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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései
1.1 Bevezetés

A daganatos betegségek kozul a non-Hodgkin
limfdbma (NHL) az egyik leggyakrabban el&fordulé
daganat emberek és kutyak esetében is. Az USA-ban 100
000 kutyara vonatkoztatva korulbelll 5300 uUj beteget
regisztralnak évente, amely tizszer tdbb, mint emberek
esetében, ahol 100 000 lakosra korulbelll 500 daganatos
eset jut. Azonban nemcsak az eléfordulasi aranyban van
hasonlosag az emberi és kutya NHL-t tekintve, de a
biolégiai és genetikai tulajdonsagokban is, valamint a
betegség kialakulasa és kiilénb6z6 fert6zd agensek vagy
koérnyezeti tényez6k kozotti kapcsolatot tekintve. Az
emberekben és a kutyakban spontan fejl6dé daganatok
morfoldgiai és klinikai megjelenésikben egyenértékiek,
amely lehetvé teszi az 6sszehasonlité vizsgalatokat és
a patogenezis részletesebb feltérképezését.

Szubtipusok tekintetében hasonlésagok és
kildnbségek egyarant medfigyelhetéek. Mig mindkét
fajnal a leggyakoribb szubtipus a diffuz nagy B-sejtes
limfoma (Diffuse Large B-Cell Lymphoma, DLBCL), addig
kutyak esetében ezt kdveti a periférias T-sejtes limféma

egyeéb csoportba nem sorolhaté tipusa (Peripheral T-cell
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Lymphoma Not Otherwise Specified, PTCL-NOS), amely
az emberi betegségnél kevésbé ismert. A kutyaknal a
gyakoribb, 60-80%-ban eléfordulo, B-sejtes limfémak
jobban reagalnak a kemoterapiara, hosszabb a betegek
recidivamentes és teljes tulélése is, szemben a 10-38%-
ban el6fordulé T-sejtes formaval. Az immunfenotipus
meghatarozasara tobbféle modszert alkalmazhatunk, igy
az immunhisztokémiai vizsgalatot (IHK), citologiai
vizsgalatot, aramlasi citométert (FC) vagy akar klonalitas
vizsgalatot PCR segitségével (PARR). Az allatorvosi
gyakorlatban altalanos diagnosztikai mddszerként az
indirekt jeldlést alkalmazé immunhisztokémiai vizsgalat
terjedt el. Azonban a daganatos betegségek kezelésénél
fontos tényez6 a korai diagnézis feldllitdsa és a helyes
terdpia mielébbi megkezdése, melyben az FC
segitséglnkre lehet. 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. Az &ramlasi
citometria a malignus hematolégiai korképek differencial
diagnosztikajan (immunfenotipizalas, stadiumbesorolas,
minimalis rezidualis betegség kovetés) felll szamos mas

célra is hasznalhatd, példaul a sejtfelszini P-glikoprotein
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efflux transzporter (Pgp) funkcionalis mérésére. Az
immunhisztokémiai modszerrel detektalt Pgp
prognosztikai szerepét kutya limfobma esetében tébb
tanulmany is vizsgalta, de nem volt egyértelmli a
kapcsolat a tulélési idével. A Pgp detektalasa FC-vel is
elvégezhetd. A calcein modszer segitségével egyszerien
megvaldsithaté a Pgp funkcionalis vizsgalata. A mérésbdl
szarmaztatott érték, a multidrog rezisztencia aktivitasi
faktor (MAF). A limfébma esetében a terapiara adott
valasszal dsszefliggésben megallapitottak, hogy a MAF
prognosztikai jelentéséggel bir a klinikkumban emberek
kérében. Azonban limfémas kutyak tumormintajan még
nem alkalmaztak ezt a mérési médszert.

A limfébma egy szisztémas, az egész testet érint6
megbetegedés, mely a nyirokrendszer sejtjeit értini,
éppen ezért elsédlegesen a szisztémas terapia javasolt.
Kezelés nélkil kutyaknal a tulélés csupan 4-6 hét, mig
intenziv kemoterapias kezeléssel elérhetd tlinetmentes
allapot, vagyis remisszidé (median betegségmentes
idészak 238 nap) és hosszabb tulélési id6 is (median
tulélési idé 344 nap). A multidrogterapia hatékonyabb,
mint az egyféle kezel6szert alkalmazo terapiak. Habar
nagyon sokféle protokoll létezik limfoma kezelésére, a

legtébb alapja az un. CHOP (ciklofoszfamid [C],
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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 érheté el, az életminéség
javithatd és a median tulélési id6 10-12 honapra
novelhetd. Azonban gyakran megfigyelhetd, hogy a
kezdetben hatasos kezel6szerekkel szemben kialakul a
szerzett rezisztencia.

A multidrog rezisztencia (MDR) kialakulasaért
szamos mechanizmus lehet felel8s, de leggyakoribb
okozdja egy 170 kDa molekulatbmegli membran
alkotéelem. A Pgp az ABC csaladba tartozé fehérje,
amely ATP hidrolizisét felhasznalva képes az anyagok
aktiv transzportjara a bioldégiai membranokon keresztil. A
Pgp sokféle gydégyszer felismerésére és eliminalasara
képes, ideértve a citosztatikus agenseket is (vinka
alkaliodikat, antraciklineket, taxanokat). Az emlitett CHOP
protokoll kezel6szerei kozul harom is Pgp szubsztrat, igy
a tumorsejteken megjelend efflux transzporter képes a
kezel6szereket az extracellularis térbe juttatni, ezzel
csokkentve az intracellularis gyogyszer koncentraciot.

Az ABC transzporterek rezisztencia
kialakulasanak mechanizmusaban betoltott szerepének

azonositasat kovet6 10 éven belul megkezdddtek a
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kutatasok, amelyek a Pgp és egyéb ABC transzporter
gatlok fejlesztésére Gsszpontosultak. A Pgp esetében a
gatlészerek 3 generaciojat kilonithetjuk el, azonban a
klinikai gyakorlatban egyik esetében sem sikerilt attoré
sikereket elérni. A gatlészerek alkalmazasanak
eredménytelensége abbdl fakad, hogy a Pgp fiziologiai
védelmi szerepe (a kulénb6zé barriereken, bélham
sejteken, vesében, majban) nélkilozhetetlen, igy annak
gatlasa szamos nem vart mellékhatast eredményezett.
KUlénbozé alternativ megkozelitésekre is Iéteznek
kutatasok, monoklonalis antitestek vagy az aktiv
immunizacio Pgp ellen vagy akar géncsendesités, de ide
tartozik a tirozin-kinaz gatlok (TKI) alkalmazasa is. A
kildnbdz6 gatloszerek mellett felfedezték, hogy a
ciklooxigenaz-2 enzim (COX-2) is hatdssal van a Pgp
aktivitasara. A COX-2 / PGE2 / PGE receptor jelatvitel
utvonal aktivalédasaval fokozodik nem csak a Pgp-t
kodol6 MDR1 gén, de az MDR kialakulasaban fontos
szerepet betdlté MRP1 és BCRP is. Azonban a kilénb6zé
COX-2 gatlo, nem szteroid gyulladasgatlo készitmények
(NSAID-ok) alkalmazasaval lehetéséglink nyilhat a
transzporter fehérjék expresziojanak
megakadalyozasara, ezzel a daganatellenes hatéanyag

citotoxikus hatasanak fokozasara, a toxikus

7



mellékhatasok kialakulasa nélkil. Els6ként 2002-ben egy
amerikai kutatocsoportnak sikerllt direkt kapcsolatot
igazolni a COX-2- és a Pgp aktivitas kozott. Az MDR1
MRNS expresszid ndvekedése a COX-2 expresszid
mértékétdl fiiggott. Majd bizonyitottak aramlasi citométer
és Western blot segitségével, hogy a COX-2 gatlészer a
Pgp expressziét és aktivitast is csokkentette. Azota
szamos sejtvonalon és tumortipusban igazoltak az
Osszefliggést. Tovabba a daganatos kutya limfoid
szovetekben is medfigyelhetd a fokozott COX-2
expresszio, azonban nem vizsgaltak a szelektiv COX-2
gatlészer alkalmazasat a gyodgyszer rezisztencia

lekUzdésének 6sszefliggésében.

1.2 Vizsgalati célok

1. Jelen  tanulmanyban célunk  volt, hogy
O0sszehasonlitsuk az immunfenotipus meghatarozasara
szolgaldo modszereket, igy az immunhisztokémiai vagy
aramlasi citometriai analizis el6nyeit és hatranyait.
Tovabba arra keressuk a valaszt, hogy a Pgp aktivitas
mérése elvégezhet6-e a rutindiagnosztikai maodszer
részeként a diagndzis megallapitasakor aramlasi
citométer segitségével. Hosszutavu ceélunk ezzel a

vizsgalattal az volt, hogy a kezdeti rezisztencia statuszt
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Ossze tudjuk hasonlitani a kutyak kemoterapias kezelése
soran mért Pgp aktivitassal, melynek valtozasa
informaciot adhat a Pgp szerepérdl a terapia rezisztencia
kialakulasaban. Az informacié fliggvényében a
kezel6szerek helyes megvalasztasaval kdzelebb

kerlllink az egyedre szabott gyégyaszat kialakitasahoz.

2. Tovabbi céljaink kdzott szerepelt, hogy vizsgaljuk az
allatgyogyaszatban  hasznalatos  terapias  szerek
hatékonysaganak valtozasat a tumorsejtek felszinén
kifejez6d6 Pgp hatasara in vitro egér leukémia sejtvonal
gyégyszerérzékeny és rezisztens parjan, valamint egy

diffuz nagy B-sejtes kutya limféma sejtvonalon is.

3. Célul tlztik ki, hogy a rezisztencia kialakulasara
kidolgozzunk egy olyan in vitro modellrendszert,
amelyben a kutya betegeknél alkalmazott terapias
protokollhoz  hasonld6 mddon  alakitiuk ki a
gyogyszerérzékeny  tumorsejtekb8l a  rezisztens

populaciot.

4. Legf6bb célunk volt, hogy az in Vvitro
modellrendszeriinkben olyan epigenetikai vagy COX-2

gatlészereket alkalmazzunk, amelyek az
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allatgyégyaszatban  hasznalatosak és  potencialis
kezel6szerei lehetnek a kutya limfomanak. igy a
doxorubicin terapiat kiegészitettik kilénb6z6
epigenetikai [temozolomid, trichostatin-A (TSA) és SAHA]
és COX-2 (gatloszerekkel (celecoxib, firocoxib,
meloxicam, mavacoxib). Az in vitro kisérletben arra
kerestik a valaszt, hogy a gatlészerek képesek-e a
doxorubicinnal egyuttesen alkalmazva a terapia
rezisztencia kialakulasaért felelés Pgp aktivitasanak

fokozédasat megakadalyozni.

2. Anyag és modszer

2.1 Az immunfenotipizalasi médszerek vizsgalata

Az immunfenotipus meghatarozasara alkalmas
tobbféle modszer (IHK, FC) dsszehasonlitasanak
vizsgalataban 35 multicentrikus limfémaval diagnosztizalt
kutya vett részt, 17 néstény és 18 him, atlagéletkoruk 8
év volt. Egy T-sejt gazdag B-sejtes Ilimféma
esettanulmanyban szintén 0sszehasonlitottuk a két
diagnosztikai modszert. Az esettanulmanyban szerepl6
paciens 11 éves néstény, yorkshire terrier kutya volt, akit

a CHOP protokoll szerint kezeltek.
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Az  immunfenotipus  meghatarozasahoz a
mintavételi eljaras mitét soran vagy a citologiai
mintavételhez hasonléan tlaspiracios mintavétellel
tortént. El6bbi esetében a teljes nyirokcsomét 10%-0s
pufferolt formalinba helyeztiik és kilsé laboratériumba
kuldtik tovabbi feldolgozas céljabol. A vékonyti-
aspiraciés mintavétel soran 18G tit hasznaltunk az
aramlasi citométer vizsgalathoz és 22G tiit a citologiai
vizsgalathoz. A mintat kiegészitett RPMI (Life
Technologies) folyadékot tartalmazé csébe tettik vagy
targylemezre applikaltuk. Ezt kévetéen a kildénb6zd
diagnosztikai modszerek szerint tortént a tovabbi
feldolgozas.

Immunhisztokémiai vizsgalat soran a nyirokcsomo
mintat fixaltuk, majd a vizsgalathoz paraffinba agyazott
metszeteket hasznaltunk. A T és B-limfocitak festéséhez
kilonbdz6 poliklonalis ellenanyag KIT-eket hasznaltunk.
CD3, CD79a/CD20 festést kovetben a masodlagos
antitestek felvitele tortént a protokollban leirtak szerint
DAB (3,3'-Diaminobenzidine) kromogén segitségével. A
hattérfestéshez Hematoxylin  Gill 1l (Merck KgaA,
Darmstadt, Németorszag) jel6lést alkalmaztunk. Pozitiv
kontrollként kutya tonsilla-szévet kerllt vizsgalatra, a

negativ kontrollhoz a primer ellenagyag felhasznalasa
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nélkul alkalmaztuk a jeldlési protokollt. Az egyes CD
markerek szazalékos meghatarozasahoz mindkét festés
esetében a legnagyobb mértékben expresszald
terlleteket valasztottuk ki és 5 nagy nagyitasu latétérben,
latéterenként 200 sejtet szamoltunk meg.

Az aramlasi citométeres vizsgalathoz a mintat
disszociaciés médiumba helyeztiuk, amely tartalmazott
kollagenaz és diszpaz enzimeket, igy 37°C
hémérsékleten 30 perc inkubaciét kovetéen 40 pym-es
szlrdvel elvalasztottuk a kisebb méretl sejteket a
sejtszuszpenzio kialakitdsahoz. 10° sejtet hasznaltunk a
festéshez, melyekhez direkt jelolt ~monoklonalis
ellenanyagokat adtunk CD3, CD21 markereket és ezek
izotipus kontrolljait. 30 percig 37°C-os vizfirdében
jeléltik a mintakat, melyekhez 1ml hideg PBS-t adva
leallitottuk a jeldlést és 300G centrifugalast kdvetéen 270
ul PBS-ben mértlk le a sejteket FACScan segitségével.
A CD3 és CD21 markerek szazalékos kiértékeléséhez a
BD CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, USA)
statisztikai programjat hasznaltuk.

A citolégiai vizsgalathoz alkoholos fixalast alkalmaztunk,
majd mindkét targylemezt gyors festést lehetévé tévd

Panoptic készlettel megfestettiik.
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2.2 A Pgp funkcionalis vizsgalata kutya limféma
esetén

A vizsgalatban 12 olyan kutya vett részt, akiknél a
diagnéziskor mért Pgp aktivitast 6sszehasonlitottuk a
kezelés soran kidjuldé tumorbdl mért értékkel. A kutyak
kozott 4 n6éstény és 8 him szerepelt, az atlagéletkoruk 6,8
év volt. 2 tovabbi esetnél négy alkalommal is megvaldsult
a Pgp aktivitas mérése a diagndzistol a terapia végeéig. 1.
esetben egy 3,5 éves, him, német juhaszkutya vett részt,
akit V. stadiuma (,b” alstadium) nagy sejtes
immunoblasztos limfomaval diagnosztizaltak. 2. paciens
egy 6,5 éves, néstény, cocker spaniel, kutya volt, IV.
stadiumu (,a” alstadium) DLBCL-lel diagnosztizalva.

A mintavételt kévetben a  P-glikoprotein
funkcidjanak méréséhez calcein médszert hasznaltunk. A
modszer l1ényege, hogy a nem fluoreszcens Calcein AM
festék a sejtekbe jutva intracellularis észteraz enzimek
hasitasara er6sen fluoreszkalo festékké alakul, melynek
jelintenzitasa mérhetd aramlasi citométer segitségével.
Azonban a P-glikoprotein jelenléte megakadalyozza a
Calcein AM (0,25 mmol/l) akkumulaciojat a sejtekben,
ezaltal a Pgp pozitiv sejtekben a festék jelintenzitasa
alacsony lesz. A Pgp gatlészer verapamil (10 mmol/l)

hozzaadasaval az intenzitas jelentésen emelkedik, igy a

13



modszerrel a Pgp funkcidja jél kdvetheté a kulénbdzé
sejtekben. Ehhez a vizsgalathoz 250 000 darab sejtet
hasznaltunk csoportonként. A MAF a verapamil
jelenlétével (mean fluorescence inhibited [MFI]) és
anélkil  (noninhibited [MFNI]) mért hisztogram
atlagértékébdl szamitottuk ki a kdvetkez6 képlettel: MAF
= (MFI - MFENI)/MFI.

Az immunfenotipus meghatarozasara hasznalt két
modszer (IHK, FC) kozotti kapcsolatot Pearson-féle
korrelaciés analizissel hasonlitottuk 6ssze (Microsoft
Excel 2019, Microsoft, Washington, USA). A

szignifikancia szintet p<0,05 értékben hataroztuk meg.

23 Egér és kutya limféobma sejtek in Vvitro
gyogyszertesztelésre valé alkalmassaganak
vizsgalata

Az in vitro vizsgalatokhoz P388 egér B-
limfoblasztos leukémia sejtvonalat és az abbdl Iétrehozott
doxorubicin rezisztens P388/ADR sejteket, CLBL-1 kutya
diffuz nagy B-sejtes limfoma uUszé sejtvonalat RPMI
tapoldatban tenyésztettik, melyet 10% fotalis borju
szérummal (FBS), 5mmol/l glutaminnal és 50 egység/ml
penicillin/sztreptomicin (Lonza) kombinalt antibiotikummal

egészitettlink ki. A sejtvonalakat 37°C-os h6mérsékleten
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tartottuk 5% COz-ot tartalmazoé inkubatorban. A
gyogyszer koncentraci6 meghatarozashoz 96-lyuku
mikrolemezekre (ltettlik ki a sejteket és a megadott
vegyuletekkel kezeltik 120 6ran at. Az inkubaciés id6
leteltével a sejtekhez 5%-0s PrestoBlue® oldatot adtunk,
majd a viabilitast spektrofotometrias moédszerrel mértik
EnSpire mikrolemez olvaséval (Perkin Elmer).

A Pgp szerepének tovabbi vizsgalatahoz egeér
allograft modellen is mértiik a doxorubicin és annak egy
specialis valtozatanak, a pegilalt liposzomalis doxorubicin
(PLD) hatékonysagat. Az allatkisérleteket az Orszagos
Onkologiai Intézet Kisérletes Farmakoldgiai Osztalyanak
allathdazaban végeztik a szikséges engedélyek
(22.1/2291/3/2010) és az Eurdpai Unio allatkisérletes
eléirasainak betartasaval. A P388 és P388/ADR 10°
darab sejtet injektaltunk intraperitonealisan 6-8 hetes
BDF1 egerek hasuregébe. 48 ora elteltével fizioldgias
séoldatot, doxorubicint (3 mg/kg) vagy PLDt (3 vagy 5
mg/kg) adtunk intraperitonealisan. A kezelést kovetéen az
egerek testtomegét hetente 3 alkalommal mértik,
valamint naponta ellendriztik az allatok allapotat (stressz,
diszkomfort, fajdalom) a Test Kondicié Pontozas (Body

Condition Scoring, BCS) modszerrel.
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Ezt kovetbéen a doxorubicin monoterapia soran
megvizsgaltuk a rezisztencia kialakulasaért felelés gének
(Abcb1a, Abcb1b) mRNS expresszidjat in vitro a
gyogyszerérzékeny és rezisztens  sejteken. A
vizsgalathoz P388 sejteket homogenizaltuk TRIzol™
reagensben (Life Technologies) majd a Direct-zol®
MiniPrep kittel (Zymo Research) izolaltunk RNS-t a gyarté
altal megadott modon. 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) prébat (Life
Technologies) hasznaltuk, mig az egér Abcb1a és
Abcb1b gének expresszidjat a megfeleld6 TagMan®
primerekkel kvantifikaltuk StepOne™ Real-Time PCR
készuléken (Life Technologies). Az mRNS expresszio

valtozasat pedig a 222t modszerrel hataroztuk meg.

2.4 In vitro modelilrendszer kidolgozasa a rezisztencia
tanulmanyozasara limféma sejtekkel

A legtdobb esetben a sejtek 20%-at elpusztitd
koncentraciot alkalmaztuk (ICeo). Doxorubicin esetében
azonban ICyo koncentraciot alkalmaztunk, vagyis a sejtek
90%-at elpusztitotta az adott kezelés. Ezek alapjan a
P388 sejteket (10° darab) 13 nmol/l doxorubicinnel
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kezeltik 120 d6ran at T75 szuszpenzios flaskaban, a
kombinalt kezelésben a doxorubicint kiegészitettik
celecoxibbal (16 pmol/l), firocoxibbal (16 umol/l),
trichostatin-A-val (30 nmol/l) vagy SAHA-val (0,4 umol/l),
hogy megvizsgaljuk a kulonb6z6 kezelbszerek
hatékonysaga hogyan valtozik a Pgp kifejez6désének
hatasara. A kisérleti elrendezésben a kezelést kovetben
a sejteket kezel6szer mentes tapoldatban tenyésztettik,
melyet 5 naponta cseréltiik addig, amig a tulélé sejtek
elérték a kezdeti denzitast 10%/18 ml (repopulacios idd). A
kezeléseket tobbszor ismételtik, minden harmadik
alkalmaval mértik a MAF értéket calcein modszer
segitségével, valamint a kemoterapias szerre vald
érzékenységet citotoxicitasi vizsgalattal.

A CLBL-1 kutya sejteken is ezt a Kkisérleti
elrendezést alkalmaztuk, de a kezdeti sejtszam ebben az
esetben 10’ darab sejt volt. A kezelés a kovetkez6
szerekkel tortéent: DOX (0,3 nmol/l), trichostatin-A (50
nmol/l), SAHA (0,7 ymol/l), celecoxib (26 pmol/l), firocoxib
(26 ymol/l), meloxicam (20 pmol/l) és mavacoxib (40

pgmol/l).

2.5 Allatgyégyaszatban mar alkalmazott COX-2 és

epigenetiai gatlészerek kombinalasa doxorubicinnal
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egér és kutya limféoma sejtvonalon a rezisztencia
kialakulasanak megakadalyozasara

A kombinalt kezeléseknél alkalmazott
kezel6szerek egymasra kifejtett hatasat is megvizsgaltuk
egy rovid tavu 5 napos mérésben. Az egér és kutya
sejteket 384 lyuku lemezre lltettik ki. A kezel&szerek
kombinaciéjat egy Hamilton StarLet automata
folyadékkezel6 pipettazd robot segitségével adtuk a
sejtekhez. Az inkubalas 37°C-on 5% CO; kérnyezetben
tortént. Glso (Growth Inhibition/névekedés gatlas)
értékeket PrestoBlue® reagens segitségével (Life
Technologies) hataroztuk meg és EnSpire mikrolemez
olvasoéval (Perkin Elmer) mértik le. Az 1. kezel6szer Glso
értékeit parositottuk ugy, hogy a 2. kezel8szer Glso értékét
fixen tartottuk és forditva, majd Glso izobolokként
abrazoltuk. A vizsgalat minden adatpontjanak
szignifikanciajat kiszamitottuk kombinacios indexként (ClI)
Chou 2006-o0s tanulmanya alapjan.

Az in vitro vizsgalatok kiértékeléséhez GraphPad
Prism 8. szoftvert hasznaltuk, melyekkel a citotoxicitasi
vizsgalatok noOvekedési gorbéjét és a Kaplan-Meier
tulélési gorbéket is abrazoltuk. Az egyes kezelési

csoportok és MAF értékek kozotti vizsgalathoz egy vagy
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kétutas ANOVA modellt hasznaltunk Tukey teszttel. A

szignifikancia szintet p<0,05 hataroztuk meg.

3. Eredmények és megbeszélés
3.1 Az immunfenotipizalasi médszerek vizsgalata

Az immunhisztokémiai (IHK) és az aramlasi
citometriai (FC) vizsgalatok 0Osszehasonlitasanal 35
limfdbmas kutya mintajanal B- és T-sejt markerek
szazalékos aranya kozott erds szignifikans korrelaciot
tapasztaltunk mindkét marker esetén (Rcp21=0,6560
(p=0,00002), Rcp3=0,8334 (p<0,00001). Tovabba egy
limféma esettanulmanyban megallapitottuk, hogy a CD20
marker expresszidja 43% volt, de 27% CD3 pozitivitast is
detektaltunk. A CD markerek expresszidjanak mintazata
és a sejtek morfoldgiaja alapjan a diagnézis T-sejt gazdag
B-sejtes limféma volt. Az esetet FC médszerrel is mértuk,
mely szerint a nagyobb méretl sejteket elemezve 62%
volt a B-sejt marker expresszidja, és 14% a T-sejt
markeré. Azonban, ha a kisebb méretli sejteket is
vizsgaltuk az arany 33:47%-ra valtozott. A mérést
kiegészitve a citoldgiai vizsgalattal, ugyanazt a diagnozist
kaptuk, mint az IHK esetében. Osszeségében az FC
alkalmas diagnosztikai modszer a limféma

immunfenotipizalasra. Gyorsan elvégezheté technika és
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kevésbé invaziv beavatkozast igényel a tlaspiracios
mintavétel, szemben az IHK-hoz szikséges mitéti
eljarassal, de sejt-sejt kapcsolaton alapuldé informaciot
nem ad. Az FC mérést célszerli citolégiai vizsgalattal
egylttesen értékelni, igy a sejtek morfoldgiajarol is
kapunk képet. Az IHK soran kevesebb sejtet elemezve
allitjuk fel a diagnoézist, az FC soran 10 000 darab sejtet
vizsgal a szoftver, azonban az IHK mddszert nem
szUkséges tovabbi vizsgalattal kiegésziteni. A két
modszer nem tekinthetd egymast teljes mértékben

helyettesithetd vizsgalatoknak.

3.2 A Pgp funkcionalis vizsgalata kutya limféma
esetén

A limféma ujabb prognosztikai faktorat vizsgalva,
12 kutyanal meghataroztuk a MAF-t. 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, elérve az atlag 0,47 (+
0,1) értéket. A masik 9 kutyanal a diagndziskor
megallapitott MAF érték atlag 0,08 (+ 0,07) volt, de a
terapia hatésara jelentésen emelkedett, atlag 0,38 (z
0,13) volt. A betegek atlagos tulélési ideje 396 (+179) nap

volt, amely 6sszhangban volt mas tanulmanyokban leirt
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adatokkal. Azonban a recidiva megjelenésétdl szamitott
periodus csupan atlag 120 (x104) nap volt. Igazoltuk,
hogy az aramlasi citométer alkalmas a Pgp funkcionalis
mérésére is. A tumorsejteken megjelend transzporter
gyakran felelés a multidrog rezisztencia (MDR)
kialakulasaért, amely az adott kemoterapias szerek
hosszu tavu hatékonysagat akadalyozza és befolyasolja
a tulélési idot.

A kovetkezd vizsgalatban is hasonlé folyamatot
tapasztaltunk, ahol két tovabbi betegnél négy mintavételi
idépont alapjan még tobb informaciot szereztlink a terapia
rezisztencia kialakulasarél. A vizsgalatbdl kiderUlt, hogy a
diagnoziskor megallapitott immunfenotipus valtozatlan
maradt a CHOP kezelés ideje alatt (CD3-, CD5-,
CD11/18-, CD14-, CD21+, CD34-, CD45+, MHCII+).
Ezzel ellentétben a MAF valtozasa folyamatos volt a
kezelés hatasara. Az elsé betegnél diagndéziskor a Pgp
aktivitas hianyat  tapasztaltuk  (MAF=0,01) a
tumorsejtekben. A CHOP terapia hatasara azonban
folyamatosan emelkedett a MAF érték, a végére elérte a
0,56 ertéket, ekkor a nyirokcsomoé mérete jelentésen
megnagyobodott volt. A masodik betegnél a Pgp aktivitas
mar a diagnéziskor kimutathaté volt (MAF=0,35), melynek

oka a prednizolon el6kezelés lehetett, majd 7 kezeléssel
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kés6bb mar 0,52-re emelkedett. A 136. naptdl a
tulajdonos anyagi problémai miatt a terapiat 33 napra
ideiglenesen fel kellett fliggeszteni, ezt az idészakot ,drug
holiday-nek” vagy gyégyszerszinetnek neveztik. A nem
tervezett gyodgyszersziinet szignifikans csokkenést
eredményezett a Pgp aktivitasban, a MAF lecsékkent
0,22-re. Azonban két tovabbi kezelés hatasara, a terapia
végére a tumorsejtek visszanyerték fokozott Pgp
aktivitasukat (MAF=0,31) és a nyirokcsomoék mérete is
novekedett a kezelés ellenére. Az immunfenotipus ebben
az esetben sem valtozott a terapia ideje alatt.
Vizsgalatainkbdl kiderilt, hogy az MDR kialakulhat
a kezelés hatasara (szerzett rezisztencia) vagy
megjelenhet mar a kezelés kezdetén is (nem szerzett
rezisztencia). Azonban mindkét esetben befolyasolja a
kezelés eredményességét. Habar mas kutatécsoportok
altal végzett klinikai vizsgalatokban is azonositottak a Pgp
jelentéségét a kedvezétlen terapias valaszt mutatéd
betegeknél, azonban kutya tumormintakon elséként

alkalmaztuk az aramlasi citometriai modszert.

3.3 Egér és kutya limfoma sejtek in Vvitro
gyogyszertesztelésre valé alkalmassaganak

vizsgalata
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Azt kovetben, hogy in vivo bizonyitottuk a Pgp
szerepét a terapia rezisztencia kialakulasaban in vitro
kisérletsorozatban is megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja
a kezelb6szerek hatékonysagat. A P388 sejteken 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. Citotoxicitasi vizsgalatban is
kimutathatdé volt a kilénbség, melyben az ICso értéket
hasonlitottuk 6ssze, igy a P388 és a P388/ADR
doxorubicin érzékenysege kozott a kulonbség 13 600-
szoros volt. A P388/ADR sejteken a doxorubicin kezelés
mellé Pgp gatlészert, tariquidart adtunk, igy a DOX
érzékenység kozelitett a P388 kezeletlen sejteken mért
értékhez és a kuldnbség 4,6-szeresre csdkkent. Ezzel a
modszerrel 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.
Hasonléan a doxorubicinhez, a P388 és P388/ADR sejtek
kozott 13 587-szeres volt a PLD érzékenységének
kilonbsége. Azonban a PLD mellett a tariquidar

alkalmazasaval ez lecsokkent 3,14-szeresre.
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A PLD vizsgalatat egér allograft modellben is
elvégeztik. A PLD kevesebb mellékhatast okoz, ezért
magasabb dézisban is adhaté volt szemben a
doxorubicinnal, igy 3 és 5 mg/kg dozist is alkalmaztunk. A
gyogyszer-érzékeny P388 sejtek jol reagaltak a DOX és
PLD kezelésekre egyarant, a tulélési id6 (DOX: 29 nap;
PLD 3 mg/kg: 28 nap; PLD 5 mg/kg:> 63 nap) jelentésen
novekedett a fizioldgias sooldattal kezelt csoporthoz
képest (15,5 nap). Ugyanezeket a kezeléseket
alkalmazva a rezisztens sejtekkel kialakitott
tumormodellben nem  sikerdlt a tulélési id6t
meghosszabbitani (DOX: 12,5 nap; PLD 3 mg/kg: 13 nap;
PLD 5 mg/kg: 16 nap).

In vitro is igazoltuk, hogy a Pgp jelentésen
befolyasolja a kezel6szerek hatékonysagat. Az allograft
modell eredménye 6sszhangban volt az in vitro adatokkal,
mely szerint a Pgp medialt rezisztens daganatsejtek
esetében a DOX és a PLD magasabb ddzis ellenére sem
bizonyult hatasosnak.

Ezt kovetéen a P388 sejteken tovabbi
allatgyégyaszatban is alkalmazott  gydgyszerek
vizsgalatat végeztik el, amelyek a limfdma potencidlis
kezel6szerei lehetnek. Ezeknek a kezel6szereknek

el6szor in vitro meghataroztuk az ICso koncentracidjat
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P388 egér sejteken, melyek kdzil a temozolomid nem
bizonyult toxikusnak, illetve csak nagyon magas
koncentracioknal mutatott toxicitast (ICs50=430 pM), a
SAHA és a TSA esetében az a koncentracio, amelyet
alkalmazva a sejtek 50%-a elpusztul 0,56 uM és 41 nM
volt.

A kutya limfébma tanulmanyozasara egy
relevansabb sejtvonallal bdvitettiik a panelt és a CLBL-1
diffuiz nagy B-sejtes kutya limfdbma sejtvonalon is
elvégeztik a vegylletek tesztelését. A CLBL-1 naiv sejtek
rendelkeztek enyhe Pgp aktivitassal, 0,22 MAF értéket
mértink. A CLBL-1 sejtek érzékenységének vizsgalatat is
elvégeztik a kulonboz6 kemoterapias szerekre és
epigenetikai gatlészerekre. A DOX ICsq értéke 1nM volt,
mig a SAHA ICs, értéke 0,76 pM, a TSA esetében 57nM
volt, mig a temozolomid ICso értékét 80 pM-ban
allapitottuk meg.

Osszességében a P388 és a P388/ADR
sejtvonalpar alkalmas a rezisztencia mechanizmusanak
vizsgalatara, mig a CLBL-1 relevansabb modell a kutya

limfdma tanulmanyozasara.

3.4 In vitro modellrendszer kidolgozasa a rezisztencia

tanulmanyozasara limféoma sejtekkel
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A kdvetkezd in vitro vizsgalatban célunk volt, hogy
a klinikumban medfigyelteket modellezzik. Az Uj
modszerben a gyogyszer érzékeny P388 sejteket 5 napig
kezeltik a CHOP protokoll egyik vegyiletével, ICio
koncentracidoban doxorubicinnal, majd a tulélé sejteken
tapoldatot cseréltink, amivel kimostuk a maradék
hatéanyagot a kulturabdl (repopulacio). P388 esetében a
masodik kezelést kovetben is hatasosnak bizonyult a
DOX IC1 koncentracid, a sejtszam ismét lecsokkent.
Azonban a harmadik kezelésnél mar nem volt
tapasztalhaté a sejtpusztulds, a kezelés ellenére is
ndvekedtek a sejtek, jelentésen megndvekedett a Pgp
expresszio6 (MAF = 0,6) 42 nap elteltével. Hasonlé
eredményt mértink a kutya B-sejtes limfoma sejtvonalon
is. A parentalis CLBL-1 sejteken 0,3nM DOX kezelést
alkalmaztunk, mely 5 kezelésig bizonyult hatékonynak. A
hatodik kezelés ellenére a tumorsejtek korlatlanul kezdtek
novekedni és érzéketlenné valtak a DOX hasznalatara, 74
napos kezelés hatasara a Pgp aktivitds fokozédott
(MAF=0,42). A kezelésre adott valasz és a MAF érték
novekedésével oOsszhangban a citotoxicitasi vizsgalat
eredményebdl is egyértelmlen kiderult, hogy a kezdeti
P388 és CLBL-1 sejtek kilencszer érzékenyebbek voltak,
szemben az altalunk DOX kezelt sejtekkel (P388 D és
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CLBL-1 D). A tariquidar hasznalataval ezekben a
kisérletekben is igazoltuk, hogy Pgp-medialt rezisztencia
alakult Ki.

A klinikumban medfigyeltik, hogy a véletlenszerii
gyogyszerszinet beiktatasa egy lehetéségnek bizonyult a
rezisztencia atmeneti leklizdésére, amely a Pgp pozitiv
tumorsejtek aranyanak csokkenését eredményezte. A
rezisztencia modellezését kovetben a gyogyszersziinet
hatasat is vizsgaltuk ezeken a sejteken. Ehhez az
elé6zéleg DOX kezelt rezisztens P388 D és CLBL-1 D
tumorsejteket gyogyszer mentes tapoldatba helyeztiik, az
P388 D/DH sejteknél 32 nap elteltével tapasztaltuk a MAF
csokkenését (MAF=0,47), mig a CLBL-1 sejteken
alkalmazott 27 napos gyogyszersziinet hatasara a MAF
0,26-ra csokkent 0,42-r6l. A citotoxicitasi vizsgalat is
igazolta, hogy a rezisztens és kezeletlen sejtek kodzott
mért 9-szeres kilénbség a gyodgyszerszinetnek
készdnhetbéen lecsdkkent 3,6-szeresre (p<0,0001) P388
esetén és csupan 2-szeres volt a CLBL-1 sejteknél.

A funkcionadlis és citotoxicitasi vizsgalatokkal
parhuzamosan a kovetkez6 vizsgalatban meértuk a
rezisztencia kialakulasaért felelés gének mRNS
expresszidjanak szintjét. A Pgp-t kédold gének kozil az

egér Abcbla és Abcb1b gének expresszio szintje

27



jelentésen emelkedett a DOX kezelés hatasara, mig
szignifikdns csokkenést tapasztaltunk az Abcb1a gén
expresszid szintjiében a gyoégyszerszinetet kovetden
P388 sejteken.

Osszességében  sikerlilt  modellezniink  a
klinikumban megfigyelt rezisztencia statusz valtozast in
vitro. A modellrendszeriinkben hasonlé mddon valtak
rezisztenss€ a tumorsejtek, mint a klinikumban
alkalmazott terapias portokoll hatasara. Ez a modell
relevansabb a rezisztencia tanulmanyozasara, szemben
a folyamatos szelekciés nyomas alatt tarott sejtekkel, mint
példaul a P388/ADR, amelynek kialakitasa 1 évet is
igénybe vett.

3.5 Allatgyogyaszatban mar alkalmazott COX-2 és
epigenetiai gatléoszerek kombinalasa doxorubicinnal
egér és kutya limféma sejtvonalon a rezisztencia
kialakulasanak megakadalyozasara

Az in vitro modellrendszerinkben a kisérleti
elrendezést ugy modositottuk, hogy a DOX kezeléssel
egyidében  alkalmaztunk  kulonbdzé  epigenetikai
gatloszereket (TSA, SAHA). Minden harmadik kezelést
kovetéen mértutk a MAF-t (MAF 1, 2, 3), majd

meghataroztuk azt az id6t, amig a sejtek MAF értéke
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alacsony maradt (<0,2). A hatarérték felett rezisztensnek
tekintettik a sejteket. Ezt az id&szakot vizsgalva a
DOX+TSA (40 nap) és DOX+SAHA (41 nap) esetében
nem volt jelentés kilénbség a DOX monoterapiahoz
képest (30 nap). 9 kezelést kdvetben pedig a MAF érték
jelentdsen novekedett a P388 kezelési csoportokban
(MAF=0,6), de a CLBL-1 esetén is meghaladta a 0,2 MAF
eértéket a 6. kezelés utan.

A kovetkez6 kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a
kilénb6z6 COX-2 gatlészereket (celecoxib, firocoxib,
meloxicam, mavacoxib) doxorubicinnel kombinalva
hogyan hatnak a Pgp aktivitasara. Kisérletiink
elvégzéséhez els6 Iépésben meghataroztuk a
kezel6szerek ICso koncentracidjat mindkét sejtvonalon,
azonban hamar kidertilt, hogy a firocoxib és a mavacoxib
még magas koncentraciokban sem volt toxikus az egér és
kutya tumorsejtekre.

A hosszu tavi  kombinalt  kezelésben
Osszehasonlitottuk az idét, amig a kezelt sejtek nem érték
el a rezisztensnek tekintett 0,2 hatarértéket, mely a
kovetkezbképpen alakult: 36 nap DOX kezelésnél, 44 nap
DOX+mavacoxib, 51 nap DOX+meloxicam, 67 nap
DOX+firocoxib esetén. Azonban meglep6 moddon a

DOX+celecoxib kombinaci®6 hasznalata esetén a
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tumorsejtek Pgp aktivitdsa 9 kezelést kdvetéen (100 nap
alatt) sem érte el a 0,2 MAF értéket (p=0,0073). A P388
tumorsejteknél szignifikans kildnbség mutatkozott a MAF
értékben 6 és 9 kezelést kovetbéen is a DOX+CEL
alkalmazasaval szemben a DOX monoterapiaval
(p<0,05), ahol 3 kezelés alatt jelentésen nétt a Pgp
aktivitas. A COX-2 gatloszerek kombinaciojanak
eredménye hasonlé volt a CLBL-1 sejteken is, ahol a DOX
rezisztens tumorsejtek MAF értékéhez kozelitett a
DOX+mavacoxib (MAF=0,39), DOX+meloxicam
(MAF=0,36) és a DOX+firocoxib (MAF=0,29) kezelési
csoportban mért MAF érték is. Azonban a
leghatékonyabb kombinacié szintén a DOX+CEL
egylttese volt, ahol szignifikans (p<0,05) kilénbséget
mértink 9 ciklust kdvetéen is a DOX monoterapiahoz
képest.

Eddigi vizsgalatainkbol kideralt, hogy bar az
altalunk tesztelt HDAC gatloszerekkel kombinalt terapia
nem volt szignifikansan hatékonyabb, mint a doxorubicin
6nmagaban, de a COX-2 gatlészerek kdzll a celecoxibbal
kiegészitett kemoterapiaval sikeresen megakadalyoztuk
a Pgp indukcio kialakulasat.

Az in vitro hosszutavu kombinaciés kisérletet

kovetben egy rovid tavu, 5 napos mérésben,
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megvizsgaltuk az eddig hasznalt kezel6szerek
(epigenetikai és COX-2 gatlészerek) hogyan hatnak a
doxorubicin toxicitasara. A DOX és celecoxib, valamint a
DOX és meloxicam kozott antagonista hatast meértink,
vagyis a kezel6szerek nem erdsitették a toxikus
hatasukat a P388 és CLBL-1 sejteken egylttesen
alkalmazva. A DOX és firocoxib esetén szintén
antagonista volt a hatas, de ez csak a CLBL-1 sejteken
érvényesilt, valamint a P388 sejteken DOX+TSA-t
alkalmazva. Ezzel szemben szinergista hatas mutatkozott
a DOX és firocoxib k6zott P388 sejtvonalon és DOX+TSA
kozott CLBL-1 sejteken, tehat ezeket egydlttesen
alkalmazva a kezel6szerek erdsitették egymas hatasat.

A DOX+CEL Pgp-re gyakorolt hatasanak
vizsgalata mellett a sejtek gyogyszerérzékenységét is
mértuk citotoxicitasi vizsgalattal. Mindkét sejtvonalon
igazoltuk, hogy a kezeletlen sejtek és a DOX+CEL kezelt
tumorsejtek doxorubicin érzékenységében nem volt
szignifikdns kulonbség.

Korabbi vizsgalatunkbdl kiderult, hogy a Pgp
megjelenésének megakadalyozasa nem a DOX és a CEL
szinergisztikus toxicitasanak eredménye, ezért a
kovetkez6 in vitro kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a

celecoxib egy DOX kezelés hatasara bekdvetkezd
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valtozast hasznal-e tamadaspontul. A kisérletben nem
egyidejlileg alkalmaztuk a DOX-t és CEL-t, hanem egy 5
napos DOX el6kezelést kdvetéen adtuk folyamatosan a
sejteknek a COX-2 gatlészert, mig a kontrol csoportot
gyogyszer mentes tapoldatba helyeztik. A sejtszamot
vizsgalva lattuk, hogy a P388 sejteknél korulbeltl 50%-0s
visszaesés mutatkozott a celecoxib kezelés hatasara,
mig a CLBL-1 tumorsejtek nem is élték tul az egyébként
20%-t elpusztitd kezelést. A DOX el6kezelést kovetéen
sikerult kimutatni, hogy a sejtek még érzékenyebbé valtak
a celecoxibbal szemben.

A kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk, hogy a
CEL gatolja-e a Pgp funkciéjat egy doxorubicin-rezisztens
sejtvonalon. A fokozott Pgp aktivitas miatt ezeknél a
sejteknél alacsony calcein intenzitast mértiink, azonban
Pgp gatlészert, verapamilt adva a sejtekhez mar magas
fluoreszcencia intenzitas volt megfigyelheté. Azonban a
verapamil helyett, a modellrendszerben alkalmazott 1Cgo
koncentracioban és annak 10-szeres dodzisaban
hasznalva a celecoxibot, nem tapasztaltunk kilénbséget
a hisztogramok kozott, vagyis bizonyitottuk, hogy a
celecoxib nem képes a Pgp direkt gatlasara. A kovetkez6
Iépésben a MAF mérést egy honapos gyogyszerszinetet

vagy celecoxib kezelést kdvetben végeztik el. 28 nap
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elteltével a P388/ADR sejteknél 0,97-r6l 0,82-re csdkkent
a MAF a gyoégyszerszinet hatasara, de a celecoxib
kezelés még jobban cstkkentette a Pgp aktivitas mértékét
(MAF=0,74). A CLBL-1 kutya tumorsejteken is hasonlé
eredményt mértlink, mig a rezisztens sejtek MAF értéke
0,36-rél 0,28-ra valtozott a 28 napos gyoégyszermentes
idészaknak koszonhetben, addig a celecoxib hatasara a
MAF valtozasa ennél is jelentésebb volt (MAF=0,19),
amely arra utalt, hogy a sejtek egy része elveszitette a
Pgp transzporter aktivitasat.

Eredményeinkre alapozva elinditottunk egy
randomizalt kettés-vak in vivo kutatast az Allatorvosi
Hematologiai és  Onkolégia  Kdzpontban, ahol
Osszehasonlitiuk a hagyomanyos CHOP protokollal
kezelt limfébmas kutyak recidivamentes és teljes tulélési
idejét az Uj modositott CHOP+CEL terapiaval kezelt
betegekkel.

4. Uj tudomanyos eredmények
1. Igazoltuk, hogy az aramlasi citométerrel végzett
és citolégiai vizsgalattal kiegészitett limfoma
immunfenotipus meghatarozas erésen korrelalt az
immunhisztokémiai  vizsgalat eredményével,

azonban az el6bbi modszer egyszeriibben,
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gyorsabban és kevésbé invaziv mddon
hasznalhat6 az allatorvosi onkoldgia terlletén.

A Multidrog rezisztencia Aktivitasi Faktor (MAF)
rutindiagnosztikai alkalmazasaval lehetévé tettuk,
hogy a limfomaval diagnosztizalt kutyak kezelése
soran egyszer(ien mérjuk és igazoljuk a Pgp altal
elbidézett rezisztencia kialakulasat, amely
gyakran a kezelés sikertelenségét eredmeényezi.
Két kutya limfébma eset tanulmanyozasa kézben
sikerllt a kemoterapias kezelés soran tobb
mintavételi idépontban is vizsgalni a Pgp aktivitas
valtozasat és medfigyelni egy esettanulmanyban,
hogy ez a folyamat reverzibilis volt a
gyégyszerszinetnek kdszénhetéen.

Létrehoztunk egy in vitro modellrendszert,
melyben nem a klasszikus folyamatos szelekcios
nyomas alatt tartott és ezaltal rezisztenssé valt
tumorsejtekkel dolgoztunk. A klinikumban a
kemoterapias szerek alkalmazasahoz hasonlo
modon alakitottuk ki az egér és kutya rezisztens
tumorsejteket, igy lehetéségunk nyilt a
rezisztencia in vitro tanulmanyozasara és a

probléma megoldasara uj stratégiakat keresni.
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5. Bizonyitottuk in vitro is, hogy a rezisztencia
kialakulasa visszafordithato és a gyégyszersziinet
képes ideiglenesen a Pgp aktivitast csokkenteni.

6. A COX-2 gatlészerek panelje (celecoxib, firocoxib,
meloxicam, mavacoxib) koézil a celecoxibrol
el6szor sikerilt bizonyitani, hogy doxorubicinnal
kombinalva képes az MDR kialakulasanak
megelézésére egér és kutya limfédma sejteken
egyarant. Tovabba az Aaltalunk kialakitott
rezisztenssé tett tumorsejteken is sikertlt a Pgp
aktivitast csOkkenteni celecoxib kezeléssel.
Megallapitottuk, hogy a hatast nem a Pgp
kozvetlen gatlasan keresztul fejt ki és nem a

doxorubicin toxicitasanak novelésével éri el.
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