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Roviditések jegyzéke

5-FLU — 5-fluorouracil

ABC — ATP-kotd kazetta (ATP-Biding Cassette)

AHOK — Allatorvosi Hematoldgiai és Onkoldgiai Kézpont

ALL — Akut limfoblasztikus leukémia (Acute lymphoblastic leukemia)

BCR — B-sejt-receptor

BH3 — Bcl-2 homoldg 3

BRCA1 —Emliérak 1-es tipusu fehérje (Breast Cancer Type 1 Susceptibility Protein)
CD - Cluster of differentation

CDC — Amerikai Jarvanytani Intézet (Centers for Disease Control and Prevention)
CEL - Celecoxib

CHO - Kinai horcsog petefészek (Chinese Hamster Ovary)

CHOP - ciklofoszfamid (C), doxorubicin (H, hydroxydaunorubicin), vinkrisztin (O, Oncovin) és
prednisone (P)

Cl — Kombinaciés Index (Combination Index)

CLL — Kronikus limfocitas leukémia (Chronic Lymphocytic Leukemia)

CML — Krénikus mieloid leukémia (Chronic Myeloid Leukemia)

COX-2 — Ciklooxigenaz-2

CTLA4 — Citotoxikus T-limfocita-asszocialt fehérje 4

CYP450 — Citokrom P450

DLBCL - Diffuz nagy B-sejtes limfoma (Diffuse Large B-Cell Lymphoma)

DNS — Dezoxiribonukleinsav

DOX — Doxorubicin

EGFR — Epidermalis ndvekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)
FC — Aramlasi citométer (Flow cytometry)

FDA — Amerikai Elelmezési és Gyogyszerligyndkség (Food and Drug Administration)
FIR — Firocoxib

FL — Follikularis Limféma

Gl — Novekedésgatlas (Growth Inhibition)

HER2 — Human epidermalis névekedési faktor receptor 2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2), masnéven ErbB2

HGF — Hepatocita ndvekedési faktor (Hepatocyte Growth Factor)

IC — G&tlé koncentracio (Inhibitory Concentration)

mAb — Monoklonalis antitest (Monoclonal Antibody)

MAF — Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor
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MAPK — Mitogén-aktivalt protein kinaz (Mitogen-Activated Protein Kinase)

MAYV — Mavacoxib

MCL — Képeny-sejtes limféma (Mantle Cell Lymphoma)

MDR — Multidrog rezisztencia

MEL — Meloxicam

MTOR — EmI&s rapamycin célpont (Mammalian Target of Rapamycin)

MZL — Marginalis Zéna Limféma

NCI DTP — Nemzeti Rakkutatd Intézet Fejlesztési Terapias Programja (National Cancer
Institute Developmental Therapeutics Program)

NF- kB — nukleéris faktor kB

NHL — Non-Hodgkin Limfoma

NK sejtek— Természetes Ol6sejtek (Natural Killer)

NSAID-ok — Nemszteroid gyulladascsokkenték (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs)
PARR — PCR for Antigen Receptor Rearrangements

PGE2 — Prosztaglandin E2

Pgp — P-glikoprotein (P-glycoprotein)

PI3K — Foszfoinozitid 3-kinaz

PLC — foszfolipaz C

PTCL-NOS — Periférias T-sejtes limféma egyéb csoportba nem sorolhaté tipusa (Peripheral
T-cell Lymphoma Not Otherwise Specified

PTEN — foszfataz és tenzin homoldg (Phosphatase and tensin homolog)

RAS — Patkany szarkéma (Rat Sarcoma)

RNS — Ribonukleinsav

TK — Tirozin-kinaz

TKI — Tirozin-kinaz gatlé

TNM — Tumorméret, Nyirokcsomé érintettség, Metasztazis (Tumor size; Nodal involvement;
and distant Metastasis)

TQ - Tariquidar

TZL — T-Zbna Limféoma

USA — Amerikai Egyesiilt Allamok (United States of America)

VEGF — Vaszkularis endotelialis névekedési faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)

WHO — Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization)



1. Osszefoglalas

A non-Hodgkin limféma (NHL) az egyik leggyakrabban eléfordulé daganat emberek és
kutyak esetében is. A tulélési id6t jelentdsen befolyasolja a kezelés, mely az immunfenotipus
fuggvényében jol meghatarozhatd. A kezelésre adott megfeleld terapias valasznak azonban
gyakran akadalya lehet a gyogyszerekkel szembeni multidrog rezisztencia (MDR) kialakulasa.
Az MDR kialakulasa térténhet a terapia hatasara, de epigenetikai mechanizmusok is
befolyasolhatjak. Azonban az egyik leggyakoribb okozdja a P-glikoprotein (Pgp) fokozott
kifejez6dése a tumorsejteken. A Pgp aktivitasat befolyasolja tébbek kdzott a ciklooxigenaz-2
(COX-2) expresszi6 is, melynek mértékét COX-2 gatlészerekkel csdkkenthetjik.

Céljaink kodzott szerepelt, hogy az immunfenotipus meghatarozasara iranyuld
modszereket (immunhisztokémia [IHK], aramlasi citométer [FC]) dsszehasonlitsuk és
meghatarozzuk azok el6nyeit és hatranyait. Tovabba a Pgp rutindiagnosztikai mérését
elséként valdsitsuk meg kutya tumormintakbol aramlasi citométerrel. A klinikumban tapasztalt
MDR kialakulasat in vitro limféoma sejtekkel kivantuk modellezni és legfébb célunk volt, hogy
az altalunk létrehozott modellrendszerben taldljunk egy Uj terapias lehetéséget az MDR
kialakulasanak megakadalyozasara.

Az immunfenotipizalas soran 35 limfémas kutya tumormintajabdl hataroztuk meg a
diagnézist IHK és FC segitségével. A Pgp aktivitas vizsgalat esetében szintén FC segitségével
mértik a multidrog rezisztencia aktivitasi faktort (MAF értéket) a diagnéziskor és a terapia
soran. A rezisztencia in vitro tanulmanyozasara P388 egér és CLBL-1 kutya limféoma sejteket
hasznaltunk, melyben doxorubicin (DOX) és tobbféle epigenetikai vagy COX-2 gatlészer
kombinacidjat vizsgaltuk.

Az IHK és FC eredménye kdzott erés szignifikans (p<0,0001) korrelaciot mértlink 35
kutya tumormintajabdl. Tovabba 14 kutyanal kimutattuk a MAF ndvekedését a kezelés soran,
ezzel igazoltuk a rezisztencia kialakulasat a terapia hatdsara. A kutyaknal medfigyelt
rezisztenciat in vitro is modelleztik, egér sejteken 42 nap alatt (MAF=0,6), kutya limféma
sejteken 74 nap alatt (MAF=0,42) alakitottuk ki a Pgp medialt rezisztenciat doxorubicin
kezeléssel. A kombinalt kezelések kdzll az epigenetikai gatlészerek esetében hasonldéan
magas MAF értékeket mértink, mint a DOX monoterapiaban. Azonban a COX-2 gatlészerek
kozul a celecoxib (CEL) esetében korulbelil 100 nap kezelést kovetben is sikerdlt
megakadalyozni a Pgp indukcidjat (MAF<0,2).

Az aramlasi citométerrdl sikerllt igazolni, hogy nemcsak a limféma
immunfenotipizélasara alkalmas gyors és kevésbé invaziv médszer, de a Pgp aktivitas
valtozasanak kovetésére is egyszerlen hasznalhatdo. A rezisztencia problémajanak
leklizdésére talaltunk egy Uj lehetéséget a DOX és CEL kombinacidjaval, mely in vitro

sikeresen megakadalyozta az MDR kialakulasat.



2. Bevezetés

A daganatos betegség kialakulasa és kovetkezményei

A daganatos betegségek a vezetd halalozasi okok kézé tartoznak mind az emberek, mind
tarsallataink esetében. 2018-ban a vilagon 18,1 millié Uj daganatos megbetegedést és 9,6
millié halalesetet regisztraltak emberek esetében (Bray és mtsai. 2018). Régiokat tekintve az
Egyesiilt Alamokban az amerikai Jarvanytani Intézet a CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) altal k6zolt 2017-es adatok alapjan a daganatos betegség okozta halalozasok a
masodik helyen szerepeltek a szivbetegségek utan. Az amerikai adatok alapjan elmondhato,
hogy 100 000 lakosra 438 rakos megbetegedés esik évente (CDC 2017). Eurépaban is
hasonldéak a statisztikai mutatok, a WHO kdzlése szerint 2016-ban a tidédaganatok, a
vastagbél és az emlédaganatok okozta halalozasok szerepeltek az elsé 10 vezeté halalok
kézoétt (WHO 2020). Hazankban is ezek a leggyakrabban el6fordulé tumortipusok, de a
prosztatatumor, a szaj- és garatiregi daganatok esetében is magas az el6fordulasi arany
(Bray és mtsai. 2018; Ferlay és mtsai. 2013).

Tarsallataink korében, egy 2015-ben megjelent tanulmany szerint, évente 4,2 millié esetet
diagnosztizalnak daganattal az USA-ban. 100 000 kutyara vonatkoztatva ez kérulbelll 5300
beteget jelent évente, amely tizszer tobb, mint emberek esetében, ahol 100 000 lakosra
korilbeldl 500 daganatos eset jut (Schiffman és Breen 2015). Egy masik retrospektiv vizsgalat
kimutatta, hogy Eszak-Amerikaban a felnétt kutyaknal a legfébb halalozasi ok a daganatos
megbetegedeés volt. A vizsgalatbdl egyértelmien kidertlt, hogy a 6 évesnél idésebb egyedeket
jobban érinti a betegség, valamint bizonyos fajtdknal magasabb a daganatos betegség
el6fordulasi aranya, példaul a berni pasztorkutyak, a golden retrieverek, a skot terrierek, a

flandriai pasztorkutyak és a boxerek esetében (Fleming és mtsai. 2011).

A daganatos betegség kialakuldsa évekig is tarthat, tébblépcsés folyamat, amelynek
hatterében mutaciok sorozata all. Csupan egyetlen mutacio nem vagy csak nagyon ritkan
vezet malignus atalakulashoz, kortlbelll 4-6 kilénb6zd gén mutacidja szikséges a tumor
kialakulasahoz (Hahn és Weinberg 2002). A molekularis vizsgalatok szamos gént felderitettek,
melyek részt vesznek a rosszindulatu valtozas indukalasaban. Bizonyos tumortipusokban
megdfigyelhetd az onkogének (normalis sejtosztdédast és sejtdifferencidlodast szabalyozo
gének) vagy a tumorszupresszor (sejtproliferaciot gatld) gének megvaltozott funkcidja
(Tulassay és Matolcsy 2011). 2000-ben Douglas Hanahan és Robert Weinberg a
tumorsejteket 6 tulajdonsaggal azonositotta: a sejtek képesek a korlatlan osztodasra, elkerulik
a sejtnovekedeést gatlo jeleket, ellenallnak a programozott sejthalalnak, immortalizalédnak,
képesek érképzésre és attétképzésre (Hanahan és Weinberg 2000). Ezeket a tulajdonsagokat
a daganat ,fémjeleinek” (hallmarks of cancer) nevezik. Uj tudomanyos eredményekre

alapozva, 2011-ben 4 ujabb tulajdonsaggal egészitették ki, amik szerint a daganatsejtek
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genomja instabil és kbénnyen szenved mutaciét, a tumor sejtek gyulladast képeznek,
megvaltoztatjdk az anyagcseréjiket és kivédik az immunrendszer tamadasait (Hanahan és
Weinberg 2011) (1. abra).

EGFR Ciklin-dependens
gatloszerek kinaz gatlok
A proliferacios A novekedésgatiok
jelatvitel fenntartasa elkertlése

Aerob glikolizis Immun aktivalo

gatiok N /—'\ A anti-CTLA4 mAb
A sejtanyagcsere Q Az

megvaltoztatasa a immunrendszer
@ / elkeriilése
N e »
S \\

v

Proapoptotikus | _Ellenliés a 55"‘ 1 Korlatlan Telomeraz
BH3 mimetikus | >Sejthalainak Bt osztédas ~<] gatiok
szerek
Tumor
Geno okozta
instabilitas gyulladas
P V7 ésmutacis N Szelektiv
atiok SC0eH 5
ga 5 s gyulladascsokkentd
Erképzés Attétek szerek
indukalasa képzése
VEGF jelatvitel HGF/c-Met
gatioi gatiok

1. abra: Arak fémjelei. A daganat kialakulasaért felelés 10 tulajdonsag és a folyamat
szabalyozasat gatld tényezbk dsszefoglalasa. Bizonyos ndvekedési faktorok vagy
enzimek gatlasaval megakadalyozhatd a tumorsejtek proliferaciéja, migracioja, az

érképzd vagy mutaciés képessége, igy példaul az epidermalis ndvekedési faktor receptor

(EGFR), a hepatocita névekedési faktor (HGF), a vaszkularis endotelialis nGvekedési
faktor (VEGF) vagy a poli (ADP-rib6éz) polimeraz (PARP) gatlasaval. A citotoxikus T-

limfocita-asszocialt fehérje 4-hez (CTLA4) kapcsolddd monoklonalis antitest képes az
immunrendszer aktivitasat fokozni, mig a Bcl-2 Homolég 3 (BH3) mimetikus szerek

proapoptotikus hatast idéznek el6. (Forras: Hanahan és Weinberg 2011)

Az emberekben és a kutydkban spontan fejl6d6 daganatok morfologiai és klinikai
megjelenésikben egyeneértékiiek, amely lehetbvé teszi az 6sszehasonlitod vizsgalatokat és a

patogenezis részletesebb feltérképezését (Modiano, Jamie F. és Breen 2008).
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3. Irodalmi attekintés

3.1 Limféma
3.1.1 A limféma kialakulasa

A non-Hodgkin limféma, amely f6ként a nyirokcsomokat érinté limfocita eredeti
megbetegedés, (NHL) az egyik leggyakoribb daganat emberek és kutyak esetében is. Egy
2018-as felmérés szerint az NHL emberi populaciét tekintve vilagszerte az elsé 10
daganattipus kozott szerepel 510 000 uj esettel (Miranda-Filho és mtsai. 2019). Ehhez
hasonléan kutyaknal az emlédaganat mellett az NHL elé6fordulasi aranya a legmagasabb, 100
000 kutyara 13-24 eset jut (Merlo és mtsai. 2008; Withrow és mtsai. 2012). Kutyak esetében
megfigyelhetd az életkorral valtozé incidencia, amely 1 éves kor alatt alacsony, csupan 1,5/
100 000 kutyat tekintve, azonban az arany jelentésen emelkedik az id6sebb egyedeket
vizsgalva, ahol 84 beteget regisztralnak 100 000 kutyabdl. Habar a betegség minden
életkorban és minden kutyafajtanal jelentkezhet, az életkor mellett bizonyos fajtaknal
magasabb a rizikéfaktor a kialakulasra, mint példaul a boxer, bullmasztiff, bernathegyi, skot
terrier vagy akar a rottweiler esetében (Vail és mtsai. 2019).
Azonban nemcsak az el6fordulasi aranyban van hasonlésag az emberi és kutya NHL-t
tekintve, de a bioldgiai €s genetikai tulajdonsagokban is. Kialakulasanak hatterében genetikai
és molekularis faktorok egyarant szerepet jatszanak. Kromoszéma aberraciok kézil a 13-as,
31l-es és 14-es kromoszoma rendellenességek a leggyakoribbak (Thomas és mtsai. 2003).
Szubtipusok tekintetében hasonldosagok és kulonbségek egyarant megfigyelhetéek. Mig
mindkét fajnal a leggyakoribb szubtipus a diffuz nagy B-sejtes limféma (Diffuse Large B-Cell
Lymphoma, DLBCL), addig kutydk esetében ezt kdveti a periférias T-sejtes limfébma egyéb
csoportba nem sorolhaté tipusa (Peripheral T-cell Lymphoma Not Otherwise Specified, PTCL-
NOS), amely az emberi betegségnél kevésbé ismert (Seelig és mtsai. 2016).
Nemcsak genetikai tényez6k jatszanak szerepet a limfoma kialakulasaban, hanem fert6z6
agensek is, példaul emberek esetében bizonyos tipusu limfomak kialakulasaval kapcsolatba
hozhaté az Epstein-Barr virusfert6éz6dés, azonban ezen kapcsolat felderitéséhez kutyaknal
tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Milman és mtsai. 2011; Withrow és mtsai. 2012). A
Helicobacter sp. fert6z6dés szintén bizonyitott, hogy limfdma kialakulasat okozza emberek
esetében a gyomorban, de kutyaknal nem egyértelmi a kapcsolat a daganat kialakulas és a
megfert6z6dés kozott (Farinha és Gascoyne 2005). Egyéb kdrnyezeti tényezék is szerepet
jatszhatnak a daganat kialakuldsaban, példaul szignifikdansan magasabb volt a limféma
kialakulasanak gyakorisaga azoknal a kutyaknal, akiknek a gazdaja 2,4-diklérfenoxi-ecetsav
novenyvedod szereket hasznalt a haz korul, mint azoknal az egyedeknél, melyek tulajdonosa

mell6zte a ndvényvédd szer hasznalatot (Hayes és mtsai. 1991). Tovabbi hasonlésagokat
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fedeztek fel a két fajnal az onkogén/tumorszuppresszor gének expresszidjanak valtozasaban,
bizonyos epigenetikai eltérésekben és az apoptédzis szabalyozasanak megvaltozasaban is
(példaul Bcl-2 csalad, p53 gének) (Withrow és mtsai. 2012).

3.1.2 A limféma kialakulasaban szerepet jatsz6 gének és jelatviteli utak bemutatasa

A sejt normal mikoédéséhez sziikséges folyamatok (sejtosztdédas, proliferacid, migracio,
apoptozis stb.) jelatviteli dtvonalakon keresztil valésulnak meg. A sejt receptorai fogadjak a
jeleket, majd fehérjék egymast kovetd foszforilacioja vagy defoszforilacidja révén kdzvetitik a
azokat a transzkripcios faktorokhoz. A komplex rendszerben a jelatviteli molekulak lehetnek
serkentd hatasuak (proto-onkogének) vagy gatlo jellegliek (szuppresszor gének), melyek a
génexpresszid szabalyozasara nemcsak kdzvetlenll képesek hatni, de a szomszédos
utvonalakat is befolyasoljak. Ezeknek a géneknek a megvaltozott miikddésével az onkogének
és a tumor szuppresszor gének segitik a tumorsejteket a korlatlan osztédasban, a folyamatos
proliferacidban vagy akar az apoptézis ellendllasaban (Jeney és Kralovanszky 2009; Kopper
és Timar 2007). Embereknél el6fordul6 limféma kialakulasaban 322 mutalt gént azonositottak,
melyek a kilénbdzé jeltovabbitd utvonalakat befolyasolva képesek hasznositani el6nylket.
Daganattipusonként eltéré jelatviteli utak dominalnak, de a diffuz nagy B-sejtes limféma
kialakulasahoz az onkogének leggyakrabban a B-sejt receptort (BCR), RAS/RAF/MEK/MAPK,
PISK/AKT/mMTOR jelatviteli utakat és az NF-kB fehérjecsaladot aktivaljak, mig a
tumorszuppresszor gének kozil a PTEN (Foszfataz és tenzin homoldg) és az A20 fehérjét

kodold gén mutalédik (2. abra) (Barton és mtsai. 2012; Zhang és mtsai. 2013).
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2. abra: A limféma kialakulasaban szerepet jatsz6 legfontosabb jelatviteli Utvonalak 6sszefoglalasa. A
B-sejt receptoron (BCR) keresztil a RAS/RAF/MEK/MAPK, PISK/AKT/mTOR jelatviteli utvonalak
aktivalédnak, de gyakori az NF-kB fehérjecsalad fokozott aktivitasa is, mig a tumorszuppresszor
gének kozil a PTEN és az A20 fehérjét kddolé gén mutalodik. RAS: Patkany szarkoma; MAPK:

Mitogén-aktivalt protein kinaz; PI3K: Foszfoinozitid-3-kinaz; mTOR: EmI&s rapamycin célpont; PTEN:

Foszfataz és tenzin homolég. (Forras: Barton és mtsai. 2012)

Az NF-kB legalabb 150 gén expresszidjanak szabalyozasaban jatszik szerepet, a sejt
proliferacid és apoptézis mikoédésében egyarant. A tumorsejtek ezt kihasznalva képesek a
tulélésre, a proliferaciora, az onkogének, mint a Bcl-2 vagy MYC, serkentésére. A konstitutivan
aktiv fehérje komplex megfigyelheté embereknél a diffuz nagy B-sejtes limféma esetében
(Kopper és Timar 2007). A Bcl-2 neve, a B-sejtes limféma 2, utal arra, hogy a fehérjecsalad
masodik tagjaként fedezték fel a follikularis limfomakban el6forduld 14. és 18. kromoszomat
érintd transzlokacio kapcsan (Kosmidis és mtsai. 2018). A fehérjecsalad korulbelul 25
fehérjébdl all, amelyeknek az apoptodzis iranyitasaban van szerepuk. A kutyak esetében az
anti-apoptotikus iranyitok, a Bcl-2, az Mcl-1 (mieloid sejtes leukémia-1) és a Bcl-XL (extra nagy
B-sejtes limfédma) nagyfoku hasonlésagot mutatnak az emberi génekkel. A Bcl-6 gén olyan
transzkripcios faktort kédol, amely hozzajarul az emberi DLBCL kialakulasahoz. Azonban a
Bcl-6 mRNS és fehérje expresszié alacsony volt vagy hianyzott a kutya high-grade B-sejtes
limfdbmaban és nem volt prognosztikai értékd, ellentétben az embereknél medgfigyeltekkel
(Zandvliet 2014). A tumor szuppresszor gén funkcidévesztéssel jaré mutacioja vagy delécidja a
PTEN-ben fokozott sejtnbvekedést és csOkkent apoptdzist eredményez, mely altaldban

kimutathatd az emberi daganatos megbetegedésekben, beleértve a limfomat is, de ezeket
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még nem vizsgaltak a kutyaknal el6forduld limfomaknal. A PTEN funkcidja szorosan
Osszefligg a lipid-foszfataz aktivitasaval, mellyel a foszfoinozitid-3-kinaz (PI3K) csalad altal
el6éallitott PIP3-at gatolja. A PI3K szignalizacio fokozott aktivalasa is gyakori a hematopoetikus
daganatokban, mely képes az EGFR, VEGFR serkentésére. Tovabba kimutattak, hogy a
jelatviteli dtvonalban az emlds rapamycin célpont (MTOR) is szerepet jatszik a Pgp altal
medialt gyégyszerrezisztencia kialakulasaban B-sejtes limfomaknal (Zandvliet 2014). A Wnt /
B-catenin utvonalon térténé modosulas is szamos tumortipusban megfigyelhetd, melyek kozul
a leukémiaban és a diffuz nagy B-sejtes limfémaban is kimutattak az aktivacidjat. Ez a jelat
fontos szabalyozo tényezé az embrionalis és felnétt szévetek fejlédésében, a homeosztazis
fenntartasaban befolyasolva a sejtek szaporodasat, mozgasat, tulélését és pusztulasat.
Azonban még nem vizsgaltak kutyak hematopoietikus daganataban (Zandvliet 2014).

Kllénb6zb gatloszerek 1éteznek, melyek a jelatviteli utak szamos pontjara hatnak, mint példaul
a kulénb6z6 monoklonalis antitestek (anti-CD20) (lasd 3.3.6.2) vagy tirozin-kinaz gatlék (TKI-

k) (lasd 3.3.6.1), melyek segitségével tumorellenes hatas érhet6 el.

3.1.3 A limféma el6fordulasi formai, stadiumai

El6fordulas szempontjabdl a leggyakoribb a multicentrikus, vagyis a testszerte
egyszerre tobb nyirokcsomoét is érinté forma, amely az esetek kb. 80%-ban alakul ki.
Kezdetben altalaban a fejkdrnyéki nyirokcsomok megnagyobbodasat okozza, de barmely mas
nyirokcsomot és nyirokszervet is érinthet. Ritkabban eléfordulé forma az alimentaris limfoma,
amely az Osszes limféma 5-7%-at képezi. Ebben az esetben a belekben, a mesenterialis
nyirokcsomokban és/vagy a majban talalunk elvaltozasokat. Kevésbé ismert formak a
mediasztindlis, amely kb. 5%-ban fordul el6 és az esetek nagy részében T-sejtes
immunfenotipussal rendelkezik, tovabba bdrre kiterjedd forma, melynek két valtozata ismert
(epitheliotrop és nem- epitheliotrop). Mig a multicentrikus forma a periférias nyirokcsomokat
érinti, addig az extranodalis limfdbma a mediasztindlis, abdomindlis nyirokcsomaok
megnagyobbodasat okozza (gasztrointesztinalis, maj, lép, vese), tovabba megjelenhet a
szemben, koézponti idegrendszerben, orriregben és a tidében is (Vail és mtsai. 2019;
Zandvliet 2016). A kutya multicentrikus limfdbmak stadiumbesorolasa a WHO (TNM
Classification of Tumors in Domestic Animals, Geneva, 1980.) ajanlasa szerint torténik:

l.: egy nyirokcsomot érintd elvaltozas,

Il.: egy azonos régidban tobb nyirokcsomaét érintd elvaltozas,

[ll.: generalizalt nyirokcsomé-duzzanat,

IV.: a lép és/vagy a maj érintettsége (a Ill. staddium fennalldsa vagy hianya mellett),

V.: daganatsejtek megjelenése a vérben, valamint a csontvelé és/vagy egyéb nem

limfoid szervek érintettsége.
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A multicentrikus limfébma 6t stadiuma mellett két alstadiumot is megkllénboztetlink. A
betegség kialakulasaval a legtébb esetben nem tarsul egyéb nem specifikus tlinet (,a”
alstadium), azonban el6fordulhat étvagytalansag, sulycsdkkenés, hanyas, hasmenés,

kimertltség, poliuria, laz stb., melyeket a ,b” alstadiumba soroljuk (Vail és mtsai. 2019).

3.1.4 A limféma klasszifikacioja, szovettani tipusai

Az egyes limféma tipusok csoportositasa a WHO klasszifikacidja szerint torténik, mely szerint
emberek kdrében a betegségnek tébb mint 60 formaja ismert, azonban a kutyak esetében mas
besorolasra volt sziikség, amit 2011-ben Valli és munkatarsai dolgoztak ki (Seelig és mtsai.
2016; Valli és mtsai. 2011). Kutyaknal a limfomak klasszifikaciéja az anatomiai
elhelyezkedésre, a hisztoldgiai kdvetelményekre és az immunfenotipus karakterizalasra épdil.
A limféma aktuadlis szdvettani klasszifikaciojat kutyak esetében az 1. tablazat foglalja dssze
(Vail és mtsai. 2019; Valli és mtsai. 2011).

1. tablazat: A limfoma aktualis szOvettani klasszifikacioja kutyak esetében.

T- és NK (natural killer, természetes 6l6sejt) -

B-sejtes limfomak sejtes limfémak

| Prekurzor B-sejtes daganatok: Prekurzor T-sejtes daganatok:
Prekurzor B-limfoblasztos leukémia/limféma Prekurzor T-limfoblasztos limfoma /leukémia
| Erett (periférias) B-sejtes daganatok: Erett (periférias) T-sejtes/NK-sejtes daganatok:
B-sejtes kronikus limfocitas leukémia/kis T-sejtes kronikus limfocitas leukémia (CLL)/kis
limfocitas limféma sejtes limféma
Limfoplazmacitas limféma Intesztinalis T-sejtes limfoma
Kopeny-sejtes limféoma (MCL) Mycosis fungoides és Sézary szindréma
Follikularis limféma (FL) B&r nem epitheliotrop limféma
Marginalis zéna ”ml{ﬂépri?r)(MZL) (nodalis, 1ép, Anaplasztikus nagy sejtes limféma

Periférias T-sejtes limfomak egyéb csoportba nem
sorolhato tipusa (PTCL-NOS)

Diffaz nagy B-sejtes limféma T-z6na limféma (TZL)
T-sejt gazdag diffuz nagy B-sejtes limfoma Egyéb T-sejtes
Nagy sejtes immunoblasztos limféma
Mediasztinalis nagy B-sejtes limféma
Burkitt limféma /leukémia
Egyéb B-sejtes

Plazmablasztos limféma

A szdvettani vizsgalatban a tumormintat harom maodon jellemzik. Fontos szempont a daganat
felépitése, a tumorsejtek morfolégidja (méret, alak, magi és citoplazmatikus tulajdonsagok) és
a mitotikus aktivitds. Az osztdédasi rata szerint tovabbi harom kategoériat kilonitink el

(alacsony-, kozepes-, és nagy malignitasu). Az el6bbi (un. low-grade) forma alacsony
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mitotikus rataval rendelkezd kis sejtekbdl all, melyek altalaban lassan progredialnak, hosszabb
a tulélési idd, de végul nem gyogyithatdk. A nagy malignitasu forma, mely magas mitotikus
rataju sejtekbdl épul fel, gyorsabban progredial, de kezdetben reagal a kemoterapias
kezelésre és emberek esetében lehetéség van a teljes gyégyulasra. Ebbe a csoportba tartozik
a kutyaknal és embereknél egyarant leggyakrabban el6fordulé tipus, a diffuz nagy B-sejtes
limfdma (DLBCL). A ritkabban el6fordulé low-grade forma, példaul a T-zéna limféma (TZL),

amely kutyak esetében jellemzd tipus (3. abra) (Vail és mtsai. 2019; Valli és mtsai. 2011).

Kutya Ember

McL Other
T-LBL 50, 3%
3%

e

ALC

1%
PTCL, Nos 7 (5

1% mcL_/

3. abra: Az emberek és a kutyak limfomajanak szubtipus szerinti szazalékos megoszlasa.
DLBCL: diffuz nagy B-sejtes limfoma; PTCL, NOS: periférias T-sejtes limféma egyéb csoportba
nem sorolhato tipusa; NMZL: noddlis marginalis zéna limféma; TZL: T-z6na limféma; CLL:
krénikus limfocitas leukémia; PCN: plazma sejtes daganat; FL: follikularis limféma; HL: Hodkgin

limfoma; MZL: marginalis zéna limféma (Forras: Seelig és mtsai. 2016)
3.2 A limféma prognosztikai faktorai

3.2.1 A limféma immunfenotipusa

Az immunfenotipus meghatarozast altalaban nyirokrendszeri vagy hematologiai korképek
diagnosztizalasara hasznaljak. Az eljaras f6 célja a limfébma szubtipusba sorolasa, mely
prognosztikai jelentéségli és a kezelés meghatarozasahoz is fontos tényezd. A kutyaknal a
gyakoribb, 60-80%-ban el6forduld, B-sejtes limfobmak jobban reagalnak a kemoterapiara,
hosszabb a betegek recidivamentes és teljes tulélése is, szemben a 10-38%-ban eléforduld
T-sejtes formaval (Kiupel és mtsai. 1999; Vail és mtsai. 2019). Kutatécsoportunk korabbi
vizsgalata is igazolta a kildénbséget, melyben 33 limfomas kutya vett részt, akiknél a B-sejtes

forma esetében a median tulélési idé 253 nap volt, mig a T-sejtes limféma esetében ez az id6
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150 nap volt (Vajdovich és mtsai. 2018). Az immunfenotipus meghatarozasara tébbféle
modszert alkalmazhatunk, igy az immunhisztokémiai vizsgalatot (IHK), citoldgiai vizsgalatot,
aramlasi citométert (FC) vagy akar klonalitas vizsgalatot PCR segitségével (PARR) (Vail és
mtsai. 2019). Az allatorvosi gyakorlatban altalanos diagnosztikai modszerként az indirekt
jelolést alkalmazo immunhisztokémiai vizsgalat terjedt el, melyben kilénb6zé CD (cluster of
differentiation) markereket alkalmaznak, példaul a T-sejtek jeldlésére CD3 markert, az éretlen
és érett B-sejtek jeldlésére a CD20 és a CD79a markert. Utébbi marker 20%-ban
expresszalodhat plazma sejteken is (Thalheim és mtsai. 2013). Azonban a daganatos
betegségek kezelésénél fontos tényezd a korai diagndzis felallitasa és a helyes terapia
mielébbi megkezdése, melyben az FC segitségiunkre lehet (Godlewski és mtsai. 2017;
Pasechnikov és mtsai. 2014). Az FC-vel végzett mérés gyorsabb a direkt jeldlt monoklonalis
ellenanyagok hasznalata révén és kevésbé invaziv beavatkozast igényel a mintavételi eljaras,
mivel a vizsgalat elvégezhetd a tlaspiracios (FNA) technikaval nyert tumormintabdl (Comazzi
és Gelain 2011). Az aramlasi citometria a nevébdl adéddan olyan diagnosztikai mérésre
alkalmas eszkoz, mely folyadék kézegben aramoltatott akar 10° nagysagrendi sejt gyors és
multiparaméteres vizsgalatat teszi lehetévé. Az FC segitségével par éran belil sok informaciot
nyerhetlnk egy vizsgalt sejtrdl, igy a sejtméretrél, belsd strukturardl, fehérjék jelenléterdl a
felszinen, valamint jel6lést6l fuggéen egyéb fluoreszcens molekula expresszidjanak
mértékérdl (Dunphy 2004). Direkt jeldlt ellenanyagok kozll a leggyakrabban alkalmazott FC
esetén a T-sejtes limfoma karakterizalasahoz a CD3, CD5 — pan T-sejt marker, CD4 — helper
T-sejt marker vagy CD8 — citotoxikus T-sejt marker, a B-sejtes limféma meghatarozasra
alkalmazott a CD21 — B-sejt marker, CD79a — pre B-sejt marker, de talalunk monocita markert
(CD14), mieloid markert (CD11/18), illetve hematopoetikus &ssejt markert is (CD34) (Vail és
mtsai. 2019). A B-sejt markerek kdzott megkuldonbdztetink sejtfelszini markert, mint a CD21,
de el6fordul intracellularis marker is, igy a CD79a, melynek vizsgalatahoz szikséges a sejtek
fixalasa, a membran permeabilizaldsa, azonban igy az él6 sejtek vizsgalata mar nem

lehetséges.

3.2.2 A terapia rezisztencia statusza

Az aramlasi citometria a malignus hematolégiai kérképek differencial diagnosztikajan
(immunfenotipizalas, stadiumbesorolas, minimalis rezidualis betegség kdvetés) felll szamos
mas célra is hasznalhatd, példaul sejtciklus vagy apoptozis vizsgalatra, kiilénb6zé funkcionalis
vizsgalatokra, igy az intracellularis Ca?* koncentracid, a proliferaciés index meghatarozasra
vagy akar a sejtfelszini P-glikoprotein efflux transzporter (Pgp) funkcionalis mérésére is (Aresu
és mtsai. 2014; Pozarowski és Darzynkiewicz 2004; van der Pol és mtsai. 2003; Ward 1999).
Az immunhisztokémiai moddszerrel detektalt Pgp prognosztikai szerepét kutya limféma

esetében tdbb tanulmany is vizsgalta, de nem volt egyértelmi{ a kapcsolat a tulélési idbvel
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(Bergman és mtsai. 1996; Dhaliwal és mtsai. 2013; Moore és mtsai. 1995). Azonban
kutatécsoportunk megallapitott egy 35%-0s hatarértéket, mely felett a tulélési id6é alacsonyabb
volt, szemben azokkal a betegekkel, akiknél a tumorminta 35%-nal kevesebb Pgp pozitiv sejtet
tartalmazott (Vajdovich és mtsai. 2018). A Pgp detektalasa FC-vel is elvégezhetd. A calcein
mérés segitségével egyszerlien megvaldsithatd a Pgp funkcionalis vizsgalata (Szakacs és
mtsai. 1998). A mérésbél szarmaztatott érték, a multidrog rezisztencia aktivitasi faktor (MAF),
melynek relevanciajat limfomaval vagy leukémiaval diagnosztizalt betegek koérében is
vizsgaltak (Karaszi és mtsai. 2001; Szerémy és mtsai. 2019). A limféma esetében a terapiara
adott valasszal 6sszefliggésben megallapitottak, hogy a MAF prognosztikai jelentéséggel bir
a klinikumban. Azonban limfémas kutyak tumormintajan még nem alkalmaztak ezt a mérési
modszert. Az aramlasi citométer segitségével kdzelebb kerillhetlink az allatorvosi onkoldgiai
esetek személyre szabott kezelésének megvaldsitasahoz is az immunfenotipus és Pgp

funkcionalis mérés egyuttes vizsgalataval.

3.3 Terapias lehetoségek

3.3.1 Sebészi terapia

A sebészeti onkoldgia egy olyan Osszetett rendszer, mely magaban foglalja a diagnézishoz
szlkséges biopsziat, a gyogyitasra szolgalé daganat és attétek eltavolitasat, valamint szamos
mas eljarast, mely a kezelés hatékonysaganak fokozasara vagy kiegészitésére szolgal. A
legtdbb daganattipus esetében az elsédleges kezelési modszer a sebészi beavatkozas. A
technolégia fejlédésével a sebészeti onkolégusok nagy részben hozzajarulnak a kezelések
eredményeinek és a betegek életminéségének javulasahoz (Wyld és mtsai. 2015). A sebészeti
beavatkozas azonban nem oldja meg a kivalté problémat (példaul genetikai hiba), de a tumor
eltavolitasaval lehet6séget nyuljt a szervezet vedekezOképessegeének helyredllitasahoz. A
gyogyité (kurativ) mitétnek harom fokozata van, melyek abban kilénb6éznek, hogy a daganat
egeészét és az érintett nyirokcsomdkat milyen mértékben sikerll a sebésznek eltavolitani.
Megkulénboztetiink RO fokozatot, melyben a daganat teljes mértéki kimetszése és a tarsuld
nyirokcsomok eltavolitasa is sikeresen megtorténik a miutéti terileten, ekkor beszélink
daganatmentes allapotrol. R1 eltavolitds esetén azért nem tekintheté daganatmentesnek a
beteg a miitétet kdvetben, mert a masodlagos nyirokcsomo régiokban mikroszkdpos szintli
érintettség marad. R2 eltavolitas esetében a daganatnak csak egy részét lehetséges
eltavolitani (Tulassay és Matolcsy 2011). Abban az esetben, amikor a daganat nem tavolithato
el olyan mértékben, hogy megvaldsuljon a kurativ kezelés, de a beteg panaszainak
enyhitésére alkalmazhaté a mutéti kezelés, akkor beszélink palliativ mitétrél. A daganat
eltavolitasa mellett fontos szempont az 6érszem nyirokcsomok vizsgalata és indokolt esetben

azok eltavolitasa. Az elsddleges attét helyén lévé nyirokcsomd daganatos érintettsége
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indokolja, hogy az adott régiéban talalhaté tobbi nyirokcsomot is eltavolitsak, melynek
szempontjai, hogy megelézi a daganat nyirokcsomobdl valé kidjulasat, javitja a
daganatmentes tulélési id6t, korjosld és meghatarozza a kiegészité onkoldgiai kezelést

(Tulassay és Matolcsy 2011).

3.3.2 Sugarterapia

A sugarkezelés egy iranyitott energiaatadast jelent, ionizalé sugarzas, mely lehet B- vagy
masnéven elektronsugar. A sugarkezelés soran fontos a tarsszakorvosokkal vald
egyuttmikodés, a miitét, a sugarkezelés és a kemoterapia egyuttesét, sorrendjét jol
meghatarozni. A sugarkezelés altal a helyi tumorokban nagy doézisu besugarzassal
makroszkoposan pusztitidk a daganatsejteket, melynek eszkoze lehet az ionizalé sugarforras
(radioaktiv izotép) vagy részecskegyorsitdval eléallitott ionizalé sugarnyalab. Az ionizald
sugarzas karositja a sejteket, f6ként a DNS-t, mely a sejt halalahoz vezet. A sugarhatas altal
okozott kémiai reakcidk kilénb6zd vedekezd folyamatokat indithatnak be, igy a javitod
mechanizmusok mikddésbe |épnek, tapasztalhaté gyulladasos reakcid vagy heges
elvaltozasok is észlelhet6k nagyobb szamu sejtpusztulas esetén. A sugarkezelés gyakran
parosul kemoterapias szerek egyuttes alkalmazasaval, ez a kemo-radioterapia, melynek célja,
hogy amig a sugarkezelés a makroszkdépos tumor pusztitdsaban jatszik szerepet, addig a
gyégyszeres kezeléssel a mikroattétek képzését akadalyozzak meg. A sugarzas DNS-karosito
hatasat fokozhatjuk a DNS-be épulé vegylletekkel, tovabba megnyujthatd a sejtciklus
sugarérzékeny G2 és M fazisa topoizomeraz gatlokkal. A molekularis bioldgiai kutatasok
eredményeként a kemo-, illetve a radiorezisztencia mechanizmusokat megismerték és célzott
vegyuletekkel egyltt alkalmazva a sugarkezelés hatasa nagysagrendekkel fokozhatd

(Tulassay és Matolcsy 2011; Withrow és mtsai. 2012).

3.3.3 Kemoterapia

A sebészeti és a radioterapia mellett a gyogyszeres kezelés is fontos részét képezi a
daganatos betegség gyogyitasanak. A rosszindulatu megbetegedések egész szervezetre valo
kiterjedése és a kiujulas veszélye miatt indokolt az un. szisztémas kezelés, mely elpusztitja a
primer tumortdl tavolabb jelenlévé tumorsejteket is. A kemoterapias szereket tobbféle
szempont szerint csoportosithatjuk, igy példaul a sejtciklus szabalyozasanak miikddése
szempontjabdl. Az adott szer kifejtheti hatasat a sejtciklus bizonyos fazisaban vagy a
sejtciklustol fuggetlentil, az alkalmazott dozis szerint.

A sejtciklus egészében fazistdl flggetlenll hatd kezelbszerek az alkilalészerek. Az alkil
csoportok illesztése kovalensen torténik DNS-hez, RNS-hez és fehérjéhez, majd az N7-es

pozicidban egy keresztkétést indukal a guaninok kdzott, ezaltal a DNS szintézis vagy RNS
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replikacié soran lanctorés megy végbe, ami apoptozishoz vezet. Ezek a gyogyszerek linearis
dozis-hatas gorbe szerint hatnak. Ebbe a csoportba tartoznak a mustarnitrogének
(Ciklofoszfamid, klorambucil), nitrézureak (lomusztin, sztreptozotocin), de a dakarbazin és a
prokarbazin is. A sejtciklus fliggé antimetabolitok esetében a sejtciklus S fazisaban torténik a
sejtosztodas gatlasa, amely apoptézist indukal (azatioprin, 5-FLU, citarabin, gemcitabin,
metotrexat). Mig az antimikrotubulus agensek esetében a gatlas a tubulin fehérjéknél (vinca
alkaloidok) vagy a mikrotubulusok depolimerizaciéjanal toérténik (taxanok). Ide tartozik a
vincristin, vinblastin, vinorelbin. Topoizomeraz gatlok esetében a hatas ugy kdvetkezik be,
hogy a DNS polinukleotid lanca k6zé beékelédve a hélix érintett szakaszat letekerik, igy a
szintézis gatlodik (példaul etopozid). A platina szarmazékok kovalensen képesek a DNS-hez
kotni és keresztkotésekkel gatolni a szintézist (carboplatin, ciszplatin) (Vail és mtsai. 2019). A
tumorellenes antibiotikumoknak kilénb6z6 hatdsmechanizmusa is megfigyelhetd. Ebbe a
csoportba tartozik a doxorubicin, epirubicin, mitoxantron és az actinomycin-D is. A doxorubicin
széles korben (leukémia, Hodgkin limféma, hagyhdlyag-, emlé-, petefészek-, tidé-, gyomor-,
pajzsmirigy daganat, lagyszdveti szarkoma) alkalmazott kemoterapias szer (Brayfield 2014).
A doxorubicin és epirubucin hatasmechanizmusa, hogy a DNS-be épll a bazisparok kézé a
DNS vagy RNS szintézis S fazisaban.

Habar szamos mechanizmus révén lehet a tumorsejtekre hatni, ezek a vegyuletek

onmagukban kevésbé hatékonyak és altalaban gyorsan kialakul velik szemben a rezisztencia.

3.3.4 Kombinalt terapia

A tumor sejtek heterogenitasa, azaz a kulénb6z6é morfoldgiaval, osztddasi rataval, funkcidval
rendelkezd sejtek miatt, hatékonyabbak azok a kezelések, melyek egyidejlileg tdbbféle hatast
fejtenek ki, igy kilénbdzd tumorsejteket lehet célba venni. Ezekben a kezelésekben a
gyégyszerek alkalmazasa egy meghatarozott rendszer szerint torténik, igy a sejtciklus tobb
pontjan érvényesuld terapia alakithato ki, ezaltal a kezelés hatékonysaga nd, de ugyanakkor
érdemes olyan kezel6szereket valasztani, melyek nem erdsitik fel egymas toxikus
mellékhatasait. Tovabba fontos az egyes gyodgyszerek kozotti keresztrezisztencia és
toxikoldgiai tulajdonsagok ismerete is. Ritkabb esetben eléfordulnak olyan daganatok, melyek
egyetlen kemoterapias szerrel hatékonyan kezelheték (példaul nék choriocarcinomaja) (Ehrke
2003; Tulassay és Matolcsy 2011). Limfébma esetében is lehet hatékony a doxorubicin
monoterapia (Higginbotham és mtsai. 2013), azonban a rezisztencia kialakulasa miatt a

leghatékonyabb a doxorubicin alapu politerapia (Mochel és mtsai. 2019; Zandvliet 2014).
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3.3.5 Szisztémas terapia limféoma kezelésére

Alimfoma egy szisztémas, az egész testet érinté megbetegedés, mely a nyirokrendszer sejtjeit
érinti, éppen ezért elsédlegesen a szisztémas terapia javasolt. Kezelés nélkil kutyaknal a
tulélés csupan 4-6 hét, mig intenziv kemoterapias kezeléssel elérheté tinetmentes allapot,
vagyis remisszido (median betegségmentes idészak 238 nap) és hosszabb tulélési id§ is
(median tulélési id6 344 nap) (Zandvliet 2014). A multidrogterapia ebben az esetben is
hatékonyabb, mint az egyféle kezel6szert alkalmazoé terapia. Habar nagyon sokféle protokoll
létezik limféma kezelésére, a legtdbb alapja az un. CHOP (ciklofoszfamid [C], doxorubicin [H,
hydroxydaunorubicin], vinkrisztin [O, Oncovin] és prednisone [P]) protokoll, amelyet emberek
betegségére is alkalmaznak. Ezzel a terapiaval remisszié a kutya esetek 80-90%-ban érhetd
el, az életminéség javithatd és a median tulélési id6 10-12 hénapra novelhetd (Withrow és
mtsai. 2012). A doxorubicin monoterapianal igazoltak, hogy a T-sejtes limfémas betegek
terapias valasza alacsonyabb volt, mint a B-sejteseké, ami felveti a kérdést, hogy a T-sejtes
limféma esetében van-e Iétjogosultsaga a CHOP-terapianak vagy mar az iniciacié soran mas
kezelési protokollt kellene bevezetni (Beaver és mtsai. 2010). A masodik vonalbeli
citosztatikus szerek azok, amelyeket a recidiva esetén alkalmazunk, példaul a lomusztin,
vinblasztin, chlorambucil, methotrexate, dacarbazine hatéanyagok. Egy retrospektiv
vizsgalatban azt talaltak, hogy az L-aszparaginaz és MOPP (M, mechlorethamine; O, Oncovin;
P, procarbazine; P, prednisone) protokoll alkalmazasaval hosszabb progresszi6 mentes
tulélési idé érhetd el (Brodsky és mitsai. 2009), azonban 2019-ben egy Ujabb tanulmany
ravilagitott arra, hogy az L-aszparaginazzal kiegészitett CHOP-terapia (L-CHOP) és a MOPP
kezelések kozott mégse volt jelentésebb kuldnbség (Angelo és mtsai. 2019). Azokban az
esetekben, amikor a CHOP nem hatékony, a lomusztin (CCNU) beilleszthetd a multicentrikus
T-sejtes limféma protokollba (Withrow és mtsai. 2012). Tovabba, 63 kutya beteg bevonasaval
végzett, retrospektiv tanulmany szerint felfedeztek egy ujabb lehet6séget egy kettés prodrug
alkalmazasaval, a Tanovea-CA1®-t (Rabacfosadine), melynél elegendé harom hetente adni
az intravénas kezelést, ezzel az allat nyugodtabb életminésége biztosithaté és csdkkenthetd

a mellékhatasok kialakulasanak esélye is (Saba és mtsai. 2020).

3.3.6 Célzott terapiak

3.3.6.1 Tirozin-kinaz-gatlok

Amennyiben a kemoterapia sikertelennek bizonyul, abban jelent6és szerepe lehet a
rezisztencia kialakuldsanak és/vagy a toxikus mellékhatasok megjelenésének. Azonban
megkezdddott a daganatterapia felfedezésére iranyuld kutatasok ujabb szakasza, melyben a
molekularis genetikai vizsgalatok szamos Uj diagnosztikai és terapias lehetbséget

biztositottak.
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A célzott molekularis terapiakkal nagy attorést értek el példaul embereknél a kronikus mieloid
leukémiaban (CML) szenved® betegek kérében. 1960-ban felfedezték a 9-es (ABL-t kodold)
és 22-es (BCR-t kodold) kromoszéma reciprok transzlokacidjat, majd 30 évvel késébb a
molekularis kutatasi program keretében a hibas BCR/ABL fuzios fehérje gatlasara terveztek
molekulat, amely a tirozin-kinaz (TK) enzim gatléja. igy talaltdk meg az imatinib-et. Mar 1996-
ban in vitro bizonyitottak az imatinib mesylate (Glivec ®) hatékonysagat a CML sejtekkel
szemben, majd 4 évvel késébb 6000 beteg bevonasaval igazoltak, hogy a CML betegek 90%-
ban reagaltak az ujonnan fejlesztett kezelésre (Kopper és Timar 2007). 2001-ben megkapta
évtizedre nétt és a 8 éves tulélési idd elérése 15%-rol 87%-ra emelkedett (Kantarjian és mtsai.
2012).

A tirozin-kinaz gatlok masik csoportja, melyek sokkal nagyobb betegcsoportot céloznak meg,
az EGFR inhibitorok. Az EGFR négy tipusa kulonithet6 el: EGFR, ErbB2 (Her-2), ErbB3 és 4.
A mutans EGFR fokozott expresszidja megfigyelhetd szamos human daganat esetében
(méhnyak-, fej-nyak-, petefészek-, hugyhdlyag-, eml6é-, nyel6csé-, gyomor-, vastagbél-,
tidédaganat). A mutans EGFR gatlasara tobbféle lehetéség is létezik. Példaul az
intracellularis TK domént gatld kis molekulasulyu gatlészerekkel (gefitinib, erlotinib) (Jeney és
Kralovanszky 2009; Kopper és Timar 2007). Az eddigi ismereteink alapjan az EGFR TKI-k
hatékonysagat befolyasolja az EGFR-, valamint a K-RAS gén mutacidja is. Abban az esetben,
ha az EGFR gén 19. exonjan mutacié torténik, akkor a fehérje nagy mértékben koétédik a TKI-
hoz, ezéltal az hatékonyabb terapias valaszt eredményez. igy példaul a nem kissejtes
tudédaganat kezelésében hosszabb betegség mentes és teljes tulélési id6t sikerult elérni
EGFR TKI alkalmazasaval (Jiang és mtsai. 2019). A molekularis biolégiai kutatasok
eredményeként a kulonbdzd jelatviteli utvonalak feltérképezésére is sor kerllt, az EGFR
csalad a jelatviteli utak nagy részét képes aktivalni, igy példaul a RAF-MAPK, PI3K-AKT, STAT

utvonalakat, de a c-Src proto-onkogén és a foszfolipaz C (PLC) enzim mikodését is.

3.3.6.2 Monoklonalis antitestek

Az emlitett EGFR gatldsa megvaldsithatdé az extracellularis domént tdmadé monoklonalis
antitestek alkalmazasaval is. A cetuximab az egyik legismertebb tagja a monoklonalis
antitesteknek, amelyet 2004-ben engedélyezett az FDA az EGFR-pozitiv metasztatikus
vastagbéldaganatok ellen. Ez egy human-egér kiméra monoklonalis antitest, amely nagy
affinitassal kotédik az EGFR-hez, ezzel megakadalyozva a foszforilaciéjat igy az EGFR
blokkolasahoz és a jelatviteli utvonal mikodésképtelenségéhez vezet. A B-sejtes limfoma
esetében is jelentdsen novekedett a betegség relapszus mentes és a teljes tulélési ideje is,
amikor kifejlesztették a rituximabot (Rituxan ®), mely az emberi CD20 sejtfelszini receptorhoz

képes kotodni. 1997-ben engedélyezte az FDA ezt a kiméra antitestet, melyet 2006-ban ex
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vivo CD20 markert expresszalo kutya sejteken is vizsgaltak, de az nem kot6dott megfeleld
mértékben a sejtfelszinhez. Késbbb létrehoztak egy ujabb kutya anti-CD20 monoklonalis
antitestet, mely felismerte a CD20 extracellularis domént és megfeleléen nagy affinitassal
kotédott a sejtfelszini receptorhoz, igy sikerult immunhisztokémiai festéssel detektalni az anti-
CD20-t kutya szovetekben diffuz nagy B-sejtes limféma, marginalis zéna limféma és egyéb B-

sejtes limfémak esetében (Ito és mtsai. 2015; Jain és mtsai. 2016).

3.3.6.3 Antitumor immunterapia

A célzott és személyre szabott terapiakhoz szikség volt a kilonbdzé jelatviteli utvonalak
feltérképezésére, az onkogének és tumorszupresszor gének célzott gatlasara vagy
serkentésére. A jelatviteli utvonalakon célzottan haté monoklondlis antitestek megjelenésével
egyidében elkezdddott az onkoldgiai kutatdsok Ujabb szakasza, melyben a legjelentésebb
feladat a tumor és a gazdaszervezet immunsejtjei kdzotti kapcsolatok feltérképezése (Jeney
és Kralovanszky 2009). Régoéta ismert tény, hogy az immunvalasznak nagy szerepe van a
daganat eliminalasaban, melyet a citotoxikus T-limfocitak és a természetes 0l6sejtek (natural
killer, NK-sejtek) végeznek. A tumor kifejlédése 6sszefiigg a citotoxikus T-sejtek mikédésének
zavaraval, gatlasaval a tumor mikrokérnyezetben. A daganatellenes immunterapiak passziv
és aktiv terapiakra oszthatéak. El6z6 csoportba tartoznak a T-sejt terapiak, mint a
tumorantigén-specifikus T-sejtek (Vonderheide és June 2003) és a CAR T-sejtek (kiméra
antigén receptor). 2017-ben az FDA két CAR T-sejt terapiat hagyott jova gyermekkori akut
limfoblasztos leukémia (ALL) kezelésére és felnétt betegek limfoma kezelésére (Mochel és
mtsai. 2019), 2019-ben pedig a kutyak diffiz nagy B-sejtes limfomajanak kezelésére
fejlesztettek ki CAR T-sejteket, melyek a CD20 pozitiv limfocitak ellen iranyultak (Panjwani és
mtsai. 2020).

Az aktiv immunterapiat két tovabbi csoportra kilonithetjik el, mely a specifikus és a nem
specifikus immunterapiat foglalja magaban. A nem specifikus immunterapia jelentheti a
klénbdz6 citokinek alkalmazasat (IFN-a, IL-2, IL-12, TNF-a), mig a specifikus immunvalasz
tartalmazza a tumorsejtvakcinakat, tumorantigén-alapu vakcinakat, onkolitikus virusokat,
valamint a gatlé mechanizmusok kikiiszobdlésére iranyuld terapiakat (checkpoint inhibitor). Az
ellendrzépont gatldk kdzil kutya betegek szamara is megindultak a kutatasok. A PD-1 és PD-
L1-re sikerult kifejleszteni specifikus monoklonalis antitestet, melyet T-sejtekkel inkubalva in
vivo két kutya betegben (szajliregi melanoma és sarcoma esetében) hatékonynak bizonyult
(Maekawa és mtsai. 2017; Nemoto és mtsai. 2018). Kutyak szamara mar elérheté vakcina is,

az Oncept, amely szintén a melanoma kezelésére szolgal (Turek és mtsai. 2020).
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3.3.7 NSAID, COX-2 gatloszerek

A ciklooxigenaz enzimnek 2 formaja létezik, a COX-1 és COX-2 izoenzimek, melyek 60%-0s
szerkezeti homoldgiat mutatnak (Jeney és Kralovanszky 2009; Rizzo 2011). A COX-1
jelentésége minden szdvetben konstitutiv formaban, Un. haztartasi prosztaglandinok
termelésében van, elsésorban a gyomor véddé mucintermeléséért, a trombocitak
aggregaciojaért, és a vese vérellatasanak biztositasaért felelés. Csaknem minden sejtben
megtalalhaté enzim. A COX-2 mennyisége kiilénb6zd, elsésorban gyulladasos stimulusok
(citokinek, névekedési faktorok, tumor promoterek vagy endotoxinok) hatasara képes valtozni,
indukalhaté enzim. A COX enzimek szerepe a prosztaglandin szintézis katalizalasaban van.
A prosztaglandin az arachidonsav szarmazéka, valamilyen sérllés vagy foszfolipaz A2
felszabadulas hatasara keletkezik, majd a COX enzimek hatasara alakul tovabb
endoperoxidda, majd stabil prosztaglandinokka (PGE2, PGF2, PGD2). A keletkezett
prosztaglandinok eltéré klinikai hatasokat mutatnak, igy létezik simaizom-6sszehuzd hatas
vagy dilatacid, gatolhatjdk a trombocita aggregaciét, de képesek befolyasolni az ér
permeabilitast, a sejtmigraciot és a mirigyszekréciét is. Igazoltak, hogy a COX-2 enzimek altal
képz&dott  prosztaglandinoknak  szerepe van a fajdalom és a gyulladas
patomechanizmusaban, igy a szelektiv COX-2 gatldé nem szteroid gyulladasgatld
készitmények (NSAID-ok) képesek csillapitani a fajdalmat és csdkkenteni a gyulladast (Jeney
és Kralovanszky 2009).

NSAID-ok 3 f6 hatasuk révén eredményesek: a trombocita aggregacié gatlasa, a laz- és
fajdalomcsillapitd hatads és a gyulladascsokkentd hatas. A COX-2 fokozott expresszidja
szamos daganattipusban megfigyelheté és negativ prognosztikai értékiinek bizonyult. A
vastagbéltumorok 71-85%-ban fokozott mértékben termelédik, illetve emlétumorok esetén is
igazoltak a ndvekedett expresszidjat (Costa és mtsai. 2002; Tulassay és Matolcsy 2011). A
COX-2 fokozott expresszidja a daganatokat tekintve kapcsolatba hozhat6 a sejt proliferacioval
a PGE2-n keresztll, az attétképzéssel a matrix-metalloproteinazok fokozasaval, a
tumorgenezissel, a vérér képzédéssel a VEGF mikodésének serkentésével és az apoptozis
rezisztenciaval is (Pang és mtsai. 2014; Rizzo 2011). Ezért a COX-2 gatlasanak jelentds
szerepe van a daganatellenes terapiaban is, melynek célja az, hogy minél kevesebb
mellékhatast el6idézve a COX-2 enzim szelektiv gatldsa megvaldsuljon anélkil, hogy a COX-
1 enzim mikodését befolydsolna. A COX-2 szelektivitasat az enzimek mikddésének
gatlasahoz sziikséges ICso koncentracidk hanyadosaval jellemezhetjik (ICso COX-2/ ICsg
COX-1). Abban az esetben, ha ez a hanyados 1 vagy annal nagyobb, akkor nem szelektiv
COX-2 gatlészerekrdl beszéllink (ibuprofen, naproxen, diclofenac). Részben COX-2 szelektiv
gatlészerek a meloxicam, etodolac, melyek enyhén gatoljak a COX-1 enzimet, de hatasukat

féként a COX-2 enzimre fejtik ki. A harmadik csoportba tartoznak a specifikus COX-2
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gatlészerek, melyeknek nincs hatasuk a COX-1 enzimre, de a COX-2-t képesek gatolni

(celecoxib, firocoxib, mavacoxib).

3.3.7.1 Celecoxib

Szeletiv COX-2 gatloszer, mely képes apoptozist indukalni és gatolni a sejtproliferaciét emberi
daganatsejteken, mint a hepatocellularis karcinomanal (Fantappié és mtsai. 2007), a kis-sejtes
tudékarcinémanal (P. Zhang és mtsai. 2019), a laphamsejtes karcinémanal (Yoshida és mtsai.
2019) vagy a pajzsmirigy karcinémanal (Meng és mtsai. 2014). Ezekben a tanulmanyokban
tobbféle mechanizmust vizsgalva megallapitottak, hogy a celecoxib nemcsak a COX-2
enzimre, de a p53 apoptdzist szabalyozé génre, az Akt/mTOR jelatviteli utvonalra, a Bcl-2 pro-
apoptotikus génre is kifejtette hatasat. Tovabba a hepatocellularis- és a pajzsmirigy karcinoma
esetében a celecoxib a terapia rezisztencia kialakulasaért gyakran felelés P-glikoprotein (Pgp)
expresszio szintjét is jelentésen csokkentette. Roy és munkatarsai szintén hepatocellularis
karcindma sejtekben bizonyitottak, hogy a celecoxib csdkkenti a Pgp-expresszidt COX-2 figgd
mechanizmuson keresztll, ezaltal tizszer érzékenyebbek lettek a sejtek a doxorubicin
kezelésre (Roy és mtsai. 2010). Human bérdaganat sejtekben a doxorubicin liposzomalis
valtozataval kombinaltak a celecoxibot, igy hatékonyabb volt a kezelés a daganatsejtek
elpusztitasaban, mint a kemoterapia magaban. A kombinacio jelentds hatasat az AKT és COX-
2 jelatviteli utak szinergisztikus géatlasan keresztll fejtette ki, mely a sejtek apoptdzisat
indukalta (Singh 2018). Tovabba kutya emlétumorban is kimutattak, hogy a COX-2 fokozott
mikddése csOkkenthetd és a celecoxib alkalmazasaval a sejtproliferacio is gatolhaté egy

COX-2 fuggetlen mechanizmuson keresztul (Tamura és mtsai. 2015).

3.3.7.2 Firocoxib

A firocoxib 6nmagaban is alkalmazhat6 kutya antitumor terapiaként, de szamos tanulmanyban
vizsgaltak az elbnyeit kombinacidban alkalmazva. Hugyhodlyag tumoroknal 6nmagaban
palliativ kezelésként hasznalhatd, mivel részleges remissziot indukalt a betegek 20%-nal, de
ciszplatinnal kombinalva szignifikansan hosszabb remisszios id6t értek el és nem okozott tébb
mellékhatast, mint a ciszplatin dnmagaban (Knapp és mtsai. 2013). Tacskoknal gyulladasos
vastagbél polipot kezeltek chlorambucillal és firocoxibbal, igy sikertlt jobb terapias valaszt
elérni, valamint a kutyak életminéségét javitani (Murakami és mtsai. 2018). Eml&tumor
esetében is a kombinalt terapia bizonyult a legsikeresebbnek, melyben a mitéti kezelést

kiegészitették carboplatinnal és firocoxibbal (Lavalle és mtsai. 2012).

3.3.7.3 Mavacoxib
Szintén szeletiv COX-2 gatldszer, melyrdl in vitro bizonyitottak, hogy antitumor hatasa van,

apoptozist indukal a tumorsejtekben és gatolja a migraciét (Pang és mtsai. 2014). Kilénb6z6
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human és kutyatumorokban (osteosarcoma, emlétumor, hugyhdlyag karcinoma) igazolast
nyert, hogy a mavacoxib képes apoptozist indukalni és a tumorsejt migraciét gatolni az

emelkedett COX-2 expresszi6tél fuggetlenil (Hurst és mtsai. 2019).

3.3.7.4 Meloxicam

Részben szelektiv COX-2 gatlészer, melyrdl szintén in vitro bizonyitott, hogy képes apoptdézist
indukalni és sejtproliferaciot gatolni kutya tumorsejtek esetén (limfoma és eml6tumor
sejtvonalakon), melynek hatasa doézisfiggd volt (Knottenbelt és mtsai. 2006). Human
vastagbél daganatsejteken in vitro, tovabba egér xenograft modellben is igazoltak, hogy a
meloxicam a tumornovekedést csokkentette azokban az esetekben, ahol COX-2 fokozott
expresszidja kimutathaté volt (Goldman és mtsai. 1998). Tovabba egér adenokarcindma

esetében lassitotta a tumor névekedését (Hussey és Tisdale 2000).

3.3.8 Epigenetikai gatloszerek

Jelen ismereteink szerint a daganat kialakulasdhoz mutaciék sorozata vezet, azonban
nemcsak a DNS-ben bekovetkez$ valtozasok felelések a folyamatért. Az epigenetikai
szabalyozas a DNS bazissorendjét nem valtoztatja meg, de a gének hozzaférhetéségét és az
expresszidjat igen. A felett” jelentésli 6gordg epi prefixum arra utal, hogy az informacio
atkerilése a DNS-szekvencia megvaltozasa nélkul (felett) torténik. Ez a folyamat
visszafordithatd, az epigenetikai mechanizmusok f6 feladatai a sejtdifferenciacié és a
szovetfajlagos expresszié mintazatok fenntartasa. Abban az esetben, ha ez a szabalyozas
rendellenes, akkor a génmikddés megvaltozik, ami koéros folyamatokat idézhet el6. A
daganatképzddés epigenetikai szabalyozasanak harom egymassal 6sszefliggd formaja van:
a DNS metilacioja, a nukleoszémak belsé hisztonjainak N-terminalis lizin oldallancon térténd
deacetilacioja, kromoszéma struktura szabalyozas valtozasa és a genomialis imprinting. Az
epigenetikai mintazatot tobb enzimcsalad hatarozza meg: a DNS-metiltranszferazok (DNMT),
a hiszton-deacetilazok (HDAC), a hiszton-lizin-metiltranszferazok (HMT) és a hiszton-
demetilazok. A daganatokban a metilaciés allapot eltér a normal mikdodéstdl, vagyis a
prométer régidk hipermetilaltsdga és a genom hipometilaltsaga jellemzé. A hiper- és
hipometilaltsdg egyarant el6idézheti a daganat kialakuldsat a génatiras szabdlyozasan
keresztil. A promoéter régidk metilacidjanak valtozdsa a tumorszuppresszor gének
inaktivalddasahoz vezet, igy a sejtciklus szabalyozasaban, a DNS-javitasban, a sejt-sejt
kdlcsdnhatasban, a vérérképz&désben és az apoptdzisban is szerepet jatszik. A genom
hipermetilalt allapota a heterokromatin kompakt szerkezetét okozza, ezaltal az atirodast
eléseqité faktorok kevésbé tudnak koétédni. Ezen felil a hisztonfehériéknek is jelent&s
szerepuk van a daganat kialakulasaban, ezeknek a fehérjéknek az N-terminalis oldallanc

valtozasai hatarozzak meg a kromatin szerkezetét és a gének kifejez6dését. A hiszton

26



oldallancok acetilacidja a kromatint nyitotta, vagyis aktivva teszi, mig a hiszton metilacié a
génexpresszio gatlasaért és serkentéséért egyarant felelés lehet (Kopper és Timar 2007;
Tulassay és Matolcsy 2011). Szamos kutatas foglalkozik az epigenetikai gatlészerek
tumorellenes terapias alkalmazasaval. Ezek koz6tt talalunk példat a kutya diffuz nagy B-sejtes
limfdma vizsgalatara, mely j6 modellie a human Non-Hodgkin limfémanak. Egy 2018-as
tanulmanyban megvizsgaltak kulénbd6z6 HDAC gatlészerek tumorellenes hatasat
(panobiostat, SBHA, SAHA, trichostatin-A, scriptaid, subacin). Ezek koézul a panobinostat
bizonyult a leghatékonyabbnak a tumor névekedés gatlasaban és az apoptézis indukalasaban

in vitro CLBL-1 sejteken és in vivo xenograft egér modellben is (Dias és mtsai. 2018).

3.4 Multidrog rezisztencia

3.4.1 MDR kialakulasanak mechanizmusai

Annak ellenére, hogy szamos Ujfajta terapia kerilt kidolgozasra és tesztelésre, a limfomak
esetében mégsem tudtak jelentésen megndvelni a kezelés hatékonysagat és kutyak esetében
nem értek el 12 hénapnal, a hagyomanyos kemoterapias szerek alkalmazasaval elérhetd
idétavnal, hosszabb median tulélési id6t. A multidrog rezisztencia (MDR) kialakulasa az egyik
leggyakoribb oka annak, hogy a kezdetben sikeres terapia hatastalanna valik, de nemcsak az
adott kemoterapias szerre, hanem szamos szerkezetében és hatasmechanizmusaban eltéré
vegyuletre is. A rezisztencia kialakulasanak lehetnek farmakokinetikai okai (gyenge
gyogyszerfelszivodas, elégtelen gyogyszerszallitas, tumor mikrokérnyezetében alacsony pH,
rossz oxigénellatas, specifikus szerv akadalyok, mint a vér-agy gat), de gyakoribbak a
farmakodinamikai okok. Utébbi létrejohet a csokkent gyogyszerfelvétel, megndvekedett
gyogyszerkivalasztas, gyogyszer anyagcsere valtozas miatt, melyben szerepet jatszhat a
glutation-S-transzferaz vagy a CYP450 rendszer. Azonban az egyik legfébb oka az MDR
kialakulasanak a gyogyszerek fokozott kijuttatasa a sejtekbél, melyért az ATP-t felhasznalo
sejtfelszini fehérjék, az ABC (ATP-Binding Cassette) fehérjecsalad felelés (Jeney és
Kralovanszky 2009). Az MDR leklizdésére nagy hangsulyt fektetnek mind a human, mind a

kutya kezelés kutatasi tertletein (Withrow és mtsai. 2012).

3.4.2 A P-glikoprotein felfedezése

A hatéanyagoknak a citoplazmabdl az extracellularis térbe torténd kipumpalasaért nagy
részben felelds az elséként felfedezett efflux pumpa, a P-glikoprotein (Permeability
glycoprotein, Pgp). A Pgp-t kédolé gén az ABCB1, ami arra utal, hogy az ember esetében
létezd ABC fehérjecsalad 48 transzportere kozil elsé6ként fedezték fel. Annak ellenére, hogy
ez a fehérjecsalad szinte minden életformaban megtalalhato, a felfedezésére 1976-ig varni
kellett. Mar korabban is, 1973-ban bizonyitottak, hogy a rezisztens sejtek képesek csékkenteni

a daunomycin hatéanyag intracellularis koncentraciojat, sét keresztrezisztenciat mutatnak
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bizonyos vinka alkaloidokkal szemben (Dano 1973). Ezt kdvet6en, 1974-ben kinai hércsog
petefészek sejtvonalon (CHO) is igazoltak, hogy a rezisztens sejteknél megndvekedett a
gyogyszer kivalasztas cianid jelenlétében (See és mtsai. 1974). Azonban 1976-ban sikerdlt
elészor kimutatni és leirni, hogy a rezisztens fenotipusért egy 170 kDa molekulatémegi
membran alkotéelem felelés, amely a CHO vad tipusu sejtekben nem, de a rezisztens
sejtekben jelentés mennyiségben volt jelen (Juliano és Ling 1976). A kdvetkez6 években a

kutaték egyre t6bb informacioét szolgaltattak a Pgp mikoédésérél, 2009-ben a szerkezetét is

megismerhettik (Aller és mtsai. 2009) (4. abra).
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4. abra: A P-glikoprotein 3D szerkezete (a) és az elhelyezkedése a foszfolipid kettésrétegben (b). A
Pgp képes kipumpalni a szubsztratokat az intracellularis térbél az extracellularis térbe (Syed és mtsai.,
Nature, 2017).

A Pgp felfedezését kdvetben majdnem 20 évvel késébb véletlenll derllt fény a fiziologias
szerepére, amikor MDR1a génkiltétt (,knock-out”) egereket parazitafert6zés ellen kezeltek
ivermectinnel és azok, réviddel a kezelés utan, elpusztultak. Ekkor allapitottak meg, hogy a
Pgp hianya a vér-agy gatban volt felel8s a neurotoxicitasért (Schinkel és mtsai. 1994). Késébb
megismétlédott az eset, amikor skoét juhaszkutyaknal szintén ivermectin indukalta
neurotoxicosis Iépett fel, ami ramutatott, hogy ennél a fajtanal gyakori az MDR1 gén delécios
mutaciodja (Mealey és mtsai. 2001). A késObbi kutatasok kimutattdk, hogy a kutyakban
megtalalhaté Pgp 93%-o0s homoldgiat mutat a human Pgp-vel (Steingold és mtsai. 1998). Az
ABC-transzporterek a sejtmembranban helyezkednek el és képesek sokféle molekula
transzportalasara, mind exogén szubsztratok (gyoégyszerek, toxinok), mind endogén
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szubsztratok szallitdsara (ionok, peptidek, szteroidok, aminosavak, szerves ionok stb.)
alkalmasak. Ezek a transzporterek nélkulézhetetlen védelmi szerepet toltenek be a fizioldgias
folyamatokban. Részt vesznek a kulonb6zé vér-szdveti hatarok védelmében, gy mint a vér-
agy gat, vér-here gat, vér-placenta gat miikédésében, de nagy szamban vannak jelen a vese-
és bélhamsejtekben, majsejtekben, mellékvesében, csontvel8ben, valamint a periférias vér
sejtjeiben is, ahol meghatarozzak a gyégyszerfelvételt és eliminaciot (Gameiro és mtsai. 2017;
Lin és Yamazaki 2003). |d6kdézben megindultak a Pgp gatlészerek keresésére iranyuld
kutatasok is, amelyek képesek lehetnek a rezisztencia visszaforditasara (Zandvliet 2014). A
Pgp mellett szamos mas ABC-transzporter szerepe is jelentés, melyek mutacioi kulonféle
betegségekhez vezetnek. Ezek kdzill ismert példaul a cisztas fibrozis (ABCC7), progressziv
familiaris intrahepatikus kolesztazis (ABCB4, ABCB11), immunhianyos betegségek (ABCB2,
ABCB3), pszeudoxantoma elasztikum (ABCCG6) vagy medfigyelhetd eltérd fenotipus a Dubin-
Johnson-szindréma esetében (ABCC2) (Borst és Elferink 2002; Gottesman és Ambudkar
2001).

3.4.3 A P-glikoprotein szerepe a tumorok drogrezisztenciajaban

Habar 48 leirt ABC-transzporter létezik, kozulik négy felelés leginkabb a gyogyszer
rezisztencia kialakulasaért. A Pgp (MDR1/ABCB1) mellett, a multidrog rezisztencia asszocialt
fehérje 1 (MRP1/ABCC1) és 2 (MRP2/ABCC2), valamint az eml6daganat rezisztencia fehérje
(BCRP/ABCG2) (Zandvliet 2014). Az ABC csaladba tartozé fehérjék ATP hidrolizisét
felhasznalva képesek az anyagok aktiv transzportjara a bioldgiai membranokon keresztil, egy
szubsztrat transzportjahoz 2 ATP hidrolizise szikséges (Gottesman és mtsai. 2002). A Pgp
sokféle gyogyszer felismerésére és eliminalasara képes, ideértve a citosztatikus agenseket is
(vinka alkaloidokat, antraciklineket, taxanokat) (Zandvliet 2014).

A Pgp tulzott expresszidja megfigyelheté szamos kutya tumor sejtvonalban (limfoid leukémia,
hizésejt tumor, osteosarcoma) (Nakaichi és mtsai. 2007; Page és mtsai. 2000; Uozurmi és
mtsai. 2005) és a kutya paciensekben spontan kialakulé tumorokban is, mint maj, mellékvese
(Ginn 1996), gasztrointesztinalis, tidd (Hifumi és mtsai. 2010), atmeneti sejtes karcinoma (Lee
és mtsai. 2007), emlédaganat (Petterino és mtsai. 2006), bér mastocytoma (Miyoshi és mtsai.
2002) és limféma (Bergman és mtsai. 1996; Schleis és mtsai. 2008). A magas Pgp expresszio
egyutt jart a nagy malignitassal is kutya emlédaganatokban (Badowska-Kozakiewicz és
Malicka 2010), valamint alacsonyabb remisszid mentes és teljes tulélési idével parosult

limféma esetén (Vajdovich és mtsai. 2018).

3.4.4 P-glikoprotein gatlasa
Miutan azonositottak az ABC transzporterekrdl, hogy nagy szerepet jatszanak a rezisztencia

kialakulasaban, 10 éven belll megkezdddtek a kutatasok, amelyek a Pgp és egyéb ABC

29



transzporter gatlok fejlesztésére Osszpontosultak. A Pgp esetében a gatloszerek 3
amelyek mar a klinikai gyakorlatban is hasznalatban voltak, de mas céllal alkalmaztak 6ket,
példaul a kalciumcsatorna blokkold verapamil vagy bizonyos immunszupressziv vegyluletek,
mint a ciklosporin A. Ezek a gyégyszerek in vitro nagyon igéretesnek bizonyultak, de a klinikai
vizsgalatokban altalaban elbuktak, mivel alacsony hatékonysaggal gatoltak a transzportert
vagy a Pgp gatlasahoz sziikséges koncentracidoban alkalmazva toxikus mellékhatasok
alakultak ki (Fisher és mtsai. 1996). Ez vezetett a masodik generacidos Pgp gatldk
kifejlesztéséhez, amelyek hatasosabbak, de kevésbé szelektivek, akar tébb ABC-transzporter
gatlasara is képesek voltak, s6t még a CYP450 rendszerre is hatottak. Ide tartozik példaul a
Valspodar, melyet kemoterapias szerrel egyutt adva végeztek klinikai vizsgalatokat. Azonban
a transzporter specificitas hianya olyan nem vart farmakokinetikai kélcsénhatasokat indukalt,
amelyek megvaltoztattak a citosztatikus gydgyszer metabolizmusat és egyes betegeket igy
alul vagy éppen tuldoziroztak, de a terapias elény nem volt egyértelm{i (Szakacs és mtsai.
2006; Zandvliet 2014). A harmadik generaciés Pgp, BCRP vagy akar CYP450 gatlok
hatékonyabbak, specifikusabbak és igéretesebbek voltak in vitro, azonban a Kklinikai
eredmények nem voltak meggy6zéek. A Pgp gatlészereket hosszu idén keresztil
tanulmanyoztadk, a kutatasok soran a Pgp-re kifejtett hatdsmechanizmus valtozasaval a

szerkezetik is folyamatosan alakult (5. abra).
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5. abra: A P-glikoprotein gatlészereket harom generaciéba lehet besorolni. Ezek nagy részének

szerkezeti képletét abrazoltuk.

2002-ben egy Kklinikai fazis Illl. vizsgalatban a Tariquidart kombinaltak els6vonalbeli
kemoterapias szerrel nem kissejtes tidédaganatos betegek esetében, de a vizsgalatot
korabban abbahagytak a citotoxikus gyégyszerekkel kapcsolatos toxicitas miatt. A harmadik
generaciés inhibitorokkal végzett klinikai fazis Ill. vizsgalatok eredményei kulcsszerepet
jatszanak annak meghatarozasaban, hogy a Pgp vagy mas ABC transzporter gatlok
javithatjak-e a betegek tulélési idejét (Szakacs és mtsai. 2006; Zandvliet 2014). 2010-ben egy
Ujabb Pgp inhibitor, a Zosuquidar és placebo kontrol csoport 6sszehasonlitasat végezték egy
j6l megtervezett, randomizalt, megfelel§ végponttal rendelkez6 klinikai vizsgalatban akut
mieloid leukémias betegeken, de a tulélési idBben nem tapasztaltak kilonbséget (Libby és
Hromas 2010). A sikertelen eredmények miatt levonhatjuk a kdvetkeztetést, hogy bar az ABC-
transzporterek nagy részben felel6sek a rezisztencia kialakulasaért, mégsem sikerilt olyan
gatloszert talalni, amelynek in vivo is van terapias el6nye. A gatlészerek alkalmazasanak
eredménytelensége abbdl fakad, hogy a Pgp fiziologiai védelmi szerepe (a kulénbdzd
barriereken, bélham sejteken, vesében, majban) nélkuldézhetetlen. Kilonb6zé alternativ
megkozelitésekre is léteznek kutatasok, monoklondlis antitestek vagy az aktiv immunizacié

Pgp ellen vagy akar géncsendesités (Abbasi és mtsai. 2013; Heike és mtsai. 1990; Morizono

31



és mtsai. 2005), de ide tartozik a TKI-k alkalmazasa is. A TK-k donté szerepet jatszanak a
daganat fejlédésének szamos utjaban, a sejt proliferaciéban, apoptdzisban, angiogenezis és
attét képzésben is, melyek szabalyozhaték a kilénb6z6 TKI-kal (Zandvliet 2014). A TKI
nemcsak szubsztratja a Pgp-nek és BCRP-nek, de kiilonb6zé ABC-transzporterek gatléi is és
in vitro tobbféle sejtvonalon nyert bizonyitast, hogy kemoterapias szerekkel kombinalva
sikeresen alkalmaztak anélkul, hogy gydgyszer rezisztencia kialakult volna (Hegedus és mtsai.
2009; Shukla és mtsai. 2009). Tovabbi potencialis célpont lehet a kilénb6zé COX-2
gatlészerek terapias alkalmazasa a rezisztencia leklizdésére, azaltal, hogy képesek a Pgp

expresszio csokkentésére (S. Zhang és mtsai. 2019).

3.4.5 P-glikoprotein és a COX-2 kozotti kapcsolat

A COX-2 /| PGE2 /| PGE receptor jelatviteli utvonal aktivalédasaval fokozédik nem csak az
MDR1, de az MDR kialakulasaban fontos szerepet betdltdé egyéb ABC traszporterek, mint az
MRP1 vagy a BCRP expresszidja is (Liu és mtsai. 2009). Azonban a kulonb6zé NSAID-ok
képesek gatolni a COX-2 enzim mikodését (patel és mtsai. 2002), melynek alkalmazasaval
lehetéségunk nyilhat a transzporter fehérjék expreszidjanak megakadalyozasara, ezzel a
daganatellenes hatdéanyag citotoxikus hatasanak fokozasara, a toxikus mellékhatasok
kialakulasa néelkal.

Els6ként 2002-ben egy amerikai kutatécsoportnak sikerllt direkt kapcsolatot igazolni a COX-
2- és a Pgp aktivitas kozott (patel és mtsai. 2002). Az MDR1 mRNS expresszio ndvekedése a
COX-2 expresszid meértékétdl fuggott. Majd bizonyitottdk aramlasi citométer és Western blot
segitségével, hogy az NS398 COX-2 gatléoszer a COX-2 medialt Pgp expressziot és aktivitast
is csokkentette. Habar az6ta szamos sejtvonalon és tumortipusban igazoltédk az 6sszefliggést,
a COX-2 hatdsmechanizmusa az MDR folyamataban még ma sem teljesen ismert. A COX-2
overexpresszid noveli a Pgp expresszidt kutya atmeneti sejtes karcindmanal (Lee és mtsai.
2007), tovabba kimutattak embereknél emlétumor esetén in vitro és egér modellben is (Chen
és mtsai. 2011; S. Zhang és mtsai. 2019), emberi vastagbél daganat sejteken in vitro és egér
modellben in vivo (Zrieki és mtsai. 2008; Zrieki és mtsai. 2010), emberi gyomor- és majdaganat
sejtvonalon is (Fantappié és mtsai. 2002; Xu és mtsai. 2016).

Mas tanulmanyok néhany esetben kimutattak, hogy a daganatos kutya limfoid szévetekben is
megfigyelheté a fokozott COX-2 expresszid (Asproni és mtsai. 2014; Mohammed és mtsai.
2004), azonban nem vizsgaltdk a szelektiv COX-2 gatlészer alkalmazasat a gyogyszer

rezisztencia lekiizdésének dsszefliggésében.
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4. Célkitiizések

4.1. A limféma célzott kezeléséhez szilkséges prognosztikai faktorok tanulmanyozasa
A limfédma esetében a kezelés megvalasztasat és a prognozist jelentésen befolyasolja az
immunfenotipus, valamint a WHO szerinti szubtipus meghatarozasa is. A kutyaknal a
gyakrabban el6forduléd B-sejtes limfomak jobban reagalnak a kemoterapiara, hosszabb a
mtsai. 1999; Vail és mtsai. 2019; Vajdovich és mtsai. 2018). Mindezek ismeretében célunk
volt, hogy 6sszehasonlitsuk az immunfenotipus meghatarozasara szolgald6 modszereket, igy
az immunhisztokémiai vagy az aramlasi citometriai analizis elényeit és hatranyait.

A terapiat befolyasold tovabbi tényezd a gydégyszerekkel szembeni multidrog rezisztencia
(MDR) kialakulasa, melynek leggyakoribb okozoja a P-glikoprotein (Pgp) megjelenése és
aktivitasanak fokozédasa a tumorsejtekben (Lee és mtsai. 1996; Sokotowska és mtsai. 2015;
Zandvliet 2014). Kutatécsoportunk korabban igazolta, hogy az immunhisztokémiai médszerrel
végzett Pgp szazalékos meghatarozas szintén prognosztikai értékkel birhat a kutya limféma
kezelése soran (Vajdovich és mtsai. 2018). Azonban jelen tanulmanyban arra keressik a
valaszt, hogy a Pgp aktivitas mérése elvégezhet6-e a rutindiagnosztikai modszer részeként a
diagnoézis megallapitasakor aramlasi citométer segitségével. Hosszutavu célunk ezzel a
vizsgalattal az volt, hogy a kezdeti rezisztencia statuszt dssze tudjuk hasonlitani a kutyak
kemoterapias kezelése soran mért Pgp aktivitdssal, melynek valtozasa informaciét adhat a
Pgp szerepérdl a terapia rezisztencia kialakulasaban és ennek fiiggvényében a kezel8szerek

helyes megvalasztasaval kdozelebb kerulink az egyedre szabott gyogyaszat kialakitasahoz.

4.2. Egér és kutya limféma sejtek in vitro gyogyszertesztelésre valé alkalmassaganak
vizsgalata

Nemcsak a spontan fejlédé tumorok, mint példaul a limféma (Bergman és mtsai. 1996; Schleis
és mtsai. 2008), az emlédaganat (Petterino és mtsai. 2006) vagy akar a bér mastocytoma
(Miyoshi és mtsai. 2002) esetében talalunk bizonyitékot a Pgp fokozott expresszidjara, hanem
az az egyes sejtvonalakon is megfigyelhetd. A kdvetkez§ kisérletsorozattal az volt a célunk,
hogy valaszt kapjunk az allatgydgyaszatban hasznalatos terapias szerek hatékonysaga
hogyan valtozik a tumorsejtek felszinén kifejez6dé Pgp hatasara. Ehhez a vizsgalathoz egy
doxorubicin altal kialakitott rezisztens egér leukémia sejtvonalon (Schabel és mtsai. 1983), a
gyogyszerérzékeny parjan és egy diffuz nagy B-sejtes kutya limféma sejtvonalon is teszteljik
a vegyuleteket, valamint az emlitett egér sejteket allograft modellben is vizsgaljuk (Rutgen és
mtsai. 2010).
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4.3. In vitro modellrendszer kidolgozasa a rezisztencia tanulmanyozasara limféma
sejtekkel

A korabbi vizsgalatban szerepl6é rezisztens egér leukémia sejtvonal, melyet folyamatos
gyogyszeres szelekcié eredményeként hoztak létre, in vitro hasznos, azonban a klinikumban
tapasztalt MDR kialakulasanak modellezésére ez a mddszer nem vagy csak nagyon kis
mértékben alkalmas. Ezért célunk volt, hogy a rezisztencia kialakulasara kidolgozzunk egy
olyan in vitro modellrendszert, amelyben a kutya betegeknél alkalmazott terapias protokollhoz

hasonlé moédon alakitjuk ki a gyégyszerérzékeny tumorsejtekbél a rezisztens populaciot.

4.4. Allatgyégyaszatban mar alkalmazott COX-2 és epigenetikai gatlészerek
kombinalasa doxorubicinnal egér és kutya limféoma sejtvonalon a rezisztencia
kialakulasanak megakadalyozasara

A szerzett gyogyszer rezisztencia kialakulasaért a daganatokban nemcsak a mar vizsgalt
efflux transzporter expresszidjanak megvaltozasa lehet felelés, hanem a sejthalal gatlasanak,
a gyogyszer metabolizmusanak megvaltozott miikddése vagy akar epigenetikai valtozasok is
(Shah és Rawal 2019). A kovetkez6 kisérletekben olyan epigenetikai gatloszereket
alkalmaztunk, amelyek az allatgydégyaszatban hasznalatosak és potencidlis kezel6szerei
lehetnek a kutya limfomanak. A doxorubicin mellett kutya multicentrikus limféma kezelésére
alkalmaztak a temozolomidot (Dervisis és mtsai. 2007; Treggiari és mtsai. 2018), amely egy
DNS metil-alkilalo szer, a tumorsejtek apoptozisat idézi el6. A SAHA egy hiszton-deacetilaz
inhibitor, amely a génatirédas folyamatat képes befolyasolni, specidlisan a cutan T-sejtes
limféma kezelésére alkalmazzak human és kutya betegeknél egyarant (Mann és mtsai. 2007).
A harmadik gatlészer szintén egy hiszton-deacetilaz inhibitor, a trihostatin-A (TSA), melyet in
vitro kisérletekben teszteltek kutya limfébma sejteken (Dias és mtsai. 2018). Célunk kozott
szerepelt, hogy megvizsgaljuk az emlitett gatlészerek és a doxorubicin kombinacidjanak a Pgp
aktivitasra kifejtett hatasat.

Azonban a Pgp és a masik két MDR kialakulasaért felelés efflux transzporter (BCRP, MRP1)
aktivitasara bizonyitottan hatassal van a COX-2 fokozott expresszidja is (Liu és mtsai. 2009;
patel és mtsai. 2002), amely szamos daganattipusban megfigyelheté (Doré és mtsai. 2003;
Goldman és mtsai. 1998; Tamura és mtsai. 2015). Mindezek ismeretében valasztottuk tovabbi
kisérleteinkhez a kilonb6zé COX-2 gatlészereket (celecoxib, firocoxib, meloxicam,
mavacoxib), melyekkel az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk képesek-e a doxorubicinnal
egylttesen alkalmazva a terapia rezisztencia kialakulasaért felelés Pgp aktivitasanak

fokozodasat megakadalyozni.
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5. Anyag és modszer

5.1 A limféma célzott kezeléséhez sziikséges prognosztikai faktorok tanulmanyozasa

5.1.1 Az immunfenotipizalasi vizsgalatban szerepl6 allatok

Az immunfenotipus mddszereinek 6sszehasonlitdisahoz a mintagy(jtés az Allatorvosi
Hematoldgiai és Onkolégiai Kézpont (AHOK) allatorvosai segitségével tortént 2014-2020
kozott. A vizsgalatban 35 multicentrikus limfomaval diagnosztizalt kutya vett részt, 17 néstény
és 18 him, atlagéletkoruk 8 (x 2,7) év volt. A kutya fajtakat tekintve keverék (n = 8), golden
retriever (n = 3), magyar vizsla (n = 3), jack russel terrier (n = 2), német juhaszkutya (n = 2),
amerikai staffordshire terrier (n = 2), west highland white terrier (n = 2), labrador retriever (n =
2) volt, de el6fordult welsh corgi, yorkshire terrier, angol cocker spaniel, shar-pei, francia
bulldog, dobermann, bullmasztiff, argentin dog, fox terrier, husky és shi-tzu is a betegek kézott.
A kutyak stadium és alstadium meghatarozasa a WHO altal Iétrehozott rendszer szerint tértént
(Valli és mtsai. 2013). A diagnozist tekintve gyakoribb volt a B-sejtes limféma, igy a diffuz nagy
B-sejtes limféma (DLBCL) 22 esetben volt megfigyelhetd, de el&fordult kis B-sejtes, nagy
sejtes immunoblasztos, T-sejt gazdag B-sejtes limféma is, melyet kildn esettanulmanyban
elemeztink, mig T-sejtes limfémak kdzll 5 esetben volt periférias T-sejtes limfoma egyéb
csoportba nem sorolhatd tipusa (PTCL-NOS), tovabba szerepelt T-sejtes cutan és T-

limfoblasztos limfoma is (1. sz. melléklet).

5.1.1.1 T-sejt gazdag B-sejtes limfémas beteg klinikai anamnézise

Az esettanulmanyban, melyet az eredmények részben részletezink, egy 11 éves néstény,
yorkshire terrier kutya paciens szerepelt. A fizikalis vizsgalattal a bal submandibularis
nyirokcsomé duzzanata, valamint sulyos fogkdvesség volt tapasztalhaté. Hasi ultrahang-
vizsgalat soran a cranialis mesenteriumban voltak detektalhatdéak duzzadt nyirokcsomok. A
diagnosztizalas soran elvégeztik az immunhisztokémiai, aramlasi citometriai és kdrszovettani
vizsgalatokat is. A beteg CHOP kemoterapias protokoll szerinti kezelést kapott, melyet a
kemoterapias kezeléseknél alkalmazott elévigyazatossagok ellenére nem viselt jol. Az elsé
harom kezelés utan tartésabb hanyas, hasmenés és letargia volt jellemzd a gyogyszermentes
id6szakokban, de leukopénia, neutropénia nem volt megfigyelhet. A paciens 3 honap alatt
mindossze 7 kezelésen esett at. A terapia megkezdésétdl szamitott negyedik honapban mar
idegrendszeri tlinetei voltak, az epigastriumban és mesogastriumban duzzadt nyirokcsomaok,

valamint a jejunumban egyenetlenul megvastagodott bélfal volt detektalhaté hasi ultrahang
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vizsgalattal. Az allat nem fogadott el eleséget, letargikus és apatikus volt. A tulajdonosok az

eutanazia mellett dontottek.

5.1.2 Mintavételi eljaras a kutya betegekbdl

Az immunfenotipus vagy a Pgp aktivitas meghatarozashoz a sziikséges tumor mintavétel
torténhet a szdvettani mintavétellel egyidében mitét soran vagy a citologiai mintavételhez
hasonldan tliaspiracidos mintavétellel. A mitét kezdetén a betegeket intravénasan kandulaltuk,
majd fentanyl (0,003-0,005mg/kg) és propofol (5mg/kg) bolussal szedaltuk. A légcsétubus
behelyezését kdvetden, az altatas a tovabbiakban izofluran (1,5-2,5 VIV%), valamint oxigén
gaz keverékeként folyt, a beteget folyamatosan monitoroztuk. Ezt kévetéen a duzzadt
nyirokcsomé felett el6készitettik a bért, melyen metszést kdvetéen Kkipreparaltuk a
nyirokcsomét a kornyez8 szdvetekbdl. A sebet két rétegben zartuk és a beteget ébredésig
megfigyelés alatt tartottuk. A mitétet kdveté masodik héten eltavolitottuk a varratokat. A teljes
nyirokcsomét 10%-os pufferolt formalinba helyeztik és kiilsé laboratériumba kiildtik tovabbi
feldolgozas céljabol.

A vékonyti-aspiracios mintavétel kevésbé invaziv eljaras, a mintavételhez el6készitettik a
mintavételi csdvet, 5 ml-es fecskend6t, valamint egy 18G tit az aramlasi citométer
vizsgalathoz és 22G tit a citolégiai vizsgalathoz. A kivalasztott, duzzadt nyirokcsomét egyik
keziinkben rogzitettik, masik keziinkkel a tlis fecskendét beszurtuk a szovetbe. Ugyanezen
keziinkkel a fecskenddvel vakuumot képeztink, ezt kdvetéen reszel6 mozdulatokkal aspiraltuk
a sejteket. A mozdulatsort elvégeztik két-harom alkalommal és a mintat kiegészitett RPMI
(Life Technologies, Carlsbad, USA) folyadékba helyeztuk, mely tartalmazott 10% fotalis borju
szérumot (FBS), 5 mmol/I glutamint és 50 egység/ml penicillin/sztreptomicin (Lonza) kombinalt
antibiotikumot vagy a citoldgiai vizsgalathoz targylemezre applikaltuk tovabbi feldolgozasig. A
mtéti vagy biopszias mintavételt kdvetéen a tumort kiegészitett RPMI (Life Technologies)
médiumban taroltuk 4°C-on tovabbi feldolgozasig, melyet legkésébb 24 o&ran beldl

megkezdtunk.

5.1.3 Immunhisztokémia

M{téti eltavolitas utan a nyirokcsomét atlagosan 24 éraig 10%-os (v/v) formaldehid oldatban
fixaltuk. A szovettani vizsgalatok a Matrix Korszovettani és Citoldgiai Laboratériumaban,
valamint az Allatorvostudomanyi Egyetem Patolégiai Tanszékének Laboratériumaban
torténtek. Fixalast kovetbéen a szdvetek felszallo alkoholsorban viztelenitésre, majd xilolt
helyettesit6 intermedierbe (Ottix plus, Diapath S.p.A, Martinengo, 1) keriltek. Ezt kdvetéen a
nyirokcsomé részletek blokkban paraffinviaszban keriltek beagyazasra, végil a 3 pm

vastagsagu lemetszett szdvetmintakat targylemezre (Superfrost Ultra Plus, TSLabor,
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Budapest, HU) helyzetik. A mintak deparaffinalasa, majd rehidralasa kdvetkezett. A pontos
diagnézis megallapitasahoz elvégeztik a mintak hematoxilin-eozin, valamint a T és B-
limfocitak festését, melyhez kilénb6z6 poliklonalis ellenanyag KlT-eket hasznaltunk. Az
antigének feltarasahoz héindukalt epitop kinyerési technikat kellett alkalmazni specialis feltaro
oldatban. A vizsgalatunkhoz szikséges CD3 (DAKO Ltd., High Wycombe, UK) feltarasahoz
pH 9 oldatot (Dako Target Retrieval Solution pH9: S2368), mig a CD79a/CD20 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) feltarasahoz pH 6 citratos keveréket alkalmaztunk. Ezt
kovetden a jeldlés a KIT protokoll utasitasai szerint zajlott. A primer antitest megfeleld higitasa
(CD3 esetén 1:100-hoz, CD79a/CD20 esetén 1:200-hoz) utdn a masodlagos antitestek
felvitele tértént, szintén a protokollban leirtak szerint DAB (3,3'-Diaminobenzidine) kromogén
segitségeével. A hattérfestéshez Hematoxylin Gill Il (Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag)
jelolést alkalmaztunk. Pozitiv kontrollként kutya tonsilla-szovet kerult vizsgalatra, a negativ
kontrollhoz a primer ellenagyag felhasznalasa nélkul alkalmaztuk a jeldlési protokollt. A
diagnozis megallapitdsa, amelyhez a hematoxilin-eozin festett, valamint a CD3 és
CD79a/CD20 jeldlt metszeteket egylttesen értékeltik, a WHO kutydkra adaptalt
klassszifikacidja szerint tortént (Valli és mtsai. 2013). Az egyes CD markerek szazalékos
meghatarozasahoz mindkét festés esetében a legnagyobb mértékben expresszalo terlleteket
valasztottuk ki és 5 nagy nagyitasu latotérben, latéterenként 200 sejtet szamoltunk meg
(Canioni és mtsai. 2009; NANETS és ENETS 2011).

5.1.4 Imnmunfenotipus meghatarozas aramlasi citométerrel

A betegtdl nyert tumormintabdl sejtszuszpenziét hoztunk létre. A kutya tumorok esetében
tlaspiracioval (FNA) vagy mutétileg nyert mintakat disszociaciéos médiumot tartalmazé RPMI
oldatba tettik. A disszociaciés médiumban 200 U/ml ll-es tipusu kollagenaz és 0,6 U/ml
diszpaz (Life Technologies) enzimeket oldottunk fel. 30 perces 37°C h6mérsékleten torténé
inkubaciét kovetéen 40 um-es szlirdvel elvalasztottuk a porusméretnél kisebb sejteket a
nagyobb méretil sejtektél, melybdl igy kialakult a sejtszuszpenzid. Ezt kdvetéen Sysmex XT-
2000iv ™ (Sysmex) segitségével meghataroztuk a sejtszamot. Az immunfenotipizalas
elvégzéséhez 10° sejtet hasznaltunk, melyekhez direkt jelolt monoklonalis ellenanyagokat
adtunk a gyarto altal leirt protokoll alapjan 1:10 higitasban. A vizsgalatban hasznalt kétféle CD
marker (CD3 klon CA17.2A12 és CD21 kléon CA2.1D6, Bio-Rad Laboratories, USA) és ezek
izotipus kontrolljainak segitségével kllonitettlik el a B és T sejtpopulacidkat. 30 percig 37°C-
os vizfurdében jeldltik a mintdkat, melyekhez 1ml hideg PBS-t adva ledllitottuk a jeldlést és
300 G centrifugdlast kovetéen 270 yl PBS-ben mértik le a sejteket FACScan (Becton
Dickinson, San Jose, USA) aramlasi citométer segitségével. A dominans sejtpopulaciét

kapuzasi technikaval méret (FSC>400) és granulaltsag (200<SSC<500) szerint valasztottuk
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ki (R1 kapu) (Comazzi és mtsai. 2018; Marconato és mtsai. 2013). A mérés megkezdése elGtt
0,8 ul 7-Amino-aktinomicin D-t (7-AAD, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) festéket
adtunk minden mintahoz, melynek segitségével csak az él6 sejteket elemeztik (R2 kapu). A
mérés befejeztével az R1 és R2 kapu 10 000 darab sejtet tartalmazott. A mérés abban az
esetben tekintheté megbizhatonak, ha a sejtpopulacio legalabb 10-30%-a pozitiv valamelyik
markerre az izotipus kontrollhoz képest (Canioni és mtsai. 2009; Selliah és mtsai. 2019),
esetlinkben 15%-0s minimum értéket hataroztunk meg. A CD3 és CD21 markerek szazalékos
kiértékeléséhez a BD CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, USA) statisztikai programjat

hasznaltuk.

5.1.5 Limféma mintak citolégiai vizsgalata

A tlaspiracios mintavételt kdvetéen a sejteket a targylemezre applikaltuk, majd a két
targylemezt 6sszeillesztettiik és a lemezek dsszenyomasa nélkil gyors és finom mozdulattal
széthuztuk azokat. A citologiai vizsgalathoz alkoholos fixalast alkalmaztunk, majd mindkét
targylemezt gyors festést lehetévé tévé Panoptic készlettel megfestettik (Reagens Kift.,

Budapest).

5.1.6 A Pgp funkcionalis vizsgalatban szerepl6 allatok

Vizsgalatunkban 12 olyan kutya vett részt, akiknél a diagndziskor mért Pgp aktivitast
O0sszehasonlitottuk a kezelés soran kiujuld tumorbdl mért értékkel. A kutyak kozott 4 ndstény
és 8 him szerepelt, az atlagéletkoruk 6,8 (£2,3) év volt, a fajtakat tekintve keverék (n = 3),
magyar vizsla (n = 2), labrador retriever (n = 2), bichon havannese, berni pasztorkutya,
yorkshire terrier, amerikai staffordshire terrier, golden retriever szerepeltek. A vizsgalatban 10
diffiz nagy B-sejtes limféomaval diagnosztizalt beteget kezeltek az AHOK allatorvosai a CHOP
protokoll szerint, 2 beteget, akiknek nagy B-sejtes un. Burkitt-like vagy prekurzor T-sejtes
limfémat diagnosztizaltak, 6ket pedig a Madison-Wisconsin protokoll alapjan kezelték.

2 tovabbi esetnél négy alkalommal is megvaldsult a Pgp aktivitds mérése a diagnozistdl a
terapia végeig.

1. eset: német juhaszkutya, him, 3,5 éves, nagy sejtes immunoblasztos limfomaval
diagnosztizalva, V. stadium (,b” alstadium).

2. eset: cocker spaniel, néstény, 6,5 éves, diagnézis DLBCL, IV. stadium (,a” alstadium).

A kutyak stadium és alstadium meghatarozasa a WHO Aaltal Iétrehozott rendszer szerint tortént
(Valli és mtsai. 2013).

38



5.1.7 A Pgp funckionalis mérése aramlasi citométerrel

Az 5.1.4 pontban leirtak szerint a tumormintabdl sejtszuszpenziot készitettlink, majd a P-
glikoprotein funkciojanak megallapitasahoz calcein mérést hasznaltunk (Homolya és mtsai.
1996). A mddszer lényege, hogy a nem fluoreszcens Calcein AM festék a sejtekbe jutva
intracellularis észteraz enzimek hasitasara erdsen fluoreszkald festékké alakul, melynek
jelintenzitasa mérhetd aramlasi citométer segitségével. Azonban a P-glikoprotein jelenléte
festék jelintenzitasa alacsony lesz. A Pgp gatloszer verapamil hozzaadasaval az intenzitas
jelentésen emelkedik, igy a modszerrel a Pgp funkcidja jol kdvethetd a kiilonb6zd sejtekben.
Ehhez a vizsgalathoz 250 000 darab sejtet 10 mmol/l P-glikoprotein inhibitor, verapamil
hozzaadasaval vagy anélkul jeldltuk meg 0,25 mmol/l Calcein AM (Dojindo Molecular
Technologies) festékkel 37°C hémérsékleten. A 10 perces inkubalast kévetéen a sejteket
jéghideg PBS oldattal mostuk és a calcein akkumulaciét FACScan (Becton Dickinson
Biosciences) aramlasi citométer késziléken meértik. A halott sejteket a 7-AA-D (Life
Technologies) DNS festék pozitivitas alapjan zartuk ki. A Multidrog rezisztencia Aktivitasi
Faktort (MAF) a verapamil jelenlétével (mean fluorescence inhibited [MFI]) és anélkil
(noninhibited [MFNI]) mért hisztogram atlagértékébdl szamitottuk ki a kdvetkezd képlettel:
MAF = (MFI - MENI) / MFI (Holl6 és mtsai. 1994; Karaszi és mtsai. 2001).

5.1.8 A kutya limfoma kemoterapias kezelési protokollja, tobbszori mintavétel idépontjai
A limfémaval diagnosztizalt kutyak leggyakoribb kezelési protokollja a CHOP (ciklofoszfamid
[C], doxorubicin [H], vinkrisztin [V] és prednizolon [P]). A kezel6szereket a kovetkezd
sorrendben alkalmazzak: doxorubicin (Adriamycin injekcio, Pharmacia & Upjohn S.p.A. Co.)
30 mg/m?: 2., 11. és 20. héten; vinkrisztin (Vinkrisztin oldatos injekcid, Gedeon Richter Co.)
0,75 mg/m?: 1., 3-10. és 12—-19. héten; ciklofoszfamid (Endoxan injection, Baxter Co.) 250
mg/m?: 5., 8., 14. és 17. héten; prednizolon (Prednizolon tabletta, Gedeon Richter Co.,): 2
mg/testtémeg kg 1.héten szajon at napi egyszer, 1,5 mg/testtdbmeg kg 2. héten napi egyszer,
1 mg/testtdmeg kg napi egyszer és 0,5 mg/testtdmeg kg a 4. héten szintén napi egyszer. A
kezelést megel6zden tliaspiracioval vagy mditétieg nyert mintabdl meghataroztuk a MAF
értéket (MAF 1), majd a kezelés soran Ujra mértik altaldban a tumor megnagyobbodasa,
recidiva idején (MAF 2).

5.1.9 Statisztikai vizsgalat
Az immunfenotipus meghatarozasara hasznalt két médszer (IHK, FC) koézotti kapcsolatot
Pearson-féle korrelacids analizissel hasonlitottuk 6ssze (Microsoft Excel 2019, Microsoft,

Washington, USA). A szignifikancia szintet p<0,05 értékben hataroztuk meg.
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5.2 In vitro vizsgalatok a rezisztencia tanulmanyozasara

5.2.1 Vegyiiletek
A doxorubicint (DOX), celecoxibot (CEL) és firocoxibot (FIR) a Sigma-Aldrich-t6l, a
meloxicamot (MEL) a Ceva-t6l, a mavacoxibot (MAV) pedig a Zoetis-t6l szereztiik be. A SAHA-

t és a trichostatin-A-t (TSA) a Tocris Bioscience-tél vasaroltuk.

5.2.2 Limféma sejtvonal panel

A P388 egér B-limfoblasztos leukémia sejtvonalat és az abbdl Iétrehozott doxorubicin
rezisztens P388/ADR sejteket a National Cancer Institute Developmental Therapeutics
Program (NCI DTP) sejtvonal gyUjteményébdl kaptuk. A P388/ADR egér leukémia vonalat 800
nmol/l doxorubicin mellett tenyésztettik, hogy fenntartsuk a magas P-glikoprotein expressziot.
A CLBL-1 kutya diffuz nagy B-sejtes limféma usz6 sejtvonalat, melyet egy 8 éves IV. stadiumu
multicentrikus limfémaval diagnosztizalt him berni pasztorkutyabdl alapitottak, Dr. Barbara
Rutgen-t6l kaptuk (Ritgen és mtsai. 2010). A sejtvonalakat RPMI tapoldatban (Life
Technologies) tenyésztettiink, amit 10% fotalis borju szérummal (FBS), 5 mmol/l glutaminnal
és 50 egység/ml penicillin/sztreptomicin (Lonza) kombinalt antibiotikummal egészitettlink ki. A

sejtvonalakat 37°C-os hémérsékleten tartottuk 5% CO.-ot tartalmazé inkubatorban.

5.2.3 Egér allograft modell

Az allatkisérleteket az Orszagos Onkolégiai Intézet Kisérletes Farmakoldgiai Osztalyanak
allathazaban végeztik a szikséges engedélyek (22.1/2291/3/2010) és az Eurdpai Unid
allatkisérletes el6irasainak betartasaval.

A P388 és P388/ADR egér leukémia sejteket hasznaltuk fel aszcitesz tumorok képzésére
BDF1 (Orszagos Onkoldgiai Intézet) egerekben, melynek soran 10° darab sejtet injektaltunk
intraperitonedlisan 6-8 hetes allatok hasuregébe. 48 ora elteltével fiziologias sooldatot,
doxorubicint (3 mg/kg) vagy PLDt (pegilalt liposzomalis doxorubicint) (3 vagy 5 mg/kg) adtunk
intraperitonealisan. A kezelést kdvetéen az egerek testtdomegét hetente 3 alkalommal mértik,
valamint naponta ellendriztik az allatok allapotat (stressz, diszkomfort, fajdalom) a Test
Kondicié Pontozas (Body Condition Scoring, BCS) mdodszerrel, amely segit meghatarozni az
eutanazia idépontjat és csdkkenti az egereknek okozott tartds fajdalmak idétartamat (Ullman-
Culleré és Foltz 1999).
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5.2.4 Citotoxicitasi vizsgalatok

A kezelbszerek ICso értékét meghataroztuk minden kisérlet el6tt, tovabba a doxorubicin
érzékenységet a kisérletek végén is. A sejtek viabilitasat PrestoBlue® reagenssel (Life
Technologies) mértik a gyarté altal megadott protokoll szerint. Rdviden, a sejteket 96-lyuku
mikrolemezekre Ultettik ki Usz6 sejteket alkalmazva P388 esetén 5000 sejt/lyuk, CLBL-1
kisérletnél 150 000 sejt/lyuk denzitassal. A sejtszamokat TC-10-es automata sejtszamold
készllékkel (Bio-Rad) hataroztuk meg. Ezt kdvetéen a sejteket a megadott vegyuletekkel
kezeltuk 120 6ran at. Az inkubécios id6 leteltével a sejtekhez 5%-o0s PrestoBlue® oldatot
adtunk, majd a viabilitast spektrofotometrias médszerrel mértiik EnSpire mikrolemez olvaséval
(Perkin Elmer). A viabilitasi gorbék szamitasait GraphPad Prism 8. szoftverrel végeztiik
minimum harom parhuzamos mérés eredményébdl a szigmoidalis dozis-valasz modellt

alkalmazva. Az I1Cso értékeket gorbe illesztés statisztikai elemzéssel nyertik.

5.2.5 In vitro modelirendszer limféma sejtvonalakon

Minden hosszutavu kezelés inditasat megelézte egy citotoxicitasi vizsgalat, melynek soran
meghataroztuk az adott kezel6szerek kisérlethez sziikséges koncentracidjat. A legtdbb
esetben a sejtek 20%-at elpusztitd koncentraciot alkalmaztuk (ICso). Doxorubicin esetében
azonban ICip koncentraciot alkalmaztunk, vagyis a sejtek 90%-at elpusztitotta az adott
kezelés, mig a firocoxibot a celecoxib 1Cgp koncentracidjaban hasznaltuk. Ezek alapjan a P388
sejteket (10° darab) 13 nmol/l doxorubicinnel kezeltik 120 o6ran at T75 szuszpenzids
flaskaban. Kombinalt kezelés esetén a doxorubicint kiegészitettiik celecoxibbal (16 pmol/l),
firocoxibbal (16 pumol/l), trichostatin-A-val (30 nmol/l) vagy SAHA-val (0,4 pmol/l). Kezelést
kovetben a sejteket kezel6szer mentes tapoldatban tenyésztettik, melyet 5 naponta
cseréltiink addig, amig a tuléld sejtek elérték a kezdeti denzitast 10%/18 ml (repopulacids id6).
A kezeléseket tobbszor ismételtiik, minden harmadik alkalmaval mértik a MAF értéket calcein
modszer segitségével, valamint a kemoterapias szerre vald érzékenységet citotoxicitasi
vizsgalattal meghataroztuk.

A CLBL-1 kutya sejteken is ezt a kisérleti elrendezést alkalmaztuk, de a kezdeti sejtszam
ebben az esetben 10’ darab sejt volt. A kezelés a kdvetkezd szerekkel tortént: DOX (0,3
nmol/l), trichostatin-A (50 nmol/l), SAHA (0,7 umol/l), celecoxib (26 pmol/l), firocoxib (26

pumol/l), meloxicam (20 ymol/l) és mavacoxib (40 pmol/l).

5.2.6 RNS izolalas, rtPCR
P388 sejteket homogenizaltuk TRIzol™ reagensben (Life Technologies) majd a Direct-zol®
MiniPrep kittel (Zymo Research) izolaltunk RNS-t a gyartdé altal megadott médon. Annak

érdekében, hogy elkertljik a szennyez&dést az izolalas soran a szeparalé oszlopon Dnaz |
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kezelést alkalmaztunk. 300 ng RNS-t irtunk at cDNS-sé a Promega Reverz Transcription
System segitségével. A Real-Time PCR vizsgalatokhoz endogén kontrollként az elére gyartott
egér Béta-Aktin (AktR) probat (Life Technologies) hasznaltuk, mig az egér Abcb1a és Abcb1b
gének expresszidjat a megfeleld TagMan® primerekkel kvantifikaltuk StepOne™ Real-Time
PCR késziléken (Life Technologies). Az mRNS expresszié valtozasat pedig a 2*AACt
modszerrel hataroztuk meg. A relativ mRNS szint valtozasokat 3 fliggetlen kisérlet atlagaként

abrazoltuk £ S.E.M. (standard error of mean).

5.2.7. Aramlasi citométer
Az 5.1.7 pontban leirt calcein médszer elvégzéséhez 750 000 darab P388 vagy CLBL-1 sejtet
hasznaltunk fel. A MAF kiszamitasat kdvetéen a rezisztencia hatarértéket 0,2-ben allapitottuk

meg.

5.2.8 Szinergia vizsgalat

Az Usz0 sejteket (2500 darab P388/lyuk és 100 000 darab CLBL-1/lyuk) 384 lyuku lemezre
Ultettik ki. A kezelbszerek kombinacidjat egy Hamilton StarLet automata folyadékkezel6
pipettazo robot segitségével adtuk a sejtekhez. Az inkubalasi id6é 120 6ra volt 37°C-on 5% CO-
kérnyezetben. Glso (Growth Inhibition/névekedés gatlas) értékeket PrestoBlue® reagens
segitségével (Life Technologies) hataroztuk meg és EnSpire mikrolemez olvasoéval (Perkin
Elmer) mértik le az Anyag és moédszer 5.2.4 pontban leirt mddszerrel. Az 1. kezel6szer Glso
értékeit parositottuk ugy, hogy a 2. kezel6szer Glso értékét fixen tartottuk és forditva, majd Glso
izobolokként abrazoltuk. Abban az esetben, ha az egyik kezel6szer nem volt toxikus a sejtekre,
oszlopdiagram abrazolasi moédot valasztottunk. A vizsgalat minden adatpontjanak
szignifikanciajat kiszamitottuk kombinacios indexként (Cl) (Chou 2006). A gyogyszer-
kombinacidékat a kovetkez6kben hataroztuk meg: szinergizmus (ClI < 0,7), mérsékelt
szinergizmus (0,7 <CI £ 0,85), additiv (0,85 <CI < 1,2), mérsékelt antagonizmus (1,2 <CI <

1,45) és az antagonizmus (CI> 1,45).

5.2.9 Adatelemzés

A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 8. szoftvert hasznaltuk, melyekkel a
citotoxicitasi vizsgalatok nodvekedési gorbéjét és a Kaplan-Meier tulélési gdrbéket is
abrazoltuk. Az egyes kezelési csoportok és MAF értékek kozotti vizsgalathoz egy vagy kétutas

ANOVA modellt hasznaltunk Tukey teszttel. A szignifikancia szintet p<0,05 hataroztuk meg.
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6. Eredmények
6.1 A limféma célzott kezeléséhez sziikséges prognosztikai faktorok tanulmanyozasa

6.1.1 B- és T-sejtes limfoma immunfenotipus meghatarozasa

Elsé vizsgalatunkban az allatorvosi gyakorlatban elterjedt immunhisztokémiai (IHK) modszer
elvégzésével vizsgaltuk egy tipikus B- és egy tipikus T-sejtes limfoma hematoxilin-eozin
festédését, valamint a CD20 és CD3 markert expresszalé mintazatat (6. abra). Az els6 esetben
diffuz nagy B-sejtes limfoma lathato, 90% CD20 pozitiv és 1% CD3 pozitiv sejtekkel (6. abra
a). A masodik esetben periférias T-sejtes limfébma egyéb csoportba nem sorolhaté tipusa
lathatd, melyben a CD3 pozitiv sejtek aranya 57% volt, mig a CD20 festédési sejtek aranya

16% volt (6. abra b).

a. IHK H&E IHK CD20
%{rﬁg‘*ﬁwﬁi‘“ —

6. abra: A kutyaknal el6forduld limféma két leggyakoribb szubtipusanak diagnosztizalasa
immunhisztokémiai (IHK) modszerrel. A tipikus B-sejtes (a), valamint T-sejtes (b) limfoma hematoxilin
eozin festédése és a CD20, CD3 markerek expresszios mintazata lathatd. A B-sejtes limféma
esetében 90% CD20 és 1% CD3 pozitivitas volt tapasztalhatd, mig a T-sejtes esetnél 16%-ban lattunk
CD20 pozitiv és 57%-ban CD3 pozitiv sejteket 40-szeres nagyitasnal.

A tumormintakbol FC és citologiai vizsgalat segitségével is meghataroztuk az
immunfenotipust. A B-sejtes limfoma esetében az FC-vel 93% CD20 pozitiv sejtet detektaltunk
és 1% CD3 pozitiv sejtet (7. abra a). A citologiai mintdban szamos kdézepesen nagy limfoid sejt
jelent meg, melyek mérete a vorosvérsejtek 1,5-1,7-szerese volt. A citoplazmak alig fest6déek

voltak, kifejezetten halvany bazofilokkal. A magok nagyok, kerekek, magbehuzédasokat
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tdbbnyire nem tartalmaztak. A mitotikus alakok aranya 0,5/10 volt 1000-szeres latotérben
(piros nyil) (7. abra b). Az elsé mintanal sikerilt igazolni aramlasi citométer és citologiai
vizsgalat segitségével a diffuz nagy B-sejtes limféma diagnézisat. A masodik esetben az FC
59% CD3 pozitiv sejtet és 2% CD21 pozitiv sejtet detektalt, ami a T-sejtes limfémara engedett
kovetkeztetni (7. abra c). A vizsgalatot kiegészitve a citoldgiai mintaban szamos nagy, kerek,
sejt jelent meg kb. 50%-ban kis limfocitak, immunocitak, plazmasejtek (piros nyil) a néhany
kis, a vOrosvérsejtek atméréjének az 1-1,5-szeresének megfelelé magvu, rovid nyulvanyt
mutato citoplazmaval rendelkezd T-limfoid sejt mellett. A nagy sejtek a vorosvérsejtek 2-2,5-
szerese, melyek alakja kissé egyenetlen volt, limfoid sejtek voltak. A magok egyenetlenek,
durvan szemcsézettek voltak, mig magvacskak nem voltak lathatok. A mitotikus alakok aranya
pedig 2/10 volt 1000-szeres latétérben (7. abra d). Az FC eredményét és citologiai képet

Osszevetve sikerult igazolni a T-sejtes limfomat.
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7. abra: A kutyaknal el6fordulé limféma két leggyakoribb szubtipusanak diagnosztizalasa aramlasi
citométerrel (FC) és citoldgiai analizissel. A tipikus B-sejtes limfoma esetében FC méréssel 93%
CD21 pozitiv és csupan 0,8% CD3 pozitiv sejtet detektaltunk az izotipus kontrollhoz viszonyitva (a),
mig a citoldgiai elemzéssel szamos kdzepesen nagy limfoid sejt volt lathatd, melyek mérete a
vorosvérsejtek 1,5-1,7-szerese volt. A mitotikus alakok aranya 0,5/10 volt 1000-szeres latétérben
(piros nyil) (b). A T-sejtes limfoma esetében a CD21-CD3 aranya 2% és 59% volt FC vizsgalattal (c),
mig a citoldgiai képen szamos nagy, kerek sejt jelent meg kb. 50%-ban kis limfocitédk, immunocitak,
plazmasejtek (piros nyil) a vorosvérsejtek atmérdjének az 1-1,5-szeresének megfeleld magvu, rovid
nyulvanyt mutaté citoplazmaval rendelkezé T-limfoid sejt mellett. A mitotikus alakok aranya itt 2/10 volt

1000-szeres latétérben (d).
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A két modszer eredményeit 6sszehasonlitottuk 35 limfémas kutya mintajanal, a vizsgalatban

26 B- és 9 T-sejtes limfoma szerepelt (2. tablazat).

2. tablazat: Az immunhisztokémiai médszerrel (IHK) és aramlasi citométerrel (FC) meghatarozott
immunfenotipus eredményei. 35 limfdmas kutya mintajanal a vizsgalatban 26 B- és 9 T-sejtes limfoma
szerepelt. DLBCL: diffuz nagy B-sejtes limféma; PTCL-NOS: periférias T-sejtes limféma egyéb

csoportba nem sorolhat6 tipusa.

CD3 CD79a

Sorszam szovettan IHK  /CD20 IHK CD3FC CD21FC
1 DLBCL 22 52 1 17
2 DLBCL 10 96 1 4
3 DLBCL 2 92 13 2
4 DLBCL 3 86 1 87
5 DLBCL 11 96 0 61
6 DLBCL 2 94 0 98
7 DLBCL 17 56 2 21
8 DLBCL 6 90 4 41
9 DLBCL 1 80 1 60
10 DLBCL 3 85 2 80
11 DLBCL 7 82 3 61
12 DLBCL 9 79 1 17
13 DLBCL 4 73 0 80
14 DLBCL 5 65 1 69
15 DLBCL 15 58 6 24
16 DLBCL 7 52 6 40
17 DLBCL 12 82 3 82
18 DLBCL 1 55 3 12
19 DLBCL 8 85 1 35
20 DLBCL 3 90 1 93
21 DLBCL 3 41 1 24
22 DLBCL 2 87 4 52
23 Follikularis limféma 16 81 0 46
24 kis B-sejtes 21 93 0 30
25 nagy sejtes immunoblasztos 5 89 2 60
26 PTCL-NOS 97 2 65 1
27 PTCL-NOS 96 5 97 1
28 PTCL-NOS 89 11 28 0
29 PTCL-NOS 57 16 59 2
30 PTCL-NOS/T-z6na limféma 85 47 11 6
31 PTCL-NOS/T-z6na limféma 98 16 40 4
32 T sejt gazdag B sejtes limféma 27 43 14 62
33 T zéna limféma 42 2 61 8
34 T-limfoblasztos limféma 89 2 91 0
35 T-sejtes cutan limféma 96 8 69 0

Az aramlasi citométerrel és az immunhisztokémiai analizissel meghatarozott B- és T-sejt

markerek szazalékos aranya kdzott erds szignifikans korrelaciot tapasztaltunk mindkét marker
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esetén (Rcp21=0,6560 (p=0,00002), Rcp3z=0,8334 (p<0,00001). Az FC mérés soran 15%-ban

hataroztuk meg a markerek pozitivitasanak minimalis értékét, ez 4 esetet kivéve megvalosult.
6.1.2 T-sejt gazdag B-sejtes limféma esettanulmany

Patologiai jellemzdk

Makroszkdposan a nyirokcsomok tomoétt tapintatiak voltak, az egyéb limfémas nyirokcsomoék
kifejezetten puha tapintatahoz képest. A korszovettani diagndzis alapja volt a valtozatos
megjelenés. A tébbi limfobmaval szemben kifejezetten inhomogén sejtpopulacié volt
megfigyelhetd. A B-sejtek bizonyos régidokban prominensek voltak. Markans anizocitozis
jellemezte, magjuk heterokromatikus, nagymeéretli volt, a vorosveértestek atmérdjének akar
harom-6tszdrése is lehetett. A nagyobb sejtek akar ketté vagy tobb sejtmagot is tartalmaztak.
A B-sejtek kozott kdzepes szdmban makrofagok és bizonyos teriletenként kifejezetten
nagyszamu T-sejt foglalt helyet. Ezen felul mérsékelt szklerdzis, vagyis sejtszegény
kotészoveti burjanzas és nekrotikus régiok is lathatéak voltak. A nagyméreti B sejtek CD20
festéssel jol elkilonithetéek voltak, er6s membran pozitivitast mutattak. A kisméretl T sejtek
a CD3 markert szintén egyértelmlen expresszaltak a citoplazmaban, a B sejtek kdzott
diffuizan, nagy szamban voltak jelen (8. abra). Az IHK vizsgalat eredménye T-sejt gazdag B-

sejtes limféma volt.
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8. abra: T-sejt gazdag B-sejtes limféma esetbemutatasanak immunhisztokémiai vizsgalati eredménye
lathatd hematoxilin-eozin fetéssel (H&E), valamint a 43% CD20 pozitiv és 27% CD3 pozitiv sejtek

expresszidjanak mintazata.

Aramlasi citometria analizis

Az el6zb vizsgalatban bemutatott eset immunfenotipusat aramlasi citométer segitségével is
meghataroztuk, melyben az 5.1.4 pontban leirt médszert alkalmaztuk. Az R1 kapu FSC>400
szerint, melyet mas tanulmany alapjan hataroztunk meg (Marconato és mtsai. 2013), az adott
betegnél B-sejtes limfobma gyanuja allt fenn, mivel a CD21 pozitiv sejtek aranya 62% volt,
szemben a CD3 markerrel, amire a sejtek csupan 14%-a volt pozitiv (9. abra). Azonban a dot
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ploton latszott, hogy a limfocitdk mar FSC>300 esetében elkilonultek a tobbi sejttdl, igy
ezeknek a sejteknek is megvizsgaltuk az expresszidjat. Abban az esetben, ha ezeket a kisebb
méretl sejteket is beleszamitottuk az R1 kapuba, akkor a CD3 és 21 markerek szazalékos
megoszlasa 47:33-ra valtozott (10.abra). Tehat a kis limfocitak jelentés része a T-sejt markerre

mutatott pozitivitast, igy feltételezhetd volt egy jelent8s kis limfocitas T-sejtes infiltracio.
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9. dbra: R1 kapuzas, FSC>400 esetén a CD21 pozitiv sejtek aranya 61,87%, mig a CD3 pozitiv sejtek
aranya 14,43%.
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10. abra: El6z6 mérés R1 kapuzasat médositva, FSC>300 esetén a CD21 pozitiv sejtek aranya

csupéan 32,88%, mig a CD3 pozitiv sejtek aranya 46,99%.

Citoldgiai vizsgalat

Az all alatti tajékon inkabb T-sejtes (prekurzor T-sejtes) limfoma, de a hasi nyirokcsoméban
inkabb diffiz nagy B-sejtes limféma volt gyanithato. Osszességében B-sejtes limféma alapos
gyanuja allt fenn, amely centroblasztos tipusu és nagy mitotikus aranyu. A kenetben lathato
volt szamos nagy, kerek sejt, kb. 70%-ban kdézépnagy (a vorosvérsejtekek atmérdjének az 2-
2,5-szeresének megfelel6 magvu) és kb. 30%-ban nagy T-limfocitdk/limfoblasztok (a

vorosveérsejtekek atmérdjének a 2-3-szorosanak megfeleld magvu). A nagy sejtek alakja kissé
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egyenetlen volt, mig a citoplazmak halvanyan granulaltak, alig festédtek, kézepesen szélesek
voltak. A magok tdbbnyire egyenetlenek és durvan szemecskézettek voltak. Magvacskak nem
voltak lathaték. A mitotikus alakok aranya pedig 1,5/10 volt. Ugyanakkor egy-két kis limfocita
is megjelent, valamint a kdzépnagy sejtek kdzott magbehuzodast mutatd, kerek sejtet is
lattunk, melyek citoplazmaja kdzepesen széles, bazofil és halvany Golgi-zona is lathato volt a
megbehluzédas mellett, melyek a B-limfocitakra/limfoblasztokra utaltak. Elnyult maganyag is
lathaté volt fonal formajaban néhany helyen (alul és felll), amely a kenetkészités soran alakult
ki (11. abra).

11. abra: A T-sejt gazdag B-sejtes limfoma citolégiai vizsgalatanak eredménye. A kenetben szamos
nagy, kerek, sejt lathaté kb. 70%-ban kézépnagy és kb. 30%-ban nagy limfocitak. A nagy sejtek alakja
kissé egyenetlen. A citoplazmak halvanyan granulaltak, alig festédnek, kdzepesen szélesek. A magok

egyenetlenek, durvan szemecskézettek, mig magvacskak nem lathatok. A mitotikus alakok aranya

1,5/10 (fekete nyil T-limfocita/limfoblaszt). Egy-két kis limfocita is megjelenik, valamint a k6zépnagy

sejtek k6zo6tt magbehizodast mutatd, kerek sejt is lathatd. Ezek citoplazmaja kézepesen széles,
bazofil és halvany Golgi-zéna is lathaté a megbehuzddas mellett (fekete keretes nyil B-

limfocita/limfoblaszt) 1000-szeres latétérben.

Az FC analizis és a citologiai vizsgalat is igazolta, hogy a B-sejtes limfomaban jelentés
mennyiségl T-sejt volt megfigyelhet, amely megegyezett az IHK mddszer eredményével.

6.1.3 Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor (MAF) novekedésének detektalasa kutya
limféma kemoterapias kezelés hatasara

A kovetkez6 vizsgalatban a limfoma Ujabb prognosztikai faktorat vizsgalva, 12 kutyanal
tapasztaltuk, hogy a Pgp aktivitas jelentésen fokozédott a kemoterapias kezelés hatasara (12.
abra). 3 esetben a MAF mar a diagndziskor is emelkedett értéket mutatott (atlag 0,33 + 0,03),

de a kemoterapias kezelés hatasara ezek az értékek még tovabb ndvekedtek (atlag 0,47 +
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0,1). A masik 9 kutyanal a diagndziskor megallapitott atlag 0,08 (+ 0,07) MAF érték a terapia
hatasara elérte az atlag 0,38 (+ 0,13) értéket. Osszességében a kezdeti MAF értékek
szignifikdnsan (p=0,00006) alacsonyabbak voltak, mint a terapia soran mért értékek. A
betegek atlagos tulélési ideje 396 (x179) nap volt, amely 06sszhangban volt mas
tanulmanyokban leirt adatokkal (Withrow és mtsai. 2012; Zandvliet 2014). Azonban a recidiva
megjelenésétdl, vagyis a MAF 2 idépontjatél szamitott periddus csupan atlag 120 (£104) nap

volt.

MAF utokovetés

1.0

m MAF1
0.8 MAF 2
0.6

MAF

10 11 12

12. abra: A multidrog rezisztencia aktivitasi faktor (MAF) valtozasanak bemutatasa. 12 limfémaval
diagnosztizalt kutya kemoterapias kezelés el6tti (MAF 1 - kék) és a tumor kidjulasakor (MAF 2 -
narancssarga) mért Pgp medialt rezisztencia értékei lathatéak. A kezelés hatasara minden esetben

jelentésen fokozddott a Pgp aktivitas.

6.1.4 Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor (MAF) valtozasanak utokovetése a terapia
végeéig 2 kutya eset bemutatasan keresztiil

Azt kdvetben, hogy 12 betegnél két mintavételi idépontban 6sszehasonlitottuk a Pgp aktivitas
meértékét és megallapitottuk annak novekedését a kemoterapia hatasara, két tovabbi betegnél
négy mintavételi idépont alapjan még tdbb informaciot szereztink a terapia rezisztencia
kialakulasarol. A vizsgalatbdl kiderdlt, hogy a diagndéziskor megallapitott immunfenotipus
valtozatlan maradt a CHOP kezelés ideje alatt (CD3-, CD5-, CD11/18-, CD14-, CD21+, CD34-
, CD45+, MHCII+) (13, 14. 4bra). Ezzel ellentétben a MAF valtozasa folyamatos volt a kezelés
hatdsara. Az els6 betegnél diagnéziskor a Pgp aktivitas hianyat tapasztaltuk (MAF=0,01) a
tumorsejtekben. A CHOP protokoll megkezdésével azonban emelkedett a MAF érték, amely
93 nap utan mar fokozott Pgp aktivitasra utalt (MAF=0,24) és tovabbi 91 napos kezelést

kévetden az ismételt Pgp karakterizalasnal elérte a 0,56 értéket (13. abra). Az utolsé
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mintavétel idépontjaban a jobb poplitalis nyirokcsomd mérete 400 cm? volt, a bal poplitalis és

az allkapocs alatti 50 cm?3volt.

MAF: 0.56

W
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calcein fluorescence calcein fluorescence calcein fluorescence Dox calcein fluorescence

13. abra: MDR kialakulasanak kinetikaja. A P-glikoprotein funkcié valtozasanak kévetése lathatd egy
B-sejtes limfémaval diagnosztizalt kutya kemoterapias kezelése (piros nyil) soran. Az aramlasi
citométer hisztogramok jelzik a calcein fluoreszcenciajanak mértékét a Pgp gatlészer verapamil

jelenlétében (kék) és hianyaban (piros). A két hisztogram kilénbségébdl szarmaztatott MAF értek,
amely a Pgp aktivitasra utal, folyamatosan fokozdédott a kezelések hatasara. Az immunfenotipus nem

valtozott a kezel6szerek alkalmazasaval (az utolsé mérés adatait jeloltik).

A masodik esetben a Pgp aktivitas mar a diagndziskor kimutathato volt (MAF=0,35), melynek
oka a prednizolon el6kezelés lehetett (Zandvliet 2014), majd 7 kezeléssel késébb mar 0,52-re
emelkedett. A 136. naptdl a tulajdonos anyagi problémai miatt a terapiat 33 napra ideiglenesen
fel kellett figgeszteni, ezt az idészakot ,drug holiday-nek” vagy gyogyszersziinetnek neveztik.
A nem tervezett gyogyszerszinet szignifikans csokkenést eredményezett a Pgp aktivitasban,
a MAF lecsokkent 0,22-re. Azonban két tovabbi kezelés hatasara, a terapia végére a
tumorsejtek visszanyerték fokozott Pgp aktivitasukat (MAF=0,31) (14. abra) és a nyirokcsomok
mérete is ndvekedett a kezelés ellenére, a jobb all alattiak nagyok, a jobb poplitalis
nyirokcsomé 250 cm?® tomott volt, mig a bal poplitalis enyhén megnagyobbodott 50 cm? volt.

Az immunfenotipus ebben az esetben sem valtozott a terapia ideje alatt.

el

136 nap
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14. abra: Gyogyszerszinet reverzibilis hatdsa a P-glikoprotein aktivitasra. A Pgp funkci6 valtozasanak
végig kovetése lathaté egy diffuz nagy B-sejtes limfomaval diagnosztizalt kutya kemoterapias
kezelése (piros nyil) soran a calcein modszer segitségével. A sejtek calcein felvételét verapamil nélkiil
(piros) és jelenlétében (kék) vizsgaltuk, melybdl lathatd, hogy a kezelés hatasara fokozodd Pgp
aktivitas egy 33 napos nem tervezett gydgyszersziinet kovetkeztében lecsdkkent. A vizsgalatok soran

az immunfenotipus nem valtozott (az utols6 mérés adatait jeldltik).
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6.2 Egér és kutya limfoma sejtek in vitro gyoégyszertesztelésre valé alkalmassaganak

vizsgalata

6.2.1 Pgp szerepének in vitro és in vivo vizsgalata P388 egér limfoblasztos leukémia
sejtekkel

A Pgp szerepének in vitro vizsgalatsorozata kovetkezett, ahol elséként a P388
gyogyszerérzékeny és doxorubicin altal kialakitott rezisztens egér sejtvonalakon mértiik a Pgp
aktivitasat. A kezeletlen sejtvonal esetén 0,09 volt a MAF, vagyis a tumorsejtekben nem volt
megfigyelhet6 Pgp aktivitas, szemben a rezisztens P388/ADR sejtekkel, ahol a MAF érték 0,97
volt (15. abra a). Az aramlasi citométer segitségével bizonyitottuk, hogy ez a sejtvonalpar
alkalmas a Pgp hatasanak vizsgalatara a kezelések soran. Citotoxicitasi modszerben is
kimutathat6 volt a kilénbség, mely a P388 és a P388/ADR doxorubicin érzékenysége kozott
13 600-szoros volt (15. abra b). A P388/ADR sejteken a doxorubicin kezelés mellé Pgp
gatlészert, tariquidart adtunk, igy a DOX érzékenység kozelitett a P388 érzékeny sejteken
mért értékhez és a klldnbség 4,6-szeresre csdkkent. Ezzel a mddszerrel igazoltuk, hogy a
P388/ADR sejtek Pgp medialt rezisztens tumorsejtek, melyekben a Pgp, gatlészer hianyaban,
felismeri és kipumpalja a DOX-t. Emellett megvizsgaltuk a doxorubicin egy specialis valtozatat,
a pegilalt liposzomalis doxorubicint (PLD) is, melyet azért fejlesztettek ki, hogy lekuzdjék a
DOX okozta olyan mellékhatasokat, mint a kardiotoxicitas és a mieloszupresszié (Barenholz
2012). A PLD hatékonysagat szamos xeno-, és allograft modellen igazoltak leukémia és
limfébma esetében is (Cabanes és mtsai. 1998; Working és Dayan 1996). A PLD-t szintén
teszteltik gyogyszerérzékeny és rezisztens egér sejtvonalakon in vitro, majd in vivo is, hogy
meghatarozzuk a Pgp pozitiv és negativ tumorsejtek hogyan befolyasoljak a hatasat.
Hasonléan a doxorubicinhez, a PLD esetében is medgfigyeltik a rezisztencia okozta
kilonbséget a P388 és P388/ADR sejtek kdzott, amely 13 587-szeres volt. Azonban a PLD

mellett a tariquidar alkalmazasaval ez a kiuloénbség lecsdkkent 3,14-szeresre (15. abra c).
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15. abra: A P-glikoprotein szerepének bemutatasa egér sejtekkel in vitro és in vivo rendszerben. A
gyogyszerérzékeny P388 és rezisztens P388/ADR egér sejtek kozotti kilbnbség meghatarozasa
aramlasi citométerrel (a). A rezisztens sejteknél fokozott Pgp aktivitas kdvetkeztében a calcein
fluoreszcens festék jelentds intenzitas csokkenése lathaté verapamil hianyaban (piros), szemben a
gatloszerrel mérve (kék). A citotoxicitasi vizsgalatokban meghatarozott doxorubicin (b) és pegilalt
liposzomalis doxorubicin (PLD) (c) koncentracié tekintetében is 1ényeges kiulénbség fedezhetd fel, az
arra érzékeny (narancssarga vonal) és rezisztens (kék vonal) sejtek tulélésében. A Pgp specifikus
gatlészert (tariquidar [TQ]) (2 ymol/ml) alkalmazva a rezisztens sejtek érzékennyé valnak a
kezelGszerekre (z6ld). A tablazatban feltlintettlk a citotoxicitasi gorbékbél szamolt ICso értékeket (a
sejtek 50%-at elpusztitdé koncentracid), tovabba a rezisztens és szenzitiv sejteken mért ICso értékek
hanyadosat (Rez. ardnya). A terapia érzékeny vagy rezisztens sejtek okozta kilénbség megfigyelhett
az allograft modellben mért egerek tulélési idejében is (d). A P388 és drog rezisztens P388/ADR
sejteket hordozé allatok kezelési csoportjai: fizioldgias sdoldat (saline, zold és rézsaszin), 3mg/kg
doxorubicin (piros és kék) vagy PLD (narancs és fekete), illetve 5 mg/kg PLD (szaggatott narancs és
fekete). A kezelés id6pontjat a fekete pontozott vonal jelzi. (Firedi és mtsai., Journal of Controlled
Release, 2017)

A PLD vizsgalatat egér allograft modellben is elvégeztiuk. A limféma és a rezisztencia in vivo
tanulmanyozasara BDF1 egértorzset valasztottunk, melyeknél intraperitonedlis aszcitesz
tumorokat alakitottunk ki P388 vagy P388/ADR sejtekkel (Flredi és mtsai. 2015; Talmadge és
mtsai. 2007). Az egér allograft modellben a PLD magasabb doézisban is adhaté volt, mert ez a
kezelb6szer kevesebb mellékhatast okoz, szemben a doxorubicinnal, igy 3 és 5 mg/kg dozist is

alkalmaztunk. A gyégyszer-érzékeny P388 sejtek jol reagaltak a DOX és PLD kezelésekre
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egyarant, a tulélési idé (DOX: 29 nap; PLD 3 mg/kg: 28 nap; PLD 5 mg/kg:> 63 nap) jelentésen
novekedett a fizioldégias sooldattal kezelt csoporthoz képest (15,5 nap). Ugyanezeket a
kezeléseket alkalmazva a rezisztens sejtekkel kialakitott tumormodellben nem sikerilt a
tulélési id6t meghosszabbitani (DOX: 12,5 nap; PLD 3 mg/kg: 13 nap; PLD 5 mg/kg: 16 nap).
Tehat az in vitro adatokkal 6sszhangban a Pgp medialt rezisztens daganatsejtek esetében a

DOX és a PLD magasabb dozis ellenére sem bizonyult hatasosnak (15. abra d).

Ezt kovetbéen a P388 sejteken tovabbi allatgydgyaszatban is alkalmazott gydgyszerek
vizsgalatat végeztik el, amelyek a limféma potencidlis kezel6szerei lehetnek. Ezeknek a
melyek kdézil a temozolomid nem bizonyult toxikusnak, illetve csak nagyon magas
koncentracioknal mutatott toxicitast (ICso = 430 uM), a SAHA és a TSA esetében az a

koncentracio, amelyet alkalmazva a sejtek 50%-a elpusztul 0,56 uM és 41 nM volt (16. abra

a, b, c).
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16. abra: Az epigenetikai gatlészerek citotoxicitasi vizsgalatanak eredményei P388 egér sejtvonalon.
A SAHA (a), Trichostatin-A (TSA) (b) és Temozolomid (c) citotoxicitasi gorbébdl szamolt ICso értékei (a

sejtek 50%-at elpusztitd koncentracid) lathatok.

6.2.2 Pgp szerepének in vitro vizsgalata CLBL-1 kutya limfoma sejtekkel

Az egér leukémia sejteken in vitro és in vivo is meghataroztuk az allatgyégyaszatban hasznalt
kemoterapias szerek alkalmazhaté doézisat, de a kutya limfdma tanulmanyozasara egy
relevansabb sejtvonallal bdvitettik a panelt és a CLBL-1 diffuz nagy B-sejtes kutya limféma
sejtvonalon is elvégeztik a vegylletek tesztelését. A CLBL-1 naiv sejtek rendelkeztek enyhe
Pgp aktivitassal, ezt harom mérés atlagabdl allapitottuk meg (MAF = 0,18 [+ 0,04]), azonban
egy reprezentativ mérést abrazoltunk (MAF = 0,22) (17. abra a). Az altalunk meghatarozott
immunfenotipus a kdvetkezé volt: CD45+, CD79a+, MHCII+, CD14-, CD3-, CD4-, CD5-,
CD21-, CD11- (17. abra b). Az aramlasi citometriai vizsgalatokat kdvetéen elvégeztik a CLBL-

1 sejtek érzékenységének vizsgalatat a kilonbdz6 kemoterapias szerekre és epigenetikai

53



gatlészerekre. A DOX ICso értéke 0,1 nM volt (17. abra c), a DNS metil-alkilalo és hiszton-
deacetilaz inhibitorok esetében az a koncentracio, ahol a sejtek 50%-a elpusztult 0,76 M
SAHA esetében és 57 nM TSA esetében, mig a temozolomid ICsy értékét 80 uM-ban
allapitottuk meg (17. abra d, e, f).
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17. abra: A Pgp aktivitas és a kilénb6z6 kezel6szerek érzékenységének vizsgalata kutya limféma
sejtvonalon. A calcein modszerrel meghatarozott enyhe Pgp aktivitas tapasztalhaté (a) verapamil
hianyaban (piros) és jelenlétében (kék). Aramlasi citométerrel végzett immunfenotipus
meghatarozasbdl igazolhat6 a B-sejtes limféma kilénb6zé CD markerek hasznalataval (b).
Citotoxicitasi gorbébdl szamolt ICso értékek (a sejtek 50%-at elpusztitdé koncentracid) eredményei

doxorubicin (c), SAHA (d), Trichostatin-A (TSA) (e) és Temozolomid (f) esetében.

6.3 In vitro modellrendszer kidolgozasa a rezisztencia tanulmanyozasara limféoma
sejtekkel

6.3.1 Hosszutavu doxorubicin kezelés altal eléidézett rezisztencia kialakitasa limfoma
sejtvonalakon

A kovetkezd in vitro kisérletben reprezentaltuk a kutya betegek kezelési protokolljat. Az uj
modszerben a gyodgyszer érzékeny P388 sejteket 5 napig kezeltik a CHOP protokoll egyik
vegyuletével, doxorubicinnal, majd a tulél6 sejteken tapoldatot cseréltunk, amivel kimostuk a
maradék hatdéanyagot a kulturabdl (repopulécio) (18. dbra a). A doxorubicin koncentraciojat
ugy hataroztuk meg, hogy a sejtek 90%-t megdlje (IC10), a tuléld sejtek viszont vissza tudjak
nyerni a proliferacios képességiiket, majd a kezdeti denzitast (10° db/18 ml) elérve Ujabb DOX
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kezelést alkalmaztunk (18. abra b). A masodik kezelést kdvetéen is hatasosnak bizonyult a
DOX IC10 koncentracid, a sejtszam ismét lecsokkent (<106 db/18ml), tehat a sejtek tovabbra is
érzékenyek voltak a DOX kezelésre. Azonban a harmadik kezelésnél mar nem volt
tapasztalhaté a sejtpusztulas, a kezelés ellenére is novekedtek a sejtek, amelybél arra
kovetkeztettiink, hogy kialakult a gyogyszer rezisztencia (P388 D). Elvégeztik a Pgp
funkcionalis vizsgalatat, melybdl Ujabb bizonyitékot nyertiink annak igazolasara, hogy a
kezdetben érzékeny sejtek (MAF = 0,02 [t 0,02]) 42 napos, haromszori DOX kezelést
kovetden jelentdsen megndvekedett Pgp expressziot mutattak (MAF = 0,68 [+ 0,16]), melyet

harom parhuzamos mérés eredményébdél allapitottunk meg (18. abra c).
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18. abra: A klinikai drog rezisztencia folyamatanak modellezése P388 egér sejtekkel. A
modellrendszer sematikus abrajan (a) lathatd a gydgyszerérzékeny sejt doxorubicin kezelése (piros
nyil), mely 5 napig tarott, majd gyégyszer mentes tapoldatban kévetkezett a repopulaciés idészak. A
folyamatot ismételve, amikor a sejtszam csdkkenés mar nem volt tapasztalhatd a kezelés ellenére,

kialakult a rezisztens populacié (P388 D) (b). Aramlasi citométerrel is igazoltuk a fokozott Pgp
aktivitast, mely 42 nap kezelés elteltével 0,6 MAF értékre ndvekedett (c). A sejtek calcein

felvételét verapamil nélkiil (fekete) és jelenlétében (piros) vizsgaltuk.

Hasonlé eredményt mértiink a kutya B-sejtes limféma sejtvonalon is. A parentalis CLBL-1
sejteken (107 db/18 ml) 0,3 nmol/l DOX kezelést alkalmaztunk a kordbban leirt kisérleti
elrendezésben tébbszori ismétléssel, vagyis 5 napos kezelést kdvetéen gydgyszer mentes

tapoldatban kévetkezett a repopulacids idészak (19. abra a). A DOX kezelésre 5 alkalommal
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tapasztaltunk terapias valaszt, amikor a kezelést kdvetden csdkkent a kiindulasi sejtszam.
Azonban a hatodik kezelés ellenére a tumorsejtek korlatlanul kezdtek ndévekedni és
érzéketlenné valtak a DOX hasznalatara (19. abra b). Az aramlasi citométerrel elvégzett
funckionalis méréssel kimutatott MAF valtozas szintén jelezte, hogy a 74 napos kezelés
hatasara a Pgp aktivitas fokozodott (MAF=0,39 [+ 0,06]), melyet legalabb harom parhuzamos
mérés eredményébdl igazoltunk (19. abra c).
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19. abra: A klinikai drog rezisztencia folyamatanak modellezése CLBL-1 kutya sejtekkel. A
modellrendszer sematikus abrajan (a) lathatd a gyogyszerérzékeny sejt doxorubicin kezelése (piros
nyil), mely 5 napig tarott, majd gyégyszer mentes tapoldatban kdvetkezett a repopulacios idészak. A
folyamatot tébbszdr ismételve, 74 nap elteltével mar nem volt tapasztalhaté a sejtszam csdkkenés a

kezelés ellenére (b). A létrejott rezisztens populaciéban (CLBL-1 D) a kezdeti 0,22 MAF értékhez
képest jelentésen névekedett a ng aktivitas (MAF=0 42) melyet aramlasi citométerrel hataroztunk

A kezelésre adott valasz és a MAF érték ndvekedésével 6sszhangban a citotoxicitasi modszer
eredményébdl is egyértelmien kiderllt, hogy a kezdeti P388 sejtek kilencszer érzékenyebbek
voltak, szemben az altalunk haromszor DOX kezelt sejtekkel (P388 D) (20. abra a). A P388 D
sejteken Pgp gatlészert, tariquidart alkalmazva a kilénbség csupan 1,3-szeres volt. A
maodszerrel igazoltuk, hogy a Pgp fokozott expresszidja okozta a doxorubicinnal szembeni
ellenallast. A rezisztencia kialakulasat mutatta a CLBL-1 parentalis és a kezelt (CLBL-1 D)
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tumorsejtek kodzotti 9-szeres kilonbség is a DOX érzékenységben, amely Pgp gatloszer

hatasara 1,2-szeresre csokkent (20. abra b). Tehat a kutya limfoma sejteknél is igazoltuk a
DOX kezelés altal elbidézett rezisztenciat.

a. b.
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20. adbra: A Pgp aktivitdsanak kildnbsége citotoxicitasi vizsgalattal igazolva az altalunk kialakitott
modellrendszerben. A doxorubicin ICso értékét (uM) a tablazatban feltiintettik az érzékeny
(narancssarga vonal), a klinikai kezeléshez hasonldan kialakitott rezisztens (kék vonal) és a Pgp

gatlészerrel (tariquidar [TQ]) (2 pmol/ml) kezelt (z6ld) rezisztens sejtek esetében.

6.3.2 Gyobgyszersziinet alkalmazasaval reverzibilis rezisztencia kialakitasa limféma
sejtvonalakon

A kutya esettanulmanyok, az in vitro P388 és CLBL-1 sejteken végzett kisérletek és az in vivo
allograft modell soran is megfigyelhettiik, hogy a rezisztencia gyakori okozoja a kezelés
hatastalanna valasanak. Azonban a klinikumban megfigyelt esettanulmanyban a véletlenszeri
gyogyszerszinet beiktatasa egy lehetéségnek bizonyult a rezisztencia atmeneti lekiizdésére,
amely a Pgp pozitiv tumorsejtek aranyanak csdkkenését eredményezte. A limfémas kutya
betegnél altalunk alkalmazott gyégyszerszinetet szintén megprobaltuk in vitro modellezni (21.
abra a). Ehhez az el6zdleg DOX kezelt rezisztens P388 D és CLBL-1 D tumorsejteket
gyogyszer mentes tapoldatba helyeztik, az egér sejteknél 32 nap elteltével tapasztaltuk a
MAF csokkenését P388 D/DH sejteknél (MAF=0,47) (21. abra b). Hasonlé volt a CLBL-1
sejteken alkalmazott 27 napos gyogyszerszunet hatasa is, melynek eredménye 2 parhuzamos
mérésbdl, hogy a MAF 0,26-ra csokkent (MAF = 0,3 [+ 0,04]) 0,42-r6l (21. abra c).
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21. abra: A gyogyszerszinet Pgp aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata P388 egér és CLBL-1
kutya sejtvonalakon. A gyogyszersziinet modellezésének sematikus abraja lathatd a klinikai drog
rezisztencia kialakitasa utan (a). A Pgp aktivitas valtozasat gatloszerrel (piros) és anélkil (fekete) mért
calcein jeler6sség kildénbségeébdl szamitottuk. P388 sejteken 0,6-rol 0,47-re csdkkent a MAF érték (b).
CLBL-1 sejteknél is vizsgaltuk a calcein akkumulaciojat gatldszer jelenlétében (kék) és hianyaban
(piros). A MAF érték 0,42-rél 0,26-ra csOkkent a kutya sejteken (c).

A Pgp aktivitas mellett megvizsgaltuk a tumorsejtek DOX érzékenységének valtozasat is. A
DOX kezelés hatasara korabban megfigyelt tébb mint 9-szeres kilénbség a P388 és P388 D
sejtek kozott a kezelés szuneteltetésének hatdsara lecsokkent 3,6-szeresre (p<0,0001) (22.
abra a). Pgp gatloszert alkalmazva az érzékenységben nem volt kildnbség a kezeletlen
sejtekhez képest. A CLBL-1 D sejteknél is tapasztaltuk, hogy 9,2-szeres DOX koncentraciét is
tuléltek (p=0,001), szemben a CLBL-1 D/DH sejtekkel, melynél csupan 2-szeres (ns) volt a

klldnbség a parentalis sejtekhez képest (22. abra b).
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22. abra: A DOX érzékenység valtozasa a kilonb6z6 kezelési csoportokban gyégyszersziinet
hatasara. A citotoxicitasi vizsgalatbol szamitott doxorubicin érzékenységet (ICso) dsszehasonlitottuk a
naiv (P388 és CLBL-1), a rezisztens (D) és a gatloszerrel kezelt (D+TQ) sejteknél, valamint a
gyogyszersziinetet (D/DH) kdvetben (c, d). Szignifikans kilonbséget mértink a doxorubicin kezelés
hatasara, mindkét sejtvonalon tobb mint 9-szeres koncentraciét toleraltak a rezisztens sejtek, ami a
gyogyszersziinet hatasara szignifikansan lecsdkkent. ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001, ns:

nem szignifikans.

A funkcionalis és citotoxicitasi vizsgalatokkal parhuzamosan a kdvetkez6 vizsgalatban mértuk
a rezisztencia kialakulasaért felelés gének mRNS expresszidjanak szintjét. A Pgp-t kédold
gének kozul az egér Abcbla és Abcb1b géneket vizsgaltuk, el6bbi estében az mRNS
expresszio szint ndvekedett a P388 D sejtekben, ahogyan a MAF és az ICso értékek is
emelkedtek a doxorubicin kezelés hatasara, de a gyodgyszerszinetet kdvetéen szignifikdnsan
lecsokkent az mRNS szint a P388 D/DH sejtekben (p=0,0003). Az Abcb1b expresszidja
mindkét kezelési csoportban hasonléan magas volt, szignifikans kilonbséget a kezeletlen
sejtekhez hasonlitva mértink (p<0,0001) (23. abra a, b).
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23. abra: Az mRNS expressziora és a gyogyszerérzékenységre gyakorolt hatas a Pgp aktivitas
fokozédasa és csdkkenése esetén. A doxorubicin ICso értéke (piros pontok) és az Abcb1a gén mRNS
expresszidja szignifikansan emelkedett a rezisztens (D) sejtekben, de lecstkkent a gydgyszersziinet

hatasara (D/DH) (a). Azonban az Abcb1b gén expresszidja a D és D/DH sejtekben is emelkedett

értéket mutatott (b). *** p < 0,001; **** p < 0,0001, ns: nem szignifikans.

6.4 Allatgyégyaszatban mar alkalmazott COX-2 és epigenetikai gatloszerek
kombinalasa doxorubicinnal egér és kutya limféoma sejtvonalon a rezisztencia

kialakulasanak megakadalyozasara

6.4.1 Epigenetikai gatlészerek és doxorubicin Pgp expressziora gyakorolt hatasa
limféma sejtvonalon

Korabbi vizsgalatainkban meghataroztuk a kiilénb6z8 epigenetikai gatléoszerek 1Cso értékét, a
kovetkez8 vizsgalatokban pedig a TSA-t és a SAHA-t kombinaltuk doxorubicinnal az Uj
kezelési méd szerint P388 és CLBL-1 sejteken (24. abra a). Minden harmadik kezelést
koévetden mértik a MAF-t (MAF 1, 2, 3), majd 6sszehasonlitottuk azt az idét, amikor a sejtek
MAF értéke elérte vagy meghaladta a 0,2 értéket. A hatarérték felett rezisztensnek tekintettik
a sejteket. Ezt az id6szakot vizsgalva a DOX+TSA (40 nap) és DOX+SAHA (41 nap) esetében
nem volt jelentés kildonbség a DOX monoterapiahoz képest (30 nap) (24. abra b). 9 kezelést
kovetéen pedig a MAF érték jelentésen ndvekedett a P388 kezelési csoportokban (MAF = 0,6)
(24. abra c), de a CLBL-1 esetén is meghaladta a 0,2 MAF értéket a 6. kezelés utan, igy

ezeknél a tumorsejteknél mar nem folytattuk a tovabbi kezeléseket (24. &bra d).

60



a. C.

o
o
1
o
>
o
1
\
\
e

s - ﬁ 5 ﬁ S itiv?
. . zenzitiv?
zenzitiv % 9 T‘% 3 p353
< ¥V () Repopulacid a O Repopulacio 3 : T -e- DOX(n=2)
A — Y \ - DOX+TSA (n=2)
w 0.6 s - |
< /
=04 LT
b ns 02
¥ i —
o -
£ 100 MAFO MAF1 MAF2 MAF3
I —— DOX (n=4)
‘® i
§ —— DOX + TSA (n=3) d.
x ] —— DOX + SAHA (n=3) 05 CLBL-1 s DOX (n=2)
£ 5o v DOX+TSA (n=1)
s : + DOX+SAHA (n=1)
‘:E .
£ 1
N 3
£ 1
& 1
01—+ Trrtrr T T v

w 03 ~
g g
0.2 P vt SO SEIE SES

0.1

e
=)

T T T
MAFO0 MAF1 MAF2

24. abra: A doxorubicin és hiszton-deacetilaz gatlészerek egylttes alkalmazasanak vizsgalata P388
és CLBL-1 sejteken. A kombinalt kezelés modellezésének sematikus abrajan lathatd, hogy a
kilénboz6 vegytliletek alkalmazasa egyidében tortént, mely a monoterapiahoz hasonléan 5 napig
tartott, majd a repopulaciét kdvetden ismételtik a kezelést (a). A Kaplan-Meier tulélési gérbén
egyuttesen abrazoltuk a két sejtvonal méréseit, hogy az egyes kezelt csoportok MAF értéke mikor
haladta meg a 0,2 értéket, amit mar rezisztensnek tekintettiink (b). A kezelések kézétt nem
tapasztaltunk szignifikans kilonbséget, a DOX (piros) esetében atlagosan 30 nap alatt érték el a
sejtek a hatarértéket, mig a DOX+TSA (barna) és DOX+SAHA (szlrke) kezelt sejteknél ez az idé 40
és 41 nap volt. A MAF értékeket minden harmadik kezelést kévetéen mértik (MAF 1-2-3) P388 (c) és
CLBL-1 (d) sejtvonalon.

6.4.2 COX-2 gatlészerek és doxorubicin Pgp expressziéra gyakorolt hatasa limfoma
sejtvonalon

A kovetkezd kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a kilénb6zd COX-2 gatldszereket (celecoxib,
firocoxib, meloxicam, mavacoxib) doxorubicinnel kombindlva hogyan hatnak a Pgp
aktivitasara. Szintén a korabban kialakitott, Uj, hosszutavu kezelésen alapuld in vitro
modellrendszeriinkben mértiik a P388 és CLBL-1 sejteken a MAF érték valtozasat. Kisérletiink
sejtvonalon (25. abra a, b). Azonban hamar kiderUlt, hogy a firocoxib magas koncentracioban
sem volt toxikus a sejtvonalakon, mig a mavacoxib esetében csak kutya tumorsejtekre

allapitottuk meg ugyanezt.
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25. abra: Citotoxicitasi vizsgalatok eredményei a kiilonb6zé COX-2 gatldszerekkel. A citotoxicitasi
g6rbébdl szamolt ICso értekeket (a sejtek 50%-at elpusztitd koncentracio) tlintettik fel P388 (a) és
CLBL-1 (b) sejteken celecoxib (CEL), firocoxib (FIR), meloxicam (MEL) és mavacoxib (MAV)

esetében.

A citotoxicitasi vizsgalat elvégzését kovetben a hosszu tavu kombinalt kezelésben a két
sejtvonalon egyuttesen dsszehasonlitottuk azt az id6ét, amig a kezelt sejtek nem érték el a
rezisztensnek tekintett 0,2 hatarértéket, mely a kovetkezéképpen alakult: 36 nap DOX
kezelésnél, 44 nap DOX+mavacoxib, 51 nap DOX+meloxicam, 67 nap DOX+firocoxib esetén.
Azonban meglepd moédon a DOX+celecoxib kombinacioé hasznalata esetén a tumorsejtek Pgp
aktivitasa 9 kezelést kdvetéen sem érte el a 0,2 MAF értéket (p=0,0073) (26. abra a). A P388
tumorsejteknél szignifikans kilénbség mutatkozott a MAF értékben 6 és 9 kezelést kdvetben
is a DOX+CEL alkalmazasaval szemben a DOX monoterapiaval (p<0,05), ahol 3 kezelés alatt
jelentésen nétt a Pgp aktivitas (26. dbra b). A COX-2 gatlészerek kombinaciéjanak eredménye
hasonlo volt a CLBL-1 sejteken is, ahol a DOX rezisztens tumorsejtek MAF értékéhez kdzelitett
a DOX+mavacoxib (MAF=0,39), DOX+meloxicam (MAF=0,36) és a DOX+firocoxib
(MAF=0,29) kezelési csoportban mért MAF érték is. A MAV és MEL esetében a kutya limféma
tanulmanyozasahoz kdzelebbi modellen, a kutya tumorsejteken végeztik el a kombinacids
vizsgalatot és miutan meggy6zédtink, hogy ezek a kezelések nem voltak hatékonyabbak a
monoterapianal, igy a P388 sejteken mar nem alkalmaztuk. Azonban a leghatékonyabb
kombinacié a CLBL-1 sejteken is a DOX+CEL egyuttese volt, ahol szignifikans (p<0,05)

kilonbséget mértiink 9 ciklust kdvetéen is a DOX monoterapiahoz képest (26. abra c).
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26. abra: A doxorubicin és a COX-2 gatlészerek egyuttes alkalmazasanak vizsgalata P388 és CLBL-1
sejteken. A Kaplan-Meier gorbén szignifikans kilénbség lathaté a DOX+CEL (z6ld) és a tobbi kezelt
csoport (DOX — piros, DOX+FIR — kék, DOX+MEL - vilagos barna, DOX+MAYV - lila) MAF értéke
kozott a két sejtvonal méréseit egylttesen abrazolva. A rezisztencia hatarértéke MAF = 0,2 volt (a). 9
kezelés soran minden harmadik utan meghatarozva a MAF értékeket (MAF 1-2-3) a P388 sejteken
szignifikans kilénbség volt kimutathaté a DOX+CEL csoportnal 6 (MAF 2) és 9 (MAF 3) kezelést
kovetben is (b). A CLBL-1 sejteknél 9 kezelés (MAF 3) elteltével volt szignifikansan alacsonyabb a
MAF érték a DOX+CEL csoportban (c).

Eddigi vizsgalatainkbdl kiderilt, hogy bar az altalunk tesztelt HDAC gatlészerekkel kombinalt
terapia nem volt szignifikdnsan hatékonyabb, mint a doxorubicin 6nmagaban, de a COX-2
gatloszerek kdzul a celecoxibbal kiegészitett kemoterapiaval sikeresen megakadalyoztuk a

Pgp indukcié kialakulasat.

6.4.3 COX-2, HDAC gatiészerek és doxorubicin egymasra gyakorolt hatasanak
vizsgalata limféma sejtvonalakon

Az in vitro hosszutava kombinacios kisérletet kdvetéen egy rovid tavu, 5 napos modszerrel,
megvizsgaltuk az eddig hasznalt kezelészerek (epigenetikai és COX-2 gatlészerek) hogyan
hatnak a doxorubicin toxicitasara. A DOX és celecoxib, valamint a DOX és meloxicam ko6zott
antagonista hatast mértink, vagyis a kezel6szerek nem er@sitették a toxikus hatasukat a P388
és CLBL-1 sejteken egyuttesen alkalmazva (27. abra a, b, ¢, d). A firocoxib esetében, mely
dnmagaban nem volt toxikus, nem valésulhatott meg az izobologram abrazolasi mod. A DOX

és firocoxib esetén szintén antagonista volt a hatas, de ez csak a CLBL-1 sejteken érvényesdult
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(27. abra f), valamint a P388 sejteken DOX+TSA-t alkalmazva (27. &bra g). Ezzel szemben
szinergista hatas mutatkozott a DOX és firocoxib koz6tt P388 sejtvonalon és DOX+TSA kozott
CLBL-1 sejteken, tehat ezeket egylttesen alkalmazva a kezel6szerek er6sitették egymas
hatasat (27. abra e, h).
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27. dbra: A gatldszerek és a doxorubicin egymasra kifejtett hatasanak vizsgélata. Mig a celecoxibot
(a, b), valamint a meloxicamot (c, d) doxorubicinnal egyiitt vizsgalva antagonista hatas volt
kimutathaté P388 és CLBL-1 sejtvonalon is, addig a firocoxib esetében ugyanez a hatas csak a CLBL-
1 sejteken érvényesiilt (f). Tovabba a doxorubicin és trichostatin-A kombinacioja sem er@sitette
egymas hatasat P388 sejteken (g), szemben a kutya sejteken mért hatassal (h). Szintén szinergista

volt a firocoxib és doxorubicin egylttese egér sejtvonalon alkalmazva (e).
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6.4.4 Celecoxib hatasa DOX kezelést kovetden vagy 6nmagaban alkalmazva

A DOX+CEL Pgp-re gyakorolt hatasanak vizsgalata mellett a sejtek gydgyszerérzékenységét
is mértlk citotoxicitasi vizsgalattal. P388 tumorsejteken 6sszehasonlitottuk az ICso értékeket 9
kezelést kdvetben, mely a kdvetkezéképpen alakult: ICso= 0,01 uM kezeletlen sejteken, ICso =
1,6 uM 9 DOX kezelést kdvetéen és ICso= 0,03 uM 9 DOX+CEL kezelés utan (a 28. abran
piros pontokkal jel6ltiik). A DOX és DOX+CEL kezelési csoport kdzott szignifikans kilénbséget
mértink (p<0,0001) (28. abra a). A kévetkezé mérésnél a kombinacié sikerességét a CLBL-1
sejteken is bizonyitottuk. A kezeletlen sejtekhez hasonléan (ICso = 0,44 yM) a DOX+CEL
terapias csoport tumorsejtjei is megdrizték a DOX-ra valé érzékenységuiket, sét valamelyest
csokkent is, (ICs0= 0,24 uM DOX+CEL) szemben a DOX monoterapiaval (ICso= 1,99 uM) (28.
abra b).
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28. abra: A doxorubicin monoterapia és a celecoxibbal kiegészitett kombinalt terapia
Osszehasonlitasa. A MAF értékeket (mintazott oszlpok) és a doxorubicin érzékenységét jel6ls 1Cso
értékeket (piros pontok) elemezve nem talaltunk szignifikans kilénbséget a kiindulasi sejtek és a
kombinalt kezelést kapott sejtek k6zott P388 (a) és CLBL-1 (b) sejtvonalon sem, szemben a
monoterapiaval kezelt rezisztenssé valt sejtek értékeivel. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <

0,0001, ns: nem szignifikans.

Korabbi vizsgalatunkbdl kiderilt, hogy a Pgp megjelenésének megakadalyozasa nem a DOX
és a CEL szinergisztikus toxicitdsanak eredménye, ezért a kdvetkez6 in vitro kisérletben azt
vizsgaltuk, hogy a celecoxib egy DOX kezelés hatasara bekdvetkezd valtozast hasznal-e
tamadaspontul. A kisérletben nem egyidejlileg alkalmaztuk a DOX-t és CEL-t, hanem egy 5
napos DOX el6kezelést kdvetden adtuk folyamatosan a sejteknek a COX-2 gatldszert, mig a
kontrol csoportot gydgyszer mentes tapoldatba helyeztiik (29. abra a). A sejtszamot vizsgalva
lattuk, hogy a P388 sejteknél korllbelll 50%-0s visszaesés mutatkozott a celecoxib kezelés

hatasara (29. abra b), mig a CLBL-1 tumorsejtek nem is élték tul az egyébként 20%-t elpusztitd
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kezelést (29. abra c, d). A DOX el6kezelést kdvetben sikertlt kimutatni, hogy a sejtek még

érzékenyebbé valtak a celecoxibbal szemben.
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29. abra: A doxorubicin (piros) el6kezelést kdvetd celecoxib (kék) kezelés hatasanak vizsgalata. A
kisérlet sematikus abrajan lathatd, hogy a két kezel6szert nem egyidejlileg alkalmaztuk, hanem az 5
napos DOX kezelés elteltével a sejteket két csoportra osztottuk (tovabbi kezelés nélkili vagy
celecoxib jelenlétében tenyésztettik) (a). A P388 tumorsejteknél kétszer tdbb él6 sejtet detektaltunk a
celecoxib kezelt csoport sejtszamahoz viszonyitva (b). Azonban a CLBL-1 sejteknél jelentds

kildnbség volt mérhetd, celecoxib kezelt csoportban a tumorsejtek elpusztultak (c, d).

A kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk, hogy a CEL gatolja-e a Pgp funkcidjat egy
doxorubicin-rezisztens sejtvonalon. A fokozott Pgp aktivitas miatt ezeknél a sejteknél alacsony
calcein intenzitast mértink (30. abra piros vonal), azonban Pgp gatlészert, verapamilt adva a
sejtekhez mar magas fluoreszcencia intenzitas volt megfigyelhetd (kék vonal). Azonban a
verapamil helyett, a modellrendszerben alkalmazott ICso koncentraciéban és annak 10-szeres
dozisaban hasznalva a celecoxibot, nem tapasztaltunk kilénbséget a hisztogramok kézott (30.
abra a zodld), vagyis bizonyitottuk, hogy a celecoxib nem képes a Pgp direkt gatlasara. A
kovetkez6 Iépésben a MAF mérést egy honapos gydgyszerszinetet vagy celecoxib kezelést
kdvetben végeztik el. 28 nap elteltével a P388/ADR sejteknél 0,97-rél (MAF = 0,90 [+ 0,08])
0,82-re (MAF = 0,73 [t 0,1]) csOkkent a MAF a gyogyszerszunet hatasara, de a celecoxib
kezelés még jobban csokkentette a Pgp aktivitas mértékét (MAF=0,74), 2 parhuzamos mérés
eredménye alapjan (MAF = 0,65 [+ 0,1]) (30. abra b). A CLBL-1 kutya tumorsejteken is hasonld
eredményt mértlink, mig a rezisztens sejtek MAF értéke 0,36-r6l (MAF = 0,39 [+ 0,05]) 0,28-
ra (MAF = 0,3 [t 0,04]) valtozott a 28 napos gyogyszermentes idészaknak kdszdnhetden,

addig a celecoxib hatasara a MAF valtozdsa ennél is jelent6sebb volt (MAF=0,19), 2
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parhuzamos mérésbél szamitva (MAF = 0,23 [+ 0,04]), amely arra utalt, hogy a sejtek egy

része elveszitette a Pgp transzporter aktivitasat (30. abra c).
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30. abra: Celecoxib tovabbi vizsgalata, P-glikoprotein gatlészerként és a rezisztens sejteken
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alkalmazva. A specifikus Pgp gatlészerrel, verapamillal (kék) szemben, a 16 uM és 160 uM celecoxib

(zold) nem volt képes a Pgp funkcionalis gatlasara (a). Azonban kifejezett mértékl Pgp aktivitas

csokkenést eredményezett a Pgp-t expresszalo rezisztens P388/ADR (b) és CLBL-1 DOX (c) sejteken

Osszehasonlitva a gydgyszersziinet alkalmazasaval.
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7. Megbeszélés (kovetkeztetések)

7.1. A limfédma célzott kezeléséhez sziikséges prognosztikai faktorok tanulmanyozasa
A limféma esetén szamos prognosztikai faktort megallapitottak, mint a kor, az ivar, a stadium,
az immunfenotipus vagy a proliferacios index (Teske és mtsai. 1994), melyek kozil az utébbi
harom meghatarozhatoé aramlasi citométerrel, akar egyetlen taspiracios mintabdl (Comazzi
és Gelain 2011; Katz és mtsai. 1993; Valli és mtsai. 2013). Az allatorvosi gyakorlatban
megbizhatd diagnosztikai moédszerként az immunhisztokémiai vizsgalat terjedt el (Thalheim
és mtsai. 2013), melynek elényét tapasztaltuk a vizsgalatainkban, miszerint a sejtek
morfoldgiailag jol elkulonithetdk, azonban az immunfenotipizalashoz szukséges kulonb6z6 CD
markerek szazalékos aranyat limitalt szamu sejt elemzésével végezhetjik. Vizsgalatainkbdl
kiderult, hogy az aramlasi citométer és az immunhisztokémiai médszer eredményei kozott erds
szignifikans korrelaciét mértink (2. tablazat). Mas vizsgalatokhoz hasonléan bizonyitottuk,
hogy az FC citologiai vizsgalattal kiegészitve alkalmas a limféma immunfenotipus
meghatarozasara (Comazzi és Gelain 2011; Culmsee és mtsai. 2001; Tasca és mtsai. 2009).
Az aramlasi citométer elénye, hogy gyorsabb modszer és a tliaspiracios mintavételi technika
alkalmazasaval kevésbé invaziv. Tovabba a CD markerek szazalék meghatarozasat legalabb
10 000 darab sejtb6l végezhetjuk, valamint citoldgiai vizsgalattal kiegészitve a sejtek
morfologajardl is kapunk informaciot. A kapuzasi technika segitségével, melynek révén a
sejtméret és granulaltsag szerint valaszthatjuk ki a sejteket, egy ritkabban eléforduld limfoma
tipust, a T-sejt gazdag B-sejtes limfomat is sikerUlt igazolni a citolégiai vizsgalattal egyuttesen
értékelve (9, 10, 11. 4bra).

Az aramlasi citométer az emlitett vizsgalatok mellett alkalmas a P-glikoprotein (Pgp)
funkcionalis mérésére is. A tumorsejteken megjelend transzporter gyakran felelés a multidrog
rezisztencia (MDR) kialakulasaért, amely az adott kemoterapias szerek hosszu tavu
hatékonysagat akadalyozza. Az MDR kialakulhat a kezelés hatdsara (szerzett rezisztencia)
vagy megjelenhet mar a kezelés kezdetén is (nem szerzett/intrinsic rezisztencia) (Zandvliet
2014). Mindkét esetre lattunk példat a kutatdsunkban, amikor a multidrog rezisztencia aktivitasi
faktort (MAF) mértik 12 kutya esetében, melybdl 3 kutyanal mar a diagnéziskor mért MAF
érték is magas volt, ez utalhat az intrinsic rezisztenciara, majd a terapia hatasara tovabb
emelkedett az érték és ezzel parhuzamosan feltételezhetéen csdkkent a terapias valasz. Ezzel
szemben a masik 9 kutyanal atlag 0,08 MAF értékrol a kezelés hatasara alakult ki a
gyogyszerekkel szembeni ellenallas (12. abra). Habar mas kutatocsoportok altal végzett
klinikai vizsgalatokban is azonositottak a Pgp jelentéségét a kedvezébtlen terapias valaszt
mutaté betegeknél (Karaszi és mtsai. 2001; Stasitojé és mtsai. 2020), azonban kutya
tumormintakon els6ként alkalmaztuk az aramlasi citometriai médszert (Dékay Valéria és mtsai.
2020).
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A terapia rezisztencia probléma megoldasat szamos kisérletben a Pgp gatlasan keresztil
kivantak megvaldsitani (Baer és mtsai. 2002: 3; Daenen és mtsai. 2004; Goldman 2003; Hollt
€s mtsai. 1992; List és mtsai. 2001; Wattel és mtsai. 1999), azonban ez az elgondolas a klinikai
vizsgalatok soran elbukott a nem vart toxicitas és az eredmények elégtelensége miatt (Libby
és Hromas 2010). A potencialis Pgp gatlészerek keresését kovetden Uj stratégiara volt
szikség, mely magaban foglalja a transzporter-gatlék és a citotoxikus szerek egyuttes
alkalmazasat (,engage”), olyan citotoxikus szerek hasznalatat, melyek kikerilik a Pgp medialt
effluxot (,evade”) vagy kihasznaljak az MDR sejtek érzékenységét (,exploit’) (Szakacs és
mtsai. 2006) (31. abra).

Engage

31. abra: A P-glikoprotein okozta multidrug rezisztencia lekiizdésére iranyuld stratégiak 6sszefoglald

abrja. (Forras: Szakacs és mtsai. 2006)

A doxorubicin pegilalt liposzomalis valtozata, melyet kutatdcsoportunk sikeresen alkalmazott
egér emlétumor modellen, j6 példa volt arra, hogyan lehet a Pgp okozta rezisztenciat kikerGini
és ezzel a terapia hatékonysagat ndvelni. Egy klinikailag is relevans egér emlédaganat
modellen bemutattuk, hogy a rezisztencia kialakulasanak jelent6s eltolasaval a relapszus
mentes tulélés 6-szorosara, mig a teljes tulélés 3-szorosara volt ndvelhetd (Furedi és mtsai.
2017). Azonban jelen munkabdl kiderult, hogy a mar kialakult Pgp-medialt rezisztenciat a PLD
kezelés sem tudta attérni (15. abra d).

Az un. MDR szelektiv vegyuletek felfedezésével és tanulmanyozasaval ujabb lehetéség nyilt
a multidrog rezisztens tumorok kezelésére. Ezek a molekulak képesek egy eddig ismeretlen
mechanizmuson keresztll a Pgp-t kifejez6 MDR sejtek célzott elpusztitasara, ezzel egy uj és
még kiaknazatlan stratégia kidolgozasara adva lehetéséget (Cserepes és mtsai. 2019; Furedi

és mtsai. 2017; Szakacs és mtsai. 2004; Szakacs és mtsai. 2014; Turk és mtsai. 2009).
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Az Uj lehetdségek ellenére is komoly kihivast jelent a terapia soran kialakulé Pgp altal
el6idézett rezisztencia, melyet folyamataban sikerilt végig kdvetni 2 kutya esettanulmanyban.
Mig az els6 esetben a diagndéziskor a Pgp aktivitas hianyat tapasztaltuk, ami a kemoterapias
kezelés hatasara folyamatosan noévekedett (13. abra), addig a masik kutyanal a MAF kezdeti
magas értékét mértik a calcein modszer segitségével, amely a kezel6szerek alkalmazasaval
tovabb emelkedett (14. abra). Ezzel egyidében mindkét esetben megnagyobbodott
nyirokcsomoékat mértiink, amely a terapias valasz csékkenésére utalt. Azonban a masodik
betegnél medfigyeltik, hogy egy nem tervezett gydégyszerszinet alkalmazasaval a
rezisztencia visszafordithato volt, ez a Pgp aktivitas csokkenését és a daganatok kezelésére
adott ideiglenes valaszat eredményezte (14. abra). Szamos mas tanulmanyban beszamoltak
hasonlé jelenségrél human daganatos betegek esetében, amikor a terapia hatékonysaga
megszint vagy jelentésen csOkkent, de a gydgyszersziinet hatasara Ujra tapasztaltak terapias
valaszt, igy példaul az EGFR kezelés soran tidédaganat esetén (Kurata és mtsai. 2004; Yano
és mtsai. 2005). Hasonldképpen, azok a melandmaval diagnosztizalt paciensek, akik a
progresszié vagy egyéb okok miatt abbahagytak a BRAF kezelést, a késébbi szakaszban
részesulhettek a kezelés Ujbdli hatékonysagaval jard elénydkbél. A kemoterapiaval jard ujbali
lehetséges elbnyt a kutya betegeknél is leirtdk (Cara és Tannock 2001). Az allatorvosi
gyakorlatban a kdrtlbelll 2-4 hetes gyégyszerszinetet rutinszerlien alkalmazzak, azokban az
esetekben, amikor felmeril, hogy a kemoterapias kezelés soran csokkenteni kell a
kezel6szerek okozta mellékhatasokat. Azonban a masodik paciensnél a nem tervezett
gyogyszerszunet jotékony elényeit latva, felmerllt egy uUjabb stratégia megvaldsitasa is.
Amennyiben a gyogyszerszinet hatasa farmakoldgiailag el6idézheté vagy reprodukalhato,
akkor lehetséges, hogy megelézhetd a kezelés altal indukalt Pgp kifejez6dése a
tumorsejteken. Azonban ennek igazolasara tovabbi betegek bevonasa és klinikai

megfigyelése szikséges.

7.2. Egér és kutya limfoma sejtek in vitro gyégyszertesztelésre valé alkalmassaganak
vizsgalata

A rezisztencia tanulmanyozasara olyan sejtvonalpart valasztottunk, melyen, mas
tanulmanyokhoz hasonléan, jol 06sszevethetd az allatgydgyaszatban széles kdrben
alkalmazott gydgyszerek hatékonysaga (Batrakova és mtsai. 2010; Krishna és mtsai. 1997).
A P388 egér leukémia sejtek és a drog rezisztens P388/ADR sejtek alkalmasak voltak, hogy
kimutassuk a Pgp szubsztrat vegyiletek, mint a doxorubicin hatasanak jelentds kiloénbségét.
A gyogyszerérzékeny sejteken kifejezett mértékben bizonyult hatékonynak a kezel6szer és
egy adott koncentracidban a sejtek elpusztultak, de ugyanazt a koncentraciot alkalmazva a

P388/ADR sejteken, a fokozott Pgp aktivitas miatt ezek a sejtek tulélték a kezelést (15. abra).
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A pegilalt liposzomalis doxorubicint is teszteltik az egér leukémia sejteken, amely korabbi
tanulmanyokban kevesebb mellékhatast okozva is sikeresnek bizonyult emlétumor (Ansari és
mtsai. 2017; Flredi és mtsai. 2017; O’Shaughnessy 2003), valamint limféma (Tulpule és mtsai.
2006; Visani és Isidori 2009) esetében, ugy, hogy kézben vagy elkerilte az MDR-t vagy
lassitotta annak kialakulasat. Sajat kisérleteink is megerésitették, hogy a Pgp aktivitassal nem
rendelkezd tumorsejtekkel szemben a PLD meghosszabbitotta a tulélési id6ét, azonban a
rezisztens tumorsejteknél, melyek fokozottan expresszaltdk a Pgp-t, nem bizonyult
hatasosnak, a magasabb dozis alkalmazasa ellenére sem talaltunk kilonbséget a tulélési
idében (15. abra).

A széleskdrben alkalmazott, Pgp-medialt rezisztenciat mutaté sejteket, mint a MES-SA/Dx5
(Harker és Sikic 1985), a KB-V1 (Shen és mtsai. 1986) vagy a P388/ADR (Schabel és mtsai.
1983), folyamatos gyogyszeres szelekcié eredményeként hoztadk létre, amely in vitro
hasznosnak bizonyult a rezisztencia tanulmanyozasara, azonban a klinikumban tapasztalt

MDR kialakulasanak modellezésére kevésbé alkalmas.

7.3. In vitro modellrendszer kidolgozasa a rezisztencia tanulmanyozasara limféoma

sejtekkel

A folyamatos szelekcios modszerrel kialakitott rezisztens tumorsejtek helyett Iétrehoztunk egy
modellrendszert, amelyben a doxorubicint olyan dézisban hasznaltuk, hogy a sejtek nagy
része elpusztult, de a tulélék képesek voltak Ujra létrehozni a populaciét. A kezel6szert
tartalmaz6é médiumban 5 napig tartottuk a sejteket, melyet egy gyogyszermentes id6szak
kovetett, ezt tobbszdr megismételve kialakitottuk a Pgp altal el6idézett rezisztens P388 egér
és a CLBL-1 kutya limféma sejteket (18, 19. dbra). Ez a modszer hasonlé volt Sharma és
munkatarsai altal végzett in vitro kisérletekhez, melyben 3 napos mddszerrel 3 ciklusban
alakitottak ki a drog tolerans tulél sejteket (Sharma és mtsai. 2010), azonban mégis fontos
kulonbség, hogy mig az irodalomban talalhaté hasonlé rendszerek valamilyen célzott vagy
biolégiai terapiat hasznalnak, mi egy konvencionalis kemoterapias hatéanyagot valasztottunk.
Tekintve, hogy négylabu betegek ritkdn részesilinek célzott terapiakban, ellenben gyakran
kapnak kemoterapias kezelést daganatos megbetegedések kdvetkeztében, a mi kisérleti
elrendezésunk sokkal inkabb relevans az allatonkolégiai kérnyezetre nézve. Ebben az uj
modellrendszerben a rezisztens P388 sejteket 1, mig a CLBL-1 DOX rezisztens sejteket 2
honapos kezelést kdvetden sikerllt kialakitani, szemben a folyamatos szelekcidés nyomas alatt
tarott sejtekkel, mint példaul a P388/ADR, amelynek kialakitasa 1 évet is igénybe vett. A
rezisztencia kialakulasanak folyamatat és a gyégyszerszinet hatasat is az 0j rendszerben
tanulmanyoztuk. A rezisztens P388 és CLBL-1 sejteken felfedeztiik, hogy az MDR fenotipus

valtozas, csakugy, mint a masodik kutya esettanulmanyban, in vitro is befolyasolhatd és
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visszafordithatd 1 hoénapos gydgyszersziinetet kovetéen (21. abra). A rezisztencia
kialakulasaért felelés Abcb1a és Abcb1b géneket vizsgalva megallapitottuk, hogy az Uyj
modszerrel kialakitott rezisztens sejtekben mindkét gén expresszidja szignifikans mértékben
emelkedett a kiindulasi sejtekhez képest. A két gén kdzll az Abcb1a expresszids szintje volt
az, amelyik jelentésebb mértékben nodvekedett a P388/ADR és az altalunk kialakitott
rezisztens sejtek esetében is (2. sz. melléklet). A két gén expresszidja eltéré a kiulonbozé
szOveti barriereket vizsgalva, valamint funkcionalis kilonbségeket is megfigyeltek mas
tanulmanyban (Su és mtsai. 2017). A gydégyszerszinet hatasat kdvetéen az Abcbla génnek
az expresszidja csOkkent le szignifikansan, mely Ujabb bizonyiték volt arra, hogy a rezisztencia
folyamata visszafordithaté és lehetéség van a rezisztenssé valt sejteket Gjra érzékennyé tenni

az adott kezel6szerre (23. abra).

7.4. Allatgyégyaszatban mar alkalmazott COX-2 és epigenetikai gatloszerek
kombinalasa doxorubicinnal egér és kutya limféoma sejtvonalon a rezisztencia

kialakulasanak megakadalyozasara

Az MDR fenotipus gyors és reverzibilis valtozasat mas tanulmanyokban is megfigyelték,
példaul a HL60 human leukémia sejtek a vinkrisztin kezelés hatasara valtak rezisztensse, de
a Pgp expresszid emelkedés visszafordithatd volt (Pisco és mtsai. 2013). A nem Kkissejtes
tidérak (NSCLC) sejtvonalak nagy dozisi EGFR-gatldo kezelésével kimutattak, hogy a
tobbszori terapiat tulélé sejtpopulacio képes a gydgyszerrel szembeni ellendllasra (ezeket
.perziszterek-nek” nevezték) (Sharma és mtsai. 2010). Azonban a perziszterek, vagyis azok a
rezisztens tulélé sejtek, melyekbdl ujra kialakult a tumor, a KDM5a hiszton-demetilaz szelektiv
gatlasaval megujult érzékenységet mutattak az EGFR gatldkkal szemben. Ezzel 6sszhangban
megfigyelték, hogy a T-sejtes akut limfoblasztos leukémia (T-ALL) kezelése soran létrejott
perziszterekkel szemben el6nyds a BRD4 fehérje kromatin gatlészer, vagyis a JQ1
alkalmazasa (Knoechel és mtsai. 2014). Ezek az eredmények megalapoztdk a
feltételezéslinket, hogy az epigenetikai modulator vegyulletek kombinalt terapiakba valo
beépitése esetleg elényds lehet a rezisztencidval szemben. Az epigenetikai szabalyozé
mechanizmusok relevanciajanak tesztelésére megismételtik az in vitro doxorubicin kezelést
kiegészitve olyan epigenetikai gatlészerekkel, melyeket az A&llatgyogyaszatban is
alkalmaznak. A cutan T-sejtes limfoma kezelésére hasznaltak hiszton-deacetilaz gatldészert
(SAHA) human és kutya betegeknél egyarant (Mann és mtsai. 2007). Tovabba kiprébaltuk a
TSA-t is, mely szintén HDAC inhibitor, in vitro kisérletekben tesztelték az altalunk is hasznalt
kutya limfobma sejteken (Dias és mtsai. 2018). Azonban a varakozasainkkal ellentétben az
epigenetikai gatlészerek nem befolyasoltak a szerzett gyégyszerrezisztencia kialakulasat (24.

abra). Nemrég megjelent tanulmanyokban a CLBL-1 sejteken hétféle HDAC gatloszer kdzil
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a panobinostat bizonyult a legeredményesebbnek (Dias és mtsai. 2018), mig mas
tanulmanyban szintén a panobinostat és a SAHA igéretes hatasat mutattak ki az
immunterapiaval szembeni rezisztencia kialakulasakor (Torres-Collado és Jazirehi 2018;
Wang és mtsai. 2020). A hematologiai daganatok kilondsen érzékenyek a HDAC
gatlészerekre, azonban az epigenetikai gatloszereket a DOX mellett nem alkalmazhattuk
toxikus koncentracioban, mert ugyan a két vegyulet kombinacidja még hatékonyabb lehetett
volna a tumor sejtek ellen, azonban jelentésen névelte volna a toxikus mellékhatasok szamat
és/vagy mértékét is, ami a klinikumban nem megengedheté kdvetkezmény. Az alacsony,
szuboptimalis kezelési koncentracié magyarazhatja a nem kelléen eredményes hatast, de az
is elképzelhetd, hogy limféma sejtekben fellépd Pgp-medialt MDR kialakulasaban nem
jatszanak szerepet a gatolt HDAC enzimek.

A Pgp fokozott expresszidjanak megel6zésére egy masik, klinikailag alkalmazhato, Uj stratégia
megvaldsitasa is felmerllt a COX-2 gatlasan keresztil. A COX-2 gatlészerek fajdalom- és
gyulladascsokkenté hatasuk mellett rendelkeznek proapoptotikus és antiproliferativ
hatasokkal is. Kimutattak, hogy a Pgp szerepet jatszik a celecoxib indukalt apoptozis
folyamatéban, mivel aktivalja a kaszpaz-3-t és noveli a citokrom-c felszabadulasat a
mitokondriumbdl (Fantappié és mtsai. 2007). Tovabba szdmos human és kutya
daganattipusban kimutattak a COX-2 fokozott expresszidja (Bernard és mtsai. 2008; Doré és
mtsai. 2003; Goldman és mtsai. 1998; Liu és mtsai. 2015; Tamura és mtsai. 2015) és a Pgp
tulmikodése kozotti erés korrelaciét (Liu és mtsai. 2009; patel és mtsai. 2002). A COX-2 és a
Pgp medialt gyogyszerrezisztencia kozotti kapcsolatot alatamasztd bizonyitékok alapjan a
klinikailag alkalmazott COX-2 gatlok paneljét (celecoxibot, firocoxibot, meloxicamot,
mavacoxibot) teszteltik (Knottenbelt és mtsai. 2006; Meng és mtsai. 2014; Murakami és mtsai.
2018; Pang és mtsai. 2014; Tamura és mtsai. 2015). Meglepetésinkre, a celecoxib és a
doxorubicin kombinaciéjaval sikerult teliesen megel6zni az MDR kialakulasat a P388 és a
CLBL-1 sejtvonalon is (26. abra). Habar a COX-2-rél ismert, hogy a Pgp expresszidjat a c-Jun
foszforilacion vagy a PGE2-n keresztll szabalyozza (Roy és mtsai. 2010; Sui és mtsai. 2011),
a firocoxib, meloxicam és a mavacoxib kombinalt terapia esetén mégis elmaradt a Pgp
tulmikoédésének megakadalyozasa, amely azt jelezte, hogy a celecoxib Pgp expresszid
gatlasara gyakorolt hatasa fiiggetlen a COX-2 gatlasatol. A hatasmechanizmus nem teljesen
ismert, de dsszefliggésben lehet azzal, hogy a celecoxib szamos sejtmikodést befolyasol,
mint példaul a karbon anhidraz Il. gatlasat human daganatok esetén (Knudsen és mtsai. 2004),
a PDK1 jelatviteli ut szabalyozasat (Arico és mtsai. 2002; Kulp és mtsai. 2004) vagy az
endoplazmatikus retikulum Ca?* ATP-az gatlasat (Johnson és mtsai. 2002).

A COX-2 gatloszereket is szubtoxikus koncentraciéban alkalmaztuk, mivel hosszutava célunk
kozott szerepel, hogy a betegeknél ne a toxikus koncentraciot és a mellékhatasok kialakulasat

ndveljuk, hanem ezeket elkerulve a rezisztencia kialakulasat megel6zzik. A kezel6szerek
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egylttes hatasvizsgalatabdl kiderilt, hogy a celecoxib nem befolyasolja a DOX toxicitasat,
tehat nem szinergista hatasu. Hasonlé eredményt mértiink a DOX és meloxicam, vagy a DOX
és firocoxib kozott CLBL-1 sejteken, a DOX és TSA kozott P388 sejteken. Azonban szinergista
hatast is felfedeztiink a DOX firocoxib esetén az egér sejtekkel és a TSA kombinacidjaval
kutya tumorsejteken (27. abra).

Habar lattuk, hogy a DOX toxicitdsat nem névelte a celecoxib az egyuttes hatasvizsgalat
soran, meégis képes volt ez a COX-2 gatlészer a tumorsejteket érzékenyiteni a DOX
el6kezelést kovetben és CLBL-1 sejteket kipusztitani szubtoxikus koncentraciéban alkalmazva
(29. abra). A vizsgalatbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a celecoxib a DOX kezelés hatasara
bekovetkezd valtozast hasznalja tAmadaspontul. Mas tanulmanyokban is talalunk példat arra,
hogy a COX-2 gatlészerek képesek a HeLa tumorsejteket érzékenyiteni a doxorubicin vagy
etopozid kezelésre az apoptézis indukalasaval szintén flggetlenil a COX-2 gatlastél (Totzke
és mtsai. 2003). Tovabba a celecoxib ndvelte a TRAIL apoptotikus aktivitasat B-sejtes limféma
sejtek kezelése soran is COX-2 fiiggetlen utvonalon (Gallouet és mtsai. 2014).

Akar DOX kombinacidval, akar DOX el6kezelést kdvetéen hasznaltuk a celecoxibot, minden
esetben eredményesen alkalmaztuk a tumorsejtekkel és a rezisztencia kialakulasaval
szemben. Ezt kdvetbéen megvizsgaltuk a DOX kezeléssel kialakitott rezisztens sejtekre kifejtett
hatasat, melynek soran tapasztaltuk, hogy jelentésebb Pgp aktivitas csdkkenést értiink el, mint
a gyogyszerszinet alkalmazasaval, azonban ez a hatas nem a Pgp direkt gatlasan keresztll
valdsult meg (30. abra). A celecoxib COX-2 fliggetlen hatasvizsgalatara szamos példat lattunk,
de az 6sszefliggések még nem teljesen ismertek.

A kilonb6zb terapiak hatékonysaganak novelése érdekében a kezel6szerrel szembeni
rezisztencia kialakulasanak leklizdésére szamos stratégia létezik. A Pgp kikerulése, a gatlasa
vagy az MDR pozitiv tumorsejtek érzékenységének kihasznalasa mellett egy Uj lehet6séget

fedeztlink fel a celecoxib Pgp expresszidjat megel6z6 hatasaban (32. abra).
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32. abra: A P-glikoprotein okozta multidrug rezisztencia leklizdésére iranyuld stratégiak 6sszefoglalo
abrajanak kiegészitése az altalunk felfedezett uj, kialakulast megel6z6 lehetéséggel. (Forras: Szakacs
és mtsai. 2006)

Eredményeinkre alapozva elinditottunk egy randomizalt kettés-vak in vivo kutatast az
Allatorvosi Hematoldgiai és Onkoldgia Kézpontban, ahol dsszehasonlituk a hagyomanyos
CHOP protokollal kezelt limfémas kutyak recidivamentes és teljes tulélési idejét az Uj
modositott CHOP+CEL terapiaval kezelt betegekkel.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. lgazoltuk, hogy az aramlasi citométerrel végzett és citolégiai vizsgalattal kiegészitett
limfébma immunfenotipus meghatarozas erdésen korrelalt az immunhisztokémiai
vizsgalat eredményével, azonban az el6bbi mddszer egyszeriibben, gyorsabban és
kevésbé invaziv modon hasznalhaté az allatorvosi onkoldgia teruletén. (Karai E.,
Dékay V. és Vajdovich P.: Az aramlasi citométer, mint limfomahoz alkalmas
diagnosztikai eszkdz az allatorvosi onkolégiaban, MAL, 142. 531-544, 2020.)

2. A Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor (MAF) rutindiagnosztikai alkalmazasaval
lehetbvé tettik, hogy a limfémaval diagnosztizalt kutyak kezelése soran egyszer(ien
mérjuk és igazoljuk a Pgp altal el6idézett rezisztencia kialakulasat, amely gyakran a
kezelés sikertelenségét eredményezi.

3. Két kutya limféma eset tanulmanyozasa kdzben sikertlt a kemoterapias kezelés soran
tobb mintavételi idépontban is vizsgalni a Pgp aktivitas valtozasat és megfigyelni egy
esettanulmanyban, hogy ez a folyamat reverzibilis volt a gydégyszersziinetnek
k6szdnhetden.

4. Létrehoztunk egy in vitro modellrendszert, melyben nem a klasszikus folyamatos
szelekciés nyomas alatt tartott és ezaltal rezisztenssé valt tumorsejtekkel dolgoztunk.
A Kklinikumban a kemoterapias szerek alkalmazasahoz hasonlé médon alakitottuk ki az
egér és kutya rezisztens tumorsejteket, igy lehetéséglnk nyilt a rezisztencia in vitro
tanulmanyozasara és a probléma megoldasara Uj stratégiakat keresni.

5. Bizonyitottuk in vitro is, hogy a rezisztencia kialakuldsa visszafordithato és a
gyégyszerszinet képes ideiglenesen a Pgp aktivitast csdkkenteni.

6. A COX-2 gatlészerek panelje (celecoxib, firocoxib, meloxicam, mavacoxib) kézll a
celecoxibrdl elészor sikerilt bizonyitani, hogy doxorubicinnal kombinalva képes az
MDR kialakulasanak megel6zésére egér és kutya limféma sejteken egyarant. Tovabba
az altalunk kialakitott rezisztenssé tett tumorsejteken is sikerllt a Pgp aktivitast
csokkenteni celecoxib kezeléssel. Megallapitottuk, hogy a hatast nem a Pgp kdzvetlen

gatlasan keresztil fejt ki €s nem a doxorubicin toxicitasanak ndvelésével éri el.

2-6-0s pontban szereplé eredmények nagy része a Karai E., Szebényi K., Windt T.,
Fehér S., Szendi E., Dékay V., Vajdovich P., Szakacs G. és Furedi A.: Celecoxib
Prevents Doxorubicin-Induced Multidrug Resistance in Canine and Mouse Lymphoma
Cell Lines, Cancers, 12(5). 1117, 2020. cikkben kerult bemutatasra.
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11. Melléklet

1. sz. melléklet: Az immunfenotipus vizsgalatban szerepld 35 limfémas kutya adatainak 6sszefoglalasa:
fajtaja, kora, MAF értéke, ivara, a vizsgalat kezdete, a kezelés, a stadium és alstadium meghatarozasa.
MW: Madison-Wisconsin; L-CHOP: L-aszparaginaz CHOP; DLBCL.: Diffuz nagy B-sejtes; PTCL-NOS:
Periférias T-sejtes limfoma egyéb csoportba nem sorolhaté tipusa.

Sorszam MAF A"at, kora Fajta Ivar Vizsgalat Kezelés Sta‘d I.um szbvettan
(év) kezdete (alstadium)
1 0,00 6 argentin dog him  2016.05.09 prednisolon Illb DLBCL
2 0,00 8 golden retriever néstény 2016.06.13 CHOP IVa DLBCL
3 0,00 11 magyar vizsla nostény 2014.03.26 CHOP IVa DLBCL
4 0,19 8 keverék him  2016.09.15 CHOP IVa DLBCL
5 0,57 4 francia bulldog him  2016.09.23 CHOP IVa DLBCL
6 0,21 9 keverék néstény 2016.10.04 MW Vb DLBCL
7 0,00 11 keverék néstény 2017.01.19 CHOP Vb DLBCL
8 0,00 11 keverék néstény 2017.02.06 CHOP IVa DLBCL
9 0,00 4 keverék néstény 2017.04.25 MwW Vb DLBCL
10 0,44 7 magyar vizsla néstény 2017.04.27 CHOP Vb DLBCL
11 0,16 3 labrador retriever him  2017.06.27 CHOP, rescue Va DLBCL
12 0,00 8 shar pei him  2017.09.20 nem kapott lilL.a DLBCL
13 0,17 5 labrador retriever him  2018.05.23 CHOP Va DLBCL
14 0,33 7 am staff terrier him  2018.09.17 1 vinkrisztin Vb DLBCL
15 0,31 6 golden retriever néstény 2018.11.05 CHOP IVa DLBCL
16 0,16 4 német juhasz him  2018.11.12 CHOP IVa DLBCL
17 0,36 8 német juhdsz néstény 2018.11.26 CHOP IVb DLBCL
18 0,44 9,5 jack russel terrier ndstény 2019.01.07 CHOP Vb DLBCL
19 0,4 75 jack russel terrier him  2019.02.05 CHOP vb DLBCL
20 0,4 75 west highland white terrier néstény 2019.02.21 L-CHOP IVa DLBCL
21 0,00 10,5 golden retriever néstény 2019.02.22 CHOP Vb DLBCL
22 0,26 11 magyar vizsla him  2019.04.02 CHOP IVa DLBCL
23 0,29 6 am. staffordshire terrier him  2018.03.21 CHOP IVa Follikularis limféma
24 0,00 8 bullmasztiff néstény 2017.01.04 CHOP IVa kis B-sejtes
25 0,67 4 dobermann him  2016.12.22 CHOP IVa nagy sejtes immunoblasztos
26 0,00 8,5 keverék him  2019.04.18 szteroid, Endoxan Vb PTCL-NOS
27 0,00 13,5 west highland white terrier néstény 2018.09.05 L-CHOP IVa PTCL-NOS
28 0,00 4 welsh corgi him  2018.12.03 CHOP Va PTCL-NOS
29 0,3 12,5 spaniel keverék him  2019.08.05 COPA, MW IVa PTCL-NOS
30 0,31 8 shi-tzu him  2020.02.10 Meloxicam llla PTCL-NOS/T-z6na limféma
31 0,16 9,5 husky him 2019.09.30 Meloxicam Va PTCL-NOS/T-z6na limféma
32 0,04 11 yorkshire terrier néstény 2019.03.25 CHOP llla T sejt gazdag B sejtes limféma
33 0,38 13 fox terrier néstény 2018.01.04 nem kapott Vb T z6na limféma
34 0,25 7,5 keverék néstény 2018.11.08 prednisolon IVa T-limfoblasztos limféoma
35 0,23 8 angol cocker spaniel him  2019.07.10 doxyciklin, lomustine Vb T-sejtes cutan limféoma
0.4
Hm P388
03 =N P388D
3 =3 P388 D/DH
2 0.2 P388/ADR
&
0.1
0.0 il — & T E

1
Abcbla Abcblb

2. sz. melléklet: Az Abcb1a és Abcb1b gének mMRNS expresszié szintje P388 szenzitiv, DOX
rezisztens (D) sejtekben, gydgyszerszinetet kdvetéen (DH) és P388/ADR sejteknél.
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12. Kdszonetnyilvanitas

Els6ként szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Vajdovich Péternek, hogy iranyitotta a
munkamat és egyetemi tanulmanyaim kezdete 6ta, mar 8 éve szamithatok a segitségére,
szakmai tapasztalatara, turelmére és kedvességére egyarant. Neki kdszdnhetem, hogy

biolédgusként megtalaltam a helyem az allatorvosi onkolégia tertletén.

Kdszonettel tartozom mentoromnak, Firedi Andrasnak, aki bevezetett az in vitro kisérletek
rejtelmeibe, mindig felkeltette a tumorbiologia iranti érdeklédésemet, megtanitotta az in vitro
kisérleti technikak nagy részét. Rengeteg szakmai tanacsot és segitséget nyujtott a

tudomanyos munkaim elkészultében.

Koszonet illeti Szakacs Gergelyt, aki biztositotta a kutatd helyet és lehetéve tette a
laboratériumi  kisérleteim megvaldsitasat. Valamint koszéndm a tudomanyos munkaim
elkésziltéhez nyujtott sok kritikus, de nagyon hasznos tanacsat, melyek révén mindig

kihoztam magambdl a maximumot.

Kdszdndm Szebényi Kornélianak, hogy megtanitott az aramlasi citométer hasznalatara és
ezaltal nemcsak sok kutatasi anyagot tudtam gyUjteni, de a beteg kutyak és macskak szamara

diagnosztikai médszerként is elérhetdvé tettlik ezt a vizsgalatot.

Kdszdndm opponenseimnek, Laczka Csillanak és Matis Gabornak az alapos és hasznos
biralati munkajukat, a gyorsasagukat és a segitségliiket, melynek révén elkészilhetett a

dolgozat végsé valtozata.

Koszdondm az AHOK Kit., a Kérélettani és Onkoldgiai Tanszék, valamint a TTK El valamennyi
munkatarsanak a munkaimhoz nyujtott segitségét. Kiilon kdszdnet Dékay Valérianak, aki az
immunhisztokémiai vizsgalatok kivitelezésében segitett, valamint Szendi Eszternek, aki

mindig hd tarsam volt a konferenciakon a vilag barmely pontjan.
Ko6szonom Lakatos Viktornak a rengeteg tdmogatasat, aki nélkul a dolgozat nem johetett volna
létre. Barmilyen problémaval batran fordulhatok hozza, mert tudom, hogy egyltt minden

akadalyt lekizdunk. Magabiztos hozzaallasabol igyekeztem er6t meriteni és tanulni.

Minden egyéb segitséget és tamogatast koszonok a Csaladomnak és a Barataimnak, akik

lehetbvé tették szamomra, hogy idaig eljussak.
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