A kutatas eredeti célja az volt, hogy olyan paramétereket talaljunk a kutyakban
eléforduld daganatok kezelésére, amelyek az eddiginél pontosabban leirjak ¢&s
megbizhatobb prognozist adnak a gyodgykezelésre adott varhatdé vélaszra. A kutatés
alapkérdése, hogy milyen tulajdonsagoktol fligg a daganatos sejtek terapia-rezisztens
vagy ¢érzékeny volta. Az ezzel Osszefliggd tényezdk koziil a rutin klinikai €és biokémiai
paraméterek meghatarozasan feliil, a daganatos sejtek szabadgyok-termeld és antioxidans
rendszerének, valamint a multidrug rezisztencia egyes elemeit vizsgaltuk.

A kutydk ¢és az emberek rosszindulati daganatai kozott nagyon nagy a
hasonlésag, ezért az allatok minden szempontb6l megfeleld modellként szolgalnak a
vizsgalathoz. Alkalmasak a szervezet éltalanos és a tumor szévetek redox statuszéanak,
valamint a terdpia kimenetele kozotti 6sszefiiggések tanulmanyozasara.

Munkankhoz a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Tanszékére beérkezd
daganatos kutydk leleteit és szOvetmintait hasznaltuk fel. A Belgydgyészati Tanszéken
rutinszerlien folyik kiilonbdzd daganatos korképekben szenvedd kutydk diagnosztizaslasa
¢s gyogykezelése, illetve itt végzik a szovetmintak hisztoldgiai és immunhisztokémiai
vizsgalatat, a tumoros sejtek immunfenotipizalasat ¢€s vérmintdik rutin klinikai
laboratériumi analizisét. A molekuldris bioldgiai vizsgalatokat, valamint a szabadgyokok
¢és antioxidans paraméterek mérését a MTA Kémiai Kutatokozpont Kémiai Intézetében
végeztiik.

A daganatos folyamatok prognozisanak megitélését eldsegiti a sejtek oxidacios
jellemzdinek ismerete. Az altalanosan vizsgalt paramétereken feliil a multidrug
rezisztenciara jellemzd egyes markerek vizsgalatat céloztuk meg, mivel ezek is
Osszefiiggésbe hozhatok a tumoros sejtek proliferacids és metasztatikus tulajdonsagaival,

de keveset tudni a prognosztikus értékiikrol.

Redox paraméterek mérése daganatos kutyakba.

Eldkisérleteink sordn, melyekben 11 elérehaladt non-Hodgkin limfomas és 10
egészséges kutya vér és nyirokcsomo mintdit vizsgaltuk, arra a megallapitasra jutottunk,
hogy a beteg allatok jelentds oxidativ stressz allat allnak. Legfontosabb eredményiink,

hogy a nyirokcsomokban mért egyes paraméterek, mint a redukalt és oxidalt glutation



aranya, illetve a biopszidkbol készitett és in vitro koriilmények kozott stimulélt sejtek
szabadgyok-képzo képessége aranyban allt a COPA (ciklofoszfamid-oncovirin-
prednisolon-adriamicin) kemoterdpia kimenetelével, vagyis a kutydk recidivamentes
¢letidejével. Ezek a teljesen 11j eredmények fontos prognosztikai jelentdséggel birhatnak,
amit a Cancer Letters cimii folyodiratban publikaltunk.

A biztato eldkisérletek utdn egy nagyobb szdmu és kiilonb6zo eseteket magaba
foglald csoporton vizsgaltuk, hogy a kutyak vérében és leggyakrabban eléforduld
tumoraiban mért redox és MDR paraméterek milyen Osszefliggésben allnak a daganatok
tipusaival, rezisztencidjaval, €s legfoképp, a terapia eredményességével.

Kimutattuk, hogy eldérehaladott kutya non-Hodgkin limfomékban a tumorok
proliferaciods indexe egyenes ardnyban all a szovet gluation haztartasaval, illetve stacioner
kiilonb6z6 tumorokban mért eredményekkel és alatdmasztjak azt az elképzelést, hogy a
tumoros sejtek egy fokozott metabolikus allapotbdl eredendden tobb szabadgyokkel
rendelkeznek, mint az egészséges sejtek. A mérési eredményeink alajan megallapithatjuk,
hogy a kezelések hatasara az antioxidans védekezd rendszer tagjai, a vords vérsejt-
hemben a glutation peroxidaz, a vérplazméban a FRAP (ferric reducing activity of
plasma) és a C-vitamin értékei a kezelés elsd hetén csokkenek, majd ezutan kezdenek
ujra emelkedni, ugyanakkor voros vérsejtekben a lipidperoxidacio termékének, a TBARS
(thiobarbituric acid reactive substrates), mas néven a malondialdehidnek a koncentracidja
a kezelés 2-3. hetében egyértelmiien nd. A glutation-redoxrendszer valtozéasa a kezelés
otodik hetében volt tapasztalhatd, mind a vérplazmaban, mind a vordsvérsejt
hemolizatumban mért paraméterek alapjan. A kezelésnek ebben az idépontjadban a
glutation-rendszerben fokozott oxidaciot igazoltunk, valoszintisitheten a korabban adott

ciklofoszfamid hatasara.

Fontos tantlsdg, hogy a szabadgyokok elleni csokkent védekezés az éllatokat
hajlamositja az egyéb fertdzéses betegségek kialakulasara. A kezelés soran tehat, ajanlott

az antioxidans védekezd rendszert tamogat6 szerek hasznalata.

Multidrog rezisztencia kimutatasa tumormintakban Western blottal.



A daganatok kemoterdpids kezeléssel szemben mutatott ellendlld képességének
egyik legjelentésebb tényezdje az MDRI transzporter, vagyis P a (permeability)
gliikkoprotein (Pgp), amely képes a kemoterdpias gyogyszereket a sejtekbdl kipumpdlni,
még azel6tt, hogy azok hatdsukat kifejthetnék. Vizsgalataink célja annak megallapitésa,
hogy az MDR1 immunhisztokémiai kimutatasanak sikeres beallitasat kovetoen sikeriil-e
a fehérje Western blot (Wb)-mddszerrel torténd kimutatasa is. Tovabba arra is valaszt
kerestiink, hogy ezzel a moddszerrel is sikeriil-e a betegek kezelésére vonatkozd
prognosztikai informaciot szerezni. Ugyanis nem talaltunk sem a human, sem az
allatorvosi szakirodalomban adatot arra vonatkozdéan, hogy Western blot modszerrel
vizsgaltik volna a Pgp-t, mint prognosztikai faktort daganatos korképekben. Osszesen 17
lymphomaban szenvedd kutya nyirokcsomoit vizsgaltuk. A kutyak életkora atlagosan 8,3
év volt. Mindegyik kutya a betegségének elérehaladott stddiumdban keriilt kezelésre,
mindegyiknél generalizalt periférids nyirokcsomé duzzanat, ¢és egy kivételével
valamennyi esetben lép, vagy madj, illetve hasiiri nyirokcsomd duzzanat, valamint a
betegséggel 0sszefliggd mellkasi radiologiai elvaltozasok jelentkeztek. A kemoterapias
kezelés soran a daganat visszahizodasa, vagyis a remisszio atlagosan 93%-os volt, az
elsé kigjulasig (recidivaig) eltelt id6 atlagosan 10 honap, és az elhullasig eltelt id6
atlagosan 15 honap volt.

A kimetszett nyirokcsomok egy része szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatra
keriilt, mig a masik részét -80 °C-on taroltuk a késébbi Wb modszerrel torténd
vizsgalathoz, amelynek sordn a human MDRI1 ellen egérben termeltetett C219-es
monoklondlis ellenanyagot hasznaltuk. Az MDRI1 negativ €s pozitiv esetek kiilonb6zo
paramétereinek Student féle #-probaval tortént vizsgalata soran szignifikans eltérést csak
a remisszio %-aban taldltunk. A Pgp-pozitiv esetekben ez 88, mig a negativ esetekben
100% volt. Az dsszes beteg 0sszes paraméterének egyiittes Osszehasonlitdsat Pearson-féle
modszerrel végeztiik. Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk az 1. és a 2. recidiva
megjelenésének ideje (r: 0,833) és az 1. recidiva, valamint a teljes talélési 1d6 kozott
(r:0,961). Negativ korrelacio jelentkezett a remisszid %-a és az éllatok életkora (r: -
0,549), valamint a remisszid %-a és a Pgp mennyisége (r: -0,462) kozott, tovabba a

1épduzzanat megjelenése és a talélési id6 kozott (r: -0,558). y-probaval igazoltuk, hogy



az MDRI1-pozitiv egyedekben szignifikansan tobb esetben jelentkezik a recidiva a
kezeléstdl szamitott 8 honapon beliil (p=0,023), mint az MDR 1-negativ esetekben. A Pgp
kimutatdsara iranyuld6 Wb-modszer specificitasa 85,7 %, és szenzitivitasa 70 %,
pontossaga 76,5 % arra vonatkozdan, hogy az igy vizsgalt és pozitivnak mindsitett
egyedekben az elso recidiva a kezelés kezdetét kovetd 8,5 honapon beliil jelentkezik.

Az eljaras 71,4 %-os specificitassal, 60 %-os ¢érzékenységgel és 64,7 %-os
pontossaggal jelzi elére azt, hogy az MDRI1-pozitiv allat elhulldsa a kezelés kezdetétol

szamitott 12 hénapon beliil bekovetkezik.

Multidrog rezisztencia kimutatisa tumormintiakban PCR technikaval.

A Western blot alkalmazasan kiviil kvantitativ real time-PCR technikéval is
megvizsgaltunk négy ismert és a multidrog rezisztencaban szerepet jatszo fehérje mRNS
szintjét.Vizsgélataink célja annak megallapitasa volt, hogy a nyirokcsomédk lymphoid
sejtjeinek egyes membrantranszportereinek (Pgp vagy MDR1, MRP1, MRP2 és a BCRP)
mRNS expresszidjanak mértékében van-e kiilonbség a kontroll egészséges és a betegek
kozott, valamint az mRNS-expresszid6 mértéke hogyan korreldl a lymphomas betegek
klinikailag is megfigyelhetd terapias véalaszaval.

A vizsgalatokhoz 4 csoportot alakitottunk ki: els6dleges, recidivalt, szepszisben
elhullott €és kontroll csoportot. E csoportok kozott elvégzett statisztikai szadmitasok tobb
terapiarezisztenciat okozo fehérje esetén is szignifikans eltérés mutattak. A kontrollhoz
képest mRNS szintll transzporter csokkenést talaltunk az MDRI1 szintjében mind az
elsddleges daganatok mind a recidivdkat tekintve, s6t azon nyirokcsomomintakban,
amelyek szepszisben elhullott betegekbdl szarmaztak. MRP1 esetében szignifikéns
kiilonbség addodott a kontroll és a szepszises csoport koztt. BCRP esetében a recidivalt és
szepszises csoport kozott talaltunk jelentds kiilonbséget. Az MDRI1 expresszid a
kontrollhoz képest a recidivalt csoportban szignifikansan nagyobb volt, abban az esetben,
amikor azonos allatok nyirokcsomoit hasonlitottuk dssze.

A betegek Osszes paraméterével (transzporter szintek, tulélési idok, kor) elvégzett
korrelacids vizsgélat soran szamos Osszefliggés adodott. Minél korabban jelentkezett az

elsé recidiva annal rovidebb idon beliil esett Gjra vissza az allat és anndl hamarabb



kovetkezett be az allat elhullasa. A korrelacios vizsgalat szerint az életkor novekedésével
a MDRI1 expresszidja is n6. Az MDRI1 szoros negativ korrelaciét mutatott a
recidivamentes tulélési idével €s a teljes tulélési idével. A BCRP mRNS expresszidja a
tuléléssel szintén forditottan aranyos.

Vizsgalataink eredményei alapjan elmondhatjuk hogy lymphomas kutyak
nyirokcsomdjabol PCR technikéval torténd transzporterek mRNS szintjének

meghatdrozasa fontos prognosztikai informévidval szolgalhat.

Fotodinamikus terapia alkalmazasa tarsallat tumorok kezelésében.

Napjainkban a klinikai kisallatgyogyaszat gyors fejlédése révén a korabbiak
mellett ) diagnosztikai és terdpids modszerek jelennek meg. A kiséallat-onkologiai
szakellatds az elmult évtizedben szdmos kezelési moddszert vett fel a rutineljardsok
sordba. Tarsallataink onkologiai megbetegedéseinek kezelésében a hagyomdnyos miitéti
beavatkozasok mellett specialis sebészeti ellatasra, kemoterdpiara és radioterapiara is
lehetdség nyilt az utobbi idében. A hazai allatorvos-tarsadalom és az allattartok
szemléletvaltasanak koszonhetden ezek az eljardsok mind gyakrabban keriilnek
alkalmazasra. Ezért munkankat kibdvitettiik a fotodinamikus terdpia (nemzetkozi
roviditése PDT) bevezetésére a magyar allatgyogyadszatba ¢€s mechanizmusanak
tanulmanyozésara.

A humén onkoldgiai diagnosztikai és terapias eljardsok soraban az elmult
évtizedekben ismertté valt PDT mar thljutott a kisérleti fazison, és egyes daganatok
illetve precancerosus allapotok kezelésében elfogadott, és rutinszeriien alkalmazott
modszerré valt. Lényege, hogy a szervezetbe fényérzékenyitd (fotoszenzibilizator)
anyagot juttatunk, mely a daganatszovetben tobbnyire feldusul, mig az egészséges
szovetekbdl viszonylag gyorsan kiliriil. A fényérzékenyitd anyag feldusuldsanak
fazisaban a daganatot meghatarozott hullamhossz, lathat6 tartomany fénnyel
megvilagitjak. Ekkor a szdvetben 1évd oxigén molekuldk reaktiv oxigén-specieszekké
(ROS) alakulnak és nagy mennyiségben valo felszabaduldsuk révén a daganatos sejtek
apoptosisba keriilnek, ill. irreverzibilisen karosodnak, amely a tumor regresszidjat

okozza.



Nagy betegszam vizsgalataval kivanjuk meghatarozni az egyes daganattipusok
PDT-érzékenységét, és hogy ez az érzékenység mely klinikopatoldgiai, biokémiai, redox
paraméterekkel korreldl. Vizsgalni kivanjuk a tumor stddiumanak, szovettani tipusanak és
differencidltsdganak a PDT hatékonysagaval vald Osszefiiggéseit, illetve a multidrog
rezisztencia fehérjék expressziojat. Ezeknek ismeretében a késdbbiekben mar eldre
jelezheté lenne az egyes tumortipusok PDT-érzékenysége, és végsd soron alapot
szolgaltathatna annak a kisallat-onkologiai protokollokba valod beépitésére.

Eddigi vizsgalatainkat elsdként 13 macskan és 3 kutyan végeztiik. A macskak
kozott 7 laphdmcarcinomas, és 6 sarcomas, mig a kutydk kozott 1 sarcomas és 2
mastocztomas beteg volt. A kezelések minden 4allaton azonos modon torténtek.
Szovettani mintdkat vettlink a kezelések el6tt, majd azokat kovetd 1-2. héten.
Vérmintakat a kezelés el6tt, kozvetleniil a kezelés utan, valamint 1-2 héttel a kezelések
utan vettlink.

A betegek atlagos recidivamentes talélési ideje (RTI) 14,5 11,1 hét (median: 13),
teljes talélési ideje (TTI) 23,8 £ 29,9 (medidn: 12) hét volt. A szdvettani malignitas foka
alapjan kis- és nagymalignitasi daganatokra osztottuk a betegeket Ez alapjan a
kismalignitdsu daganatos betegek RTI-je 16 = 11 (medidn: 16) hét, TTI-je 41,9 + 31
(medidn: 30) hét, a nagymalignitasi daganatos betegek RTI-je 1,5 + 1,2 (median: 1) hét,
TTl-je 2,7 £ 1,2 (median: 2,5) hét volt. A betegeken a PDT-kezeléseket kovetden
gyulladasos reakciok is mutatkoztak. A hematologiai paraméterekben a PDT-kezelések
utan kozvetleniil, mig a biokémiai paraméterekben 1 hét utan jelentkeztek valtozasok.

Tapasztalataink alapjdan a PDT-kezelés mind a carcinomds, mind a sarcomas
betegek esetén alkalmazhato, és kismalignitasii daganatok esetében eredményes.

A transzporter fehérjék mennyiségét kiilonboz6 macskdkbol szarmazo
tumorszovetekbdl Western blot technikaval hatdroztuk meg. A tumoros szdvetekben is
megtalalhat6 volt az MDRI, illetve MRP1 transzporter, de ezek mennyisége a PDT
kezelések hatdsdra nem novekedett jelentdsen. Az BCRP expresszigjat vizsgalva, néhany
esetben a PDT kezelések utan ndvekedést tapasztaltunk, ami az irodalmi adatok alapjan
varhaté volt. Az eddig elvégzett kezelések azt mutatjdk, hogy a vizsgalt multidrog
transzporterek a PDT kimenetelét nem befolyasoljak. Ennek kovetkezménye lehet, hogy

a mar MDR-rezisztens tumorok is sikeresen kezelhet6k PDT-vel.
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