvekedett permeabilitasa altal. Osszességében elmondhato, hogy
az altalunk is tapasztalt emelkedett VEGF- és VEGFR-expresszid negativ
prognosztikai faktorként magyarazatot adhat a high-grade emlétumorok
néhany tipikus tulajdonsagara, mint a gyors novekedés és a korai
attétképzés.

Az EGFR2 esetében nem tapasztaltunk a high-grade
emlétumorokban  szignifikdnsan emelkedett értékeket. Ez azt
valészindsiti, hogy a VEGFR2 kutyak emlétumorainak esetében — pl. az
agydaganatokban tapasztaltakkal ellentétben — nem jatszik jelentds
szerepet a daganat progresszidjaban és a jelatvitel ebben az esetben
dontéen a VEGFR1 receptoron keresztul torténik.

Human emlédaganatok esetén ismert tény a PDGFR1, EGFR és
ErbB2 emelkedett expresszidja. A PDGFR1/PDGFR-a emelkedett



expresszioja n6k emlérakja esetén a daganat fokozott progresszidjaval jar
egyutt. Ehhez hasonléan szamos human emlédaganat tipusban leirtak az
EGFR es ErbB2 fokozott expresszidjat is, ami nagyobb daganatmérettel,
alacsonyabb differencialtsagi fokkal és rosszabb prognozissal jar.
Ezekhez az adatokhoz hasonléan kutyak esetében mi is emelkedett
PDGFR1, EGFR és ErbB2 mRNS-szintet tapasztaltunk, de dontéen a low-
grade emlédaganatokbdl szarmazd mintakban. Ezek a tirozin-kinazok az
emberekben tapasztaltakhoz hasonléan kutyakban is novelik a tumor
agresszivitasi fokat és a human onkolégiahoz hasonléan a jovében
potencialis terapias célpontok lehetnek. Az ErbB2 (HER-2) emelkedett
expresszidja tekintetében eredményeink megfelelnek az irodalmi
adatoknak, miszerint a nagy mintaszamon veégzett immunhisztokémiai
vizsgalatok a malignus eml6daganatok 29,7%-aban igazoltak a HER-2
fokozott expresszidjat. A kizardlag sebészi uton kezelt, fokozott HER-2
expressziot mutato kutyak egyéves és kétéves tulélési aranya, valamint a
teljes tulélési ideje is jobb volt a HER-2 negativ csoporténal, bar a
kUldnbség egyik esetben sem volt szignifikans. Ez a tény megmagyarazza
azt, hogy miért nem mértunk a magasabb Grade-besorolasu
csoportokban szignifikansan emelkedett expressziot.

Vizsgalataink igazoltak, hogy mas neoplasztikus korképekhez
hasonléan a MET fokozott expresszidja kutyak emlédaganataiban is
megfigyelhetd, valamint hogy a Grade Ill emlédaganatokban mennyisége
az alacsonyabb malignitasu csoportokhoz viszonyitva szignifikansan
emelkedett. Ezek az eredmények megegyeznek azokkal az irodalmi
adatokkal, melyek szerint a c-met fokozott jelenléte rosszabb progndzissal
jar egyutt, mivel onkogén receptor tirozin-kinazként jelentés szerepet tolt
be a daganatok proliferacidjaban, névekedésében, angiogenezisében és

a metasztazisok képzdédésében.



Kutyak egyre tobb daganatos megbetegedése esetén leirtak a KIT-
mutaciét, amely tumorsejtekben fokozott proliferaciot és/vagy csokkent
apoptotikus hajlamot okoz. Vizsgalataink igazoltak a korabban leirt
emelkedett c-kit-expressziot kutyak eml6daganatai eseteén.
Megallapitottuk tovabba, hogy a Grade Il daganatokban a c-kit
mennyisége az alacsonyabb malignitasu csoportokhoz viszonyitva
szignifikdnsan emelkedett, amely részben magyarazhatja ezeknek a
tumoroknak az agresszivitasat és rosszabb koérjoslatat.

A c-KIT és c-MET jelatviteli utak n6k emlbrakja esetén is rosszabb
prognozishoz és tumor progresszidhoz tarsulnak, ami megerdésiti tovabbi
anti-c-KIT és anti-c-MET hatéanyagok fejlesztésének szikségességét. A
mi eredményeink a Grade Il és Grade lll csoportokban alatamasztjak
ennek létjogosultsagat.

Vizsgalataink megerésitették azt a tényt, hogy az onkogén tirozin-
kinazok fontos szerepet jatszanak a daganatndvekedésben,
proliferacidban, angiogenezisben es metasztazisképzésben.
Eredményeink kutyak esetében els6ként mutatjak be a tirozin-kinazok
komplex és szimultan szabalyozasi zavarat, nem csak egyetlen receptor,
hanem gének sokasaganak érintettsége révén. Eredményeink igazoltak
azt is, hogy a jovében az emlédaganatok gydgykezelésekor figyelembe
terapia tervezéséhez szukseges lehet ezek szintjének mérése, majd azok
célzott gatlasa.

Vizsgalatunk limitald tényezdje az alacsony mintaszam és emiatt a
kulonb6z6 szdvettani tipusu emlédaganatok alacsony szama volt. Ettél
fuggetlenul az adataink bizonyitottak a VEGF, valamint szamos tirozin-
kinaz (VEGFR1, PDGFR1, c-KIT és c-MET) fokozott expresszidjat és
szabalyozasi zavarat kutyak eml6daganatai esetén. A betegek kis szama

ellenére az a tény, hogy az egészseéges és daganatos mintakat ugyanattol



a betegt6l azonos idében vettlk, sokkal megbizhatobba teszi a statisztikai
dsszehasonlitasok eredményeit. Osszességében elmondhatjuk, hogy a
jovoében a kutyak rosszindulatu eml6daganatai a tirozinkinaz-gatlokkal

kapcsolatos vizsgalatok potencialis célpontjai lehetnek.

4. Uj tudomanyos eredmények

1. Kutatécsoportunk Magyarorszagon elsdként vizsgalta lymphomas
kutyakbol szarmazd nyirokcsomomintak Pgp-expressziojat és annak
prognosztikai értékét. A vizsgalati modszerunk validalasa utan
meghataroztunk egy Pgp-expresszios cut-off értéket (35%), amely
magas prognosztikai és diagnosztikai értékkel bir, ezaltal még a
kemoterapias kezelés megkezdése elbtt segitségunkre lehet a
leginkabb hatékony terapias protokoll kivalasztasaban (egyedre

szabott gyogyaszat).

2. Magyarorszagon elsékeént irtuk le kutyak emlédaganatainak fokozott,
szimultan Pgp-, ill- p53-expresszidjat, ezzel részben magyaraztuk a
daganattipus kemoterapia-rezisztencigjat. Az emlédaganatos mintak
csaknem mindegyikében mutatkozott bizonyos mértéki Pgp-
expresszio. Ezek az eredményeink megfelelnek annak a klinikai
megfigyelésnek, miszerint a kutyak emlédaganatai a Pgp-szubsztrat
citosztatikumokra rezisztensek. Ennek magyarazata, hogy az
esetleges kezdeti tumorregressziot kovetéen az eredetileg
alacsonyabb szint Pgp-expresszidt mutatdé tumorokban is
szelektalddik egy olyan terapiarezisztens klon, amely tulszaporodva

mar nem mutat jelentésebb regressziét a gyogykezelés hatasara.



3. Megallapitottuk, hogy kutyak emlbédaganatai esetében p53-

immunhisztokémia nem rendelkezik megfelel6 prediktiv értékkel.

. Detektaltuk a COX-2 emelkedett expresszidjat kutyak elérehaladott és
nagymeret( eml6daganatai esetén, valamint egyértelm( osszefliggést
talaltunk a COX-2-expresszid és a tumorméret kdzott. Tendenciajaban
igazoltuk az emelkedett expresszid és a rosszabb klinikai kimenetel
(csOkkent teljes és recidivamentes tulélési idd), valamint a malignitas
foka  kozotti  Osszeflggeést. Megerésitetttk a  COX-2-
immunhisztokémia prognosztikai értékét kutyak emlédaganatai esetén
és meghataroztunk egy 50%-os hatarértéket, amely kifejezetten
prognosztikai értékinek bizonyul. Eredményeink alapjan a kutyak

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

. Vizsgalatainkkal igazoltuk szamos onkogén tirozin-kinaz (VEGFR1,
PDGFR1, c-KIT és c-MET), illetve a VEGF fokozott expresszidjat,
valamint diszregulaciojat kutyak eml6édaganatai esetében. Elsdként
igazoltuk kutyak emlédaganatai esetén a felsorolt onkogének komplex
diszregulaciojat. Eredményeink alapjan a kutyak emlédaganatai a

tirozinkinaz-gatlé terapia potencialis célpontjai lehetnek.
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