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A zéarojelentést tematikus formaban készitettem el. Ebben két fo- és egy altéma szerint
allitottam Ossze a 2001-2004-ig terjedd iddszakban a 35246 sz. OTKA-palydzatban végzett
munkarol szold beszamolot. A beszdmoldban szerepld témak nagy része kozlésre keriilt,
részben szakcikk, részben konferenciakon eldadds, ill. poszter forméjaban. A beszadmold
terjedelméiil, ezért koztes megoldast valasztottam, ugyanis nem minden részlet keriilt
publikacidra a kordbbiakban.

A SEJTEK MAGVACSKA SZEBVEZ(’j REGIOJANAK (NUCLEOLARIS
ORGANISER REGION, NOR) EZUSTKOLLOIDOS FESTESEVEL (AGNOR)
SZERZETT TAPASZTALATOK

A kutatasi terviinkben szerepelt egy olyan festési eljaras alkalmazasa, amellyel
megbizhatobban tudjuk elkiiloniteni a daganatos sejteket a nem daganatos sejtektdl. Terveink
szerint a kutyak un. non-Hodgkin tipusu lymphomajanak esetében és a testliri gylilemek
sejtjeinek esetében végeztiink vizsgalatokat. Az AgNOR-mddszer egy eziistnitrat-reagenst
tartalmazod kolloidos festési eljaras, amellyel a sejtmagokon beliil a magvacska szervezo régid
(nucleolaris organiser region, NOR) lathatova valik. A NOR a daganatos sejtekben nagyobb
kiterjedésti és tobb szamban fordul eld, mint az egészséges sejtekben. Az tn. AgNOR-
modszerrel kapcesolatban tapasztalatokat gylijtottiink a modszer alkalmazhatosagarol, valamint
kifejlesztettiink egy modositast e festési modszerben, amellyel megbizhatobban kiilonithetjiik
el a sejteket. Az emlitett vizsgalataink eredményeit az alabbiakban ismertet;jiik.

Az AgNOR-mddszer alkalmazasa testiiri folyadékgyiilemekbdl és nyirokcsomokbol szarmazo
citologiai mintak vizsgalatara

Munkéank soran a Crocker ¢és munkatarsai altal kidolgozott eziisttel festddd nucleolaris
organizator régio (AgNOR)-modszert vizsgaltuk. Célunk az volt, hogy az AgNOR-festés
segitségével elkiilonitsiik a daganatos proliferaciot mutatd sejteket az €lettani és reaktiv
eredetiiektdl.

Osszesen 51 betegbdl szarmazé mintat vontunk be kisérletiinkbe, amelyek koziil 21-et
nyirokcsomokbol, 30-at pedig testiiri folyadékgyiilemekbdl nyertiink. A mikroszkdpos biralat
soran két paramétert vettiink figyelembe: az AgNOR-ok egy sejten beliili atlagértékét
(amelyet kenetenként minimum 100 sejt figyelembevételével kaptunk) és az AgNOR-ok
sejtmagon beliili eloszlasat. Ez utobbi elbiralasat a Crocker (1988) altal leirt osztalyozas
szerint végeztik (1 — egy AgNOR-szemcse csak a magvacskaban, illetve a magban tobb
magvacska észlelhetd, €s azokban csak egy AgNOR lathat6, 2- tobb AgNOR-szemcse a
magvacskaban, 3- egy, vagy tobb AgNOR-szemcse a magvacskan kiviil is).

A nyirokcsomokbol szarmazé 21 kenetbdl 13 volt daganatos eredetii (12 lymphomas betegbdl
szarmazo ¢s 1 karcindma metasztazist mutatd nyirokcsomo), a testliri folyadékgyiilemekbdl
szarmaz6 mintak esetében pedig 30-bol 13 mutatott neoplasztikus elvaltozast. A daganatos
proliferaciét mutatd nyirokcsomok esetében az AgNOR-szamok atlaga 4,19, a nem daganatos
esetekben pedig 1,62 volt. Ugyanezen értékeket a testliri folyadékgylilemek esetében
szamolva 3,98-at, illetve 2,69-ot kaptunk.

Az altalunk vizsgalt paraméterek és a sejtek neoplasztikus - nem neoplasztikus eredetének
Osszefiiggéseit statisztikai modszerekkel (Student-féle #-, Fisher exact-proba, valamint
varianciaanalizis) értékelve szignifikdns Osszefliggés mutatkozott mindkét valtozé
szamértékének novekedése €s a sejtek neoplasztikus eredetének valdszinlisége tekintetében,
ugyanakkor szdmos minta AgNOR-szdma a hatarértékhez kozelinek adddott. A Crocker-féle
besorolas alapjan az 1., 2. csoportba sorolt mintdk nem, mig a 3. csoportba sorolhaté mintak
daganatos eredetiiek..
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A nyirokcsomok esetén az 1. csoportba tartozok sejtmagonkénti AgNOR atlagértéke: 2,067, a
2. csoportba tartozd nem volt, és a 3. csoportba tartozoké 4,075-nek adodott. A testliri
folyadékgytilemek esetén az 1. csoportba tartozok értéke 3,067, a 2. csoportba tartozoké 2,826
¢és a 3. csoportba tartozoké 4,250 volt.a nyirokcsmok esetében az 1. csoportba sorolt mintak
esetében kisebb, a 3. csoportba sorolhaté mintdk értékeinél, mig a testliri folyadégyiilemek
esetében az 1. csoportba sorolt mintdk értékei nagyobbak a 2. csoportba sorolt mintak
értekeinél. Ez annak tudhato be, hogy az 1. csoportba sorolhatd6 mintdkra gyakran jellemzd,
hogy tobb magvacska van egy sejtmagban.

Arra a kérdésre, hogy daganatos eredetli-e egy minta, megbizhatobb valaszt adhatunk, ha az
AgNOR-ok szama mellett azok sejtmagon beliili eloszlasat is figyelembe vessziik.

Az AgNOR-moédszert hatékony, egyszerii modszernek tartjuk a citologiai mintak elemzése
céljabol, ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a hagyomanyos alkalmazast ellenfestési
technikaval médositva még jobban értékelheté mintakat nyerhetiink.

Vizsgaltuk tovabba az AgNOR-festéssel szerzett eredményeket abbdl a szempontbdl, hogy a
citologiai modszerrel vett mintdk esetében mennyiben térnek el azok a szovettani modszerrel
vett mintakétol.

Az AgNOR-modszer alkalmazasa lymphomas kutyak nyirokcsomoinak citologiai és szovettani
eljarasokkal torténd vizsgalatdra

Kisérletiink célkitlizése az volt, hogy az AgNOR-mddszer felhasznéaldséval 6sszehasonlitsuk
az egészséges kutyadkbol szarmazod citologiai €s kimetszéses modszerekkel nyert mintak
eredményeit biztosan lymphomas egyedek citologiai, kimetszéses és biopszids eljarasokkal
vett mintdinak eredményeivel, illetve a kontroll és a beteg csoportokban a citologiai €s a
szovettani (biopszia és kimetszés) modszerekkel vett mintdk sejtenkénti atlagos AgNOR-
szdmait egymassal is Osszevetettik. Az eredményeket statisztikai moddszerekkel
(Kolmogorov-Smirnov teszt, kétmintas és paros T-proba) értékeltiik ki.

A vizsgalt 10 kontrollbdl 10 citoldgia és 10 kimetszés késziilt, mig a 17 betegbdl 17 citologia,
9 kimetszés és 7 biopszia, tehat sszesen 27 citologiai, 9 kimetszéses és 7 biopszids mintat
vizsgaltunk.

A mikroszkopos biralat sordn a mintanként kb. 100-150 sejtben a sejtenkénti atlagos AgNOR-
szamra ¢€s a sejtek Crocker szerinti besorolasara voltunk figyelemmel. A kapott eredményeket
kiértékelve a kdvetkezoket allapithatjuk meg:

Az egészséges egyedek citologiai és kimetszéses eljarasokkal nyert mintdinak AgNOR-
eredményei statisztikailag azonosnak tekinthetdk, szélséértékek: 1,129 - 1,602.

A beteg egyedek citologiai és szovettani mdodszerekkel vett mintdinak eredményei kozotti
kiilonbség szignifikdnsnak mondhatd, szélsdértékek: citologiai mintdk sejtenkénti atlagos
AgNOR-szdmai: 2,645 - 5,897, szdvettani mintak sejtenkénti atlagos AgNOR-szamai: 2,201 -
3,750.

A kontroll és beteg egyedek citoldgiai és szovettani modszerekkel vett mintainak eredményei
kozotti kiilonbség is szignifikans.

Az elorehaladottan beteg egyedek és a tobbi beteg citoldgiai és szdvettani eljarasokkal vett
mintainak eredményei kozotti kiillonbség nem szignifikans.

A kutyak lymphomait szovettani szempontbdl a REAL-klasszifikéacid szerint értékeltiik €s két
csoportot kiilonitettiink el, a kis- és a nagymalignitasu (low garde és high grade) formakat. Az
AgNOR-szdmokat e két csoport kozott is 0sszehasonlitottuk. A citoldgiai és a szdvettani
modszerrel vett mintdk esetében is igazoltuk, hogy a kis malignitasii formdkban kisebb
AgNOR-szdmok (citologiai minta: 3,2, szovettani minta: 2,7) adodnak, min a nagy



malignitasu (citologiai minta: 4,1, szovettani minta: 3,2) formaknal. A korrelacios analizissel
mindkét eredetli mintdban igazolhatd volt, hogy minél malignusabb, proliferativabb a
daganatos kérkép annal nagyobb AgNOR-szamok tapasztalhatok.

A Crocker-féle besorolas 1. tipusdba tartozd egyedek mintai élettaninak tekinthetdk,
egészségesek vagy reaktivak, és nem daganatosak, mig a 3. tipusba tartozé mintak dontéen
daganatos (lymphomas) megbetegedésben szenvedd kutyakbol szarmaztak.

A fenti eredményeket 0sszevetve megallapithatjuk, hogy

A Dbetegség ténye citologiai és kimetszéses technikdval nyert mintakbdl egyarant
megallapithato.

A betegség eldrehaladott (IV/b.) stddiumdba sorolt betegek esetében a sejtenkénti atlagos
AgNOR-szdmok sem a szdvettani, sem a citologiai modszerrel nyert nyirokcsomo-mintadkban
nem mutattak szignifikans kiilonbséget, viszont a kismalignitasi lymphomak AgNOR-szamai
kisebbek, mint a nagymalignitasuak.

A betegség ténye citologiai moddszerrel érzékenyebben mutathaté ki, mint a szdvettani
eljarasokkal.

A biztos diagnozis érdekében ajanlatos mind az AgNOR-szdm, mind pedig a Crocker-féle
besorolési szerinti tipizalas, kiilonosen, ha az AgNOR érték az egészséges és daganatos
hatarértékek koriil mozog.

Az AgNOR-feliilet mérése képdigitalizacios modszerrel

Elézetes vizsgalataink alapjdn hat non-Hodgkin tipusii lymphomaban szenvedd kutya
nyirokcsomdjabol késziilt citologiai mintat vizsgaltunk. A festett keneteket NIKON Eclipse
400 tip. Mikroszkop ¢és NIKON Coolpix 995 digitalis fényképezOgép segitségével
lefényképeztiik, a képeket SONY PVM 1453 Mp video stidié monitorral rogzitettiik, majd
IMAN képdigitalizacios software (MTA, KFKI) segitségével elemeztiik.

A program segitségével a sejtek magjanak nagysaga és az in. AgNOR-feliilet is mérhetové
valt. Az atlagértékeket felvettiik, és viszonyszamokat is 1étrehoztunk. Az aldbbi paramétereket
allapitottuk meg:

atlagos AgNOR-szam digitalis szamoléssal (1,35, = 0,35), atlagos magfeliilet (6,38 pm, +
0,7), atlagos AgNOR feliilet (0,65 um, = 0,43 ), atlagos mag- ¢s atlagos AgNOR-feliilet arany
(12,8, = 6,4), szamolt atlagos AgNOR-szam (3,2, = 0,2). A képdigitalizacids programmal
szamolt AgNOR-szamok kisebbnek adodtak, mint a mikroszkoépos szdmolassal kapott
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kozott nem volt szignifikans 6sszefliggés.

SZABADGYOKOS ES ANTIOXIDANS FOLYAMATOK  VIZSGALATA
LYMPHOMAS KUTYAK NYIROKCSOMO- ES VERMINTAIBAN

Kisérleteink megkezdése eldtt irodalmi adatok alapjan kivantunk egy megfeleld attekintést
adni a daganatos folyamatok ¢és a szabadgyokos, ill. antioxiddns reakciok kozotti
Osszefiiggésekrol. Az irodalmi attekintésrol konferencidn is beszdmoltunk.

Szabadgyokés — és  antioxidans  folyamatok  szerepe a  daganatos  betegségek
terapiarezisztenciajanak kialakulasaban (irodalmi attekintés)

Kiilonb6z6 daganatos megbetegedéseknél mind human, mind allatorvosi vonalon egyik
gyakran jelentkezd, és eddig megoldatlan probléma, hogy a kezelések soran a hasznalt



citosztatikummal vagy a sugarterapiaval szemben a daganatos sejtek ellendlloképessége
megnd, ¢s nem alakul ki benniik irdnyitott sejthaldl (apoptosis), vagy citotoxikus hatas.
Elemzésiink nullhipotéziseként Bates (1994) allitasat tekintjiik at, melyben a szerzo szerint a
terapiarezisztencia (multidrug resistence, MDR) kialakulésa két f6 mechanizmuson keresztiil
érvényesiil. Az els6 a sejtek membranjan egyes pumpafehérjéknek, mint pl. a P-
glikloproteinnek a megjelenése és annak hatdsa, melynek soran egy ATP-fiiggd ionpumpa-
mechanizmus a sejtekbdl kidramoltatja a lipofil anyagokat, pl. a citosztatikumokat. A masik
f6 mechanizmus a daganatos sejtek egészségesekéhez viszonyitott, illetve a terapiarezisztens
daganatos sejteknek a terapiaérzékeny sejtekhez viszonyitott jobb antioxidans tulajdonsaga,
amely a glutation-redox-rendszeren keresztiil érvényesiil. Igazolni kivantuk, hogy a témaban
megjelent szdmos tudomanyos kozlemény aldtdmasztja-e ezt az allitast, illetve, hogy melyek a
fobb iranyvonalak a daganatok teripiarezisztencidjanak kialakuldsa, és a szabadgyokos, ill.
antioxidans reakciok Osszefiiggésének kutatdsaban. Néhany cikkben valoban szoros
Osszefiiggést lehet taldlni a tumoros, ill. MDR-rel rendelkezd daganatos sejtek és a jobb
enzimatikus, ill. nem enzimatikus antioxidans ellatottsag kozott, ilyenek, pl. a patkdnyok és az
egerek leukémia és lymphoma sejtvonalain végzett vizsgalatok, az emberek egyes leukémias
¢s lymphomas sejtvonalain, az emberek emld, tid0 és astrocytds daganatain végzett
kutatdsok. Mas cikkek a nullhipotézist nem tdmasztjak ala, pl. az emberek egyes leukémia €s
lymphoma (pl. a non-Hodgkin-lymphoma) tipusain, a cervicalis, a colon, az oesophagus
carcinomadin végzett kutatdsok. Azokban a daganatokban, amelyekben az antioxidans rendszer
hatékonyabb, elsdsorban a glutation-redox-rendszer miikddik jobban, ezen beliil is a redukalt
glutation (GSH), esetleg az oxidalt glutation (GSSG) koncentracidja magasabb a tumoros, ill.
MDR-rel rendelkezd daganatos sejtekben, szdvetekben. Kutatdsokban foglalkoztak azzal,
hogy ha a GSH-tartalom csokken a sejtek terapiaérzékenysége nd, igy az apoptosis-indukcio,
ill. a citotoxikus hatds fokozodik. Ugyanakkor a sejtek tiol-tartalmanak novelésével az
apoptosis-gatlas kimutathat6 volt. Szamos munka igazolja a NADPH, a cisztein, a glutation-
S-transzferaz, a glutation-peroxiddz és az E-vitamin nagyobb koncentracidban ill. aktivitdsban
valo jelentkezését a daganatos, ill. az MDR-rel rendelkezd neoplasztikus sejtekben,
szovetekben. Erdekes tapasztalat, hogy az apoptosis-rezisztenciat okozo protoonkogén Bcl2
expresszioja a glutation-redox rendszer miikodését fokozza. Mas vizsgalatok pedig, azt
igazoljak, hogy tobbek kozott a glutation-redox rendszer elemei (és még tobb vizsgalatban a
szuperoxid-dizmutaz ¢s a katalaz) csokkent koncentracidban, ill. aktivitdssal jelennek meg a
tumoros, ill. az MDR-rel rendelkezd daganatos sejtekben. A lipidperoxidaciot fokozo reaktiv
oxigén intermedierek, pl. a H,O, fokozta az MDR-ért felelds P-gliikoprotein expressziojat a
sejtekben, és ez a hatas antioxidansok adéasaval (pl. C-vitaminnal) kivédhetd volt. A daganatos
sejtekben a szabadgyokok képzodését jelzd tiobarbitursav-reaktiv anyagok mennyisége
altalaban nd, kivéve néhany esetet (pl. emberi thymocytdk, emldtumor, hepatoid sejtes
carcinoma). A daganatos sejtek lipidperoxidacios folyamatainak elmaradasat arra vezették
vissza, hogy a sejtek membranstrukturdja megvaltozik, és a tobbszdrdsen telitetlen zsirsavak
helyett telitett, a lipidperoxidaciora kevésbé ¢érzékeny zsirsavak foglalnak helyet a
membranban.

Irodalmi attekintésiink alapjan a nullhipotézisben megjelolt folyamatok nem egyértelmiien
igazolhatok, a szabadgyokds €s antioxidans reakciok MDR-rel valo 6sszefliggése még tovabbi
alaposabb kutatasokat igényel.

Az emlitett irodalmi adatok vezettek arra, hogy ne csak in vitro, sejtkultirakon, hanem in
vivo, valddi daganatos elvaltozast mutatd betegeken végezziink vizsgalatokat a szabadgydkds
¢s antioxidans folyamatok szerepének tisztdzasa céljabol. Ezért, vizsgalatokat végeztiink a



kutyak non-Hodgkin tipusti lymphomaja esetében a daganatos és az egészséges nyirokcsomo-,
ill. a beteg, valamint az egészséges kutydk vérmintdinak antioxiddns és szabadgyokos
paramétereivel kapcsolatban. Alaptézisiink az volt, hogy jelentkezik-e fokozott szabadgyok
képzddés a daganatos sejtekben, ill. rendelkeznek-e a daganatos sejtek erdsebb, ellenallobb
antioxidans képességgel az egészséges nyirokcsomok sejtjeihez képest. Tovabba
megfigyeléseket végeztiink azzal kapcsolatban, hogy a daganatos betegek vérmintdiban
jelentkezik-e kiilonbség az antioxiddns és szabadgyokos paraméterek tekintetében az
egészséges kutydk vérmintajahoz képest.

A szabadgyok-reakciok és az antioxidans védekezés elemeinek vizsgalata egészséges és

lymphomas kutyakban

Vizsgalatunk soran 11 kiilonbozd fajtaja, 3 és 8 év kozotti koru, hat him és négy ndstény

ivart generalizalt multicentrikus lymphoméban szenvedd és 10 egészséges 1,5-2,5 éves, négy

him és hat ndstény ivari beagle kutya vér- és nyirokcsomo-mintai alapjan kerestiik az

egészséges ¢s lymphomas kutydk szabadgyokos és antioxidans paramétereinek eltéréseit. A

kutyak bal vall el6tti nyirokcsomoéinak miitéti eltavolitdsa eldtt €s kdzben vett vérmintakbol

rutin hematoldgiai és plazmabiokémiai vizsgalatokat is végztiink.

A z alabbi antioxidans és szabadgyokos paramétereket vizsgaltuk:

e redukalt glutation-koncentracio (GSH): vérplazmabodl, vordsvérsejt-hemolizatumbdl és
nyirokcsomé-homogenizatumbol

e oxidalt glutation-koncentracio (GSSG): vérplazmabodl, vordsvérsejt-hemolizatumbol és
nyirokcsomd-homogenizatumbol

o redukalt- és oxidalt glutation- arany (GSH/GSSG): vérplazmabol, vordsvérsejt-
hemolizatumbdl és nyirokcsomo-homogenizatumbol

e glutation-peroxidaz-aktivitds (GSH-Px): vorosvérsejt-hemolizatumbodl €s nyirokcsomo-
homogenizatumbol

e tiobarbitursav-reaktiv anyagok koncentracidja malondialdehidben (MDA) kifejezve:
vorosvérsejt-hemolizatumbol és nyirokcsomd-homogenizatumbol

e szuperoxid-dizmutaz-aktivitds (SOD): vordsvérsejt-hemolizatumbdl ¢és nyirokcsomo-
homogenizatumbol

e vasredukcion alapuld Osszantioxidans-statusz meghatarozas (FRAP-érték): vérplazmabol,
¢és nyirokcsomod-homogenizatumbol

e E-vitamin-koncentracio: vérplazmabol, és nyirokcsomd-homogenizatumbol

e C-vitamin- koncentracid: nyirokcsomd-homogenizatumbol

e (Osszszabadgyok-koncentracid (TFR) meghatarozas elekronspin-rezonancia-
spektroszkopias (ESR) mddszerrel: nyirokcsomd-mintakbol

e a nyirokcsomodk sejtjeinek szabadgyoktermeld kapacitdsa forbol-mirisztat-acetat (PMA)
indukcio6 hatdsara kemilumineszcencias modszerrel: nyirokcsomo-mintakbol (iFR)

A kimetszett nyirokcsomokbol szovettani vizsgalat is késziilt és a lymphomas korképek

besorolasat is elvégeztikk a REAL-féle osztalyozas szerint. A lymphomatipusok pontosabb

meghatarozasa CD79a, CD3 ¢és Ki-67 markerek alapjan immunhisztokémiai moddszerrel

tortént.

A mérési eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy a betegek antioxidans

védekezése lényegesen rosszabb az egészségesekénél (1. tablazat). A beteg kutyak

nyirokcsomoinak sejtjei sokkal kisebb mértékben reagaltak a forbol-mirisztat-acetat (PMA)

stimulacidra, mint az egészségeseké, tovabba a betegek nyirokcsomoéi nagyobb mennyiségii

szabadgyokot és kevesebb antioxidanst tartalmaznak, mint az egészségeseké (2. tablazat).

Vizsgalataink eredményeit az alabbi tdblazatban is kozoljiik.

1. tablazat



Szabadgyokos és antioxidans paraméterek vizsgalata vordsvérsejt hemolizatumban kontroll
egészséges ¢és lymphomads kutyak esetében

GSH/

MDA SOD GSH GSSG GSSG GSH-Px
nmol/g . umol/g umol/g umol/g .
protein Ulg protein protein protein protein Urg protein
Control 415.5 1185.0 1858.1 24.6 118.3 107.3
n=10 +81.5 +174.8 +196.1 +11.9 +108.2 +32.2
Lymphoma 375.0 797.9%%*%  1406.8*** 18.39 77.37 97.54
n=11 +48.0 +159.7 +223.3 +2.5 +13.9 +29.0

A statisztikai analizis Student-féle ¢ probaval (***P<0.001). Az eredmények atlagértékét ¢s

szorasat (£) tlintettiik fel



2. tablazat

Szabadgyo6kos és antioxidans paraméterek vizsgalata vorosvérsejt hemolizatumban kontroll
egészséges és lymphomas kutyak esetében

GSH/ o e .

MDA GSH GSSG GSSG Vitamin E  Vitamin C

nmol/g protein pmol/g protein pmol/g protein ug/g protein ug/g protein
Control 118.7 1240.5 7.52 279.2 29.6 219.5
n=10 +37.7 +563.8 + 6.85 +171.8 +28.3 + 34.1
Lymphoma 119.57 814.9* 9.98 96.19** 34.7 207.2
n=11 +110.9 +291.8 +4.25 +57.8 +22.0 + 64.6

SOD GSH-Px FRAP TFR iFR

Ul/g protein  U/g protein pmol/g protein nM TEMPO fmol O," ~/ minute

Control 69.0 8.4 17.3 423 499.6
n=10 +28.2 +4.4 +11.4 +79 +386.9
Lymphoma  14.6%* 10.8 18.8 614** 11.9%*
n=11 + 8.2 +4.3 + 8.9 + 125 +3.8

A statisztikai analizis Student-féle ¢ probaval (*P<0,05, **P<0.01). Az eredmények
atlagértékét és szorasat (+) tiintettiik fel

Fontosnak tartottuk, hogy alaposan tanulméinyozzuk a lymphomas korképek kapcsan a
terapiarezisztencia, az un. multidrug resistance (MDR) ¢és a szabadgyokos és antioxidans
folyamatok kozotti Osszefiiggéseket. Amint ezt megtettilk az MDR ¢és altaldban a tumorok
Osszefiiggésében, ugy ezt tettiik specialisan a lymphoma vonatkozasaban.

Szabadgyokds és antioxidans folyamatok szerepe a lymphomak és leukemidk esetében
(irodalmi dattekintés)

Proliferacios képesség

Vajon a fokozott sejtosztodas okozhat fokozott szabadgyok képzddést, valamint fokozott
antioxidans védekezést a daganatos sejtekben, szovetekben?

Igen

a) Bodes és mtsai. (1999) kisérletében igazolta, hogy a proliferativ Nb2 lymphoma sejtek,
malignus progresszidja egylitt jar fokozott antioxidans védekezdé rendszeriikkel, amellyel
megvédik magukat az oxidativ sterssz-t6l, amelyet az anti-neoplastikus szerek okoznak.




b) Nb2-SFJCD1 sejtek képesek tobb glutationt termelni, ha oxidativ stressz-nek teszik ki dket,
¢és nagyobb ellenalloképességet tantisitanak a H,O,-indukalta apoptozisra (Meyer TE és mtsai.
1998).

c) Plazma-membran ektoenzim gamma-glutamyl transpeptiddz (GGT) a neoplasztikus
progresszio markere szamos malignus tumorban és azok metasztazisdban. Ugyanakkor ez az
enzim az extracellularis redukalt glutation (GSH) metabolizmusaban jatszik szerepet, mert
prekurzorokat biztosit a GSH szintézis¢hez. Az U937 lymphoma sejtek, nagymennyiségii
membranhoz kotott GGT-t tartalmaznak. A GGT-medialta GSH-metabolizmus egyiitt jar a
hidrogénperoxid extracellularis képzddésével. A GGT-aktivitds csokkenti a protein thiol-ok
mennyiségét a sejtfeliileten a szulthidril oxidacio és a protein S-thiolacié miatt (Dominici S et
al, 1999).

Apoptozisra val6 hajlam

Hipotézis szerint az apoptdzisra valé hajlam a szabadgyokok révén jon létre, amelyet az
oxidativ folyamatok indukalnak és medialnak.

Vajon a fokozott antioxidans védekezéssel rendelkezé tumorok antiapoptotiusak?.

Igen

a)Voehringer DW ¢és mtsai. (2000) egy multigenetikus programot feltételezett az apoptdzisra
megmutatkozd érzéknységgel O0sszefliggésben. Ezen beliil genetikai atalakuldsok vehetnek
részt, pl. a mitokondridlis “uncoupling”-ban és a csékkend membranpotencidlban. Ez a
program befolyasolja egyes apoptozist kivaltd faktorok kijutasdt a mitokondriumokbol,
amelyek révén az Un. kaszpaz-kaszkad aktivitdsa indul meg és apoptoézist okoz. Ezzel
ellentétesen azok a sejtek, amelyek rezisztensek az apoptozisra, csokentik ezeket a biokémiai
metabolikus folyamatokat, mig azokat az utakat aktivaljak, amelyek a GSH-koncentracio
novelésével 1étrehozzak, vagy fenntartjak a magas intracellularis redox-potencialt.

b) Vlachaki MT and Meyn RE (1998) szerint az intracellularis thiolok megvédik a sejteket az
apoptozistol, minthogy a GSH- és az oxidalt glutation- (GSSG) szintek magasabbak a
besugarzasra rezisztens, bcl-2-expresszald egérlymphoma sejtekben (LY-ar sejtvonal) a
besugarzasra érzékny nem-bcl-2-expresszalé sejtekhez képest (LY -as sejtvonal).

c) Mirkovic N. és mtsai. (1997) szintén Ggy véli, hogy az antiapoptotikus bcl-2 fehérje a
sejtekben meggatolja az apoptdzist az antioxidans rendszeren keresztiil, amely a sejtekben
jelenlévd thiolok részvétele révén mitkodik.

Nem

Az oxigén-eredetii szabadgyokok hatdsa a kornyezet oxigénkoncentraciojatdl is figg. Igy
feltételezések szerint az oxigén maga is indukalhatja az apoptozis kialakulasat. Muschel RJ és
mtsai. (1995) kisérletében azt igazolta, hogy ez a feltevés nem egyértelmiien igaz.

a) Lee Y, és Shacter E (1997) kimutatta, hogy az endogén bcl-2-fehérje nagyfoku expresszioja
nem védi meg a sejteket a H202 altal indukalt sejtpusztulastél, mig ugyanezeket a
sejtvonalakat az egyéb adgensek altal okozott apoptdzistol megvédi.

b) Shimizu S (1995) és mtsai. szerint a bcl-2 és a Bel-xL medialta anti-apoptotikus funkcio
nem az oxigéneredetli szabadgyokok altal befolyasolt mechanizmuson keresztiil jon 1étre.
Teréapiarezisztencia (MDR)

Vajon a terapiarezisztencia kapcsolédik-e a  fokozott antioxidans védekezési
mechanizmushoz?

Igen

a) Bates SE ¢és mtsai. (1994) jelezte, hogy a GSH, valamint a kapcsol6d6 enzimek fokozott
jelenléte igazolodott a

terapiarezisztens tumorokban.

b) Lee WP ¢és mtsai. (1996) feltételezte, hogy a HOBI1 sejtekben az adriamycin-kezelés
apoptozist indukald hatasanak korai szakaszaban, a glutation-S-transzferaz (GST) és a
glutation-peroxidaz fontosabb szerepet jatszhat, mint a P-glycoprotein hatasa.




Nem

Ribrag V ¢és mtsai. (1995) vizsgaltdk a fontosabb kemoterdpids szerekkel szembeni
metabolikus utakat normal lymphocytdkban, valamint kemoszenzitiv és kemorezisztens NHL-
sejtvonalakban. Egymassal ellentétes eredményekre jutottak. Az eredmények azt mutattik,
hogy a citokrom P-450 enzimatikus rendszer hidnyzott mind a normél, mind a lymphoma
sejtvonalakban. A GST-aktivitas szignifikdnsan kisebb volt a kemorezisztens NHL-sejtekben
a normal lymphocytakhoz képest.

A kutatomunkank sordn non-Hodgkin tipust lymphomdban szenvedd kutyak kemoterapias
kezelése tortént meg. A kezelés soran szerzett tapasztalatainkat Osszevetettiik azokkal a
kordbban mért paraméterekkel. Osszehasonlitdo elemzéseket végeztink a beteg kutyak
kiilonb6zé paramétereivel kapcsolatban, tovabba vizsgaltuk, hogy a paraméterek hogyan
viszonyulnak az allatok kezelését kovetd recidivamentes tulélési idejéhez, valamint a betegség
kialakulasatol szamitott teljes élettartamahoz.

Lymphomas kutydk szabadgyokos és antioxidans paraméterei a tulélési idé vonatkozasdaban
Vizsgalatunk soran 11 kiilonbozd fajtaja, generalizalt multicentrikus lymphoméban szenvedd
kutya vér- ¢és nyirokcsomd-mintdi alapjan kerestiik a szabadgyokos és antioxidans
paraméterek eltéréseit a kemoterapias kezelés hatékonysaga szempontjabol.

A betegek nyirokcsomoéinak miitéti eltavolitasa eldtt vett vérmintakbdl, valamint az
eltavolitott nyirokcsomokbol tobbek kozott antioxiddns és szabadgyokos paramétereket,
valamint a nyirokcsomd-mintdkban proliferacios markerként Ki67 expresszidt vizsgaltuk. A
kemoterapids kezelés hatékonysagat a kezelés kezdetétdl szamitott recidivamentes tulélési
idével (RMI, hénap), valamint a teljes élettartammal (E, honap) jellemeztiik. Korrelacios
analizist végeztiink részben az RMI, és az E vonatkozasiban, részben az antioxidans
paraméterek egymashoz vald viszonyaban. Linedris regresszid analizissel az alabbi
szignifikans (P< 0.05) osszefliggéseket tapasztaltuk.

A nyirokcsomdkban elekronspin-rezonancia-spektroszkopids modszerrel mért  Ossz-
szabadgyok koncentracio (OGy) és a nyirokcsomok proliferacios indexe (Ki67 pozitivitas)
kozott pozitiv korrelacidt (korrelacios egyiitthato: r) (r=0,661, n=15) taldltunk. - Ebben az
Osszehasonlitasban az egészséges kutydk nyirokcsomodjabol mért értékeket is belefoglaltuk az
elemszam novelés érdekében. A beteg kutydk nyirokcsomojaban az OGy és a vérplazma
redukalt- ¢és oxidalt glutation aranya (GSH/GSSG) kozott negativ korrelaciot (r: 0,718, n=8),
valamint a nyirokcsomok proliferacios értéke (Ki67) és a nyirokcsomok vasredukceion alapuld
Osszantioxidans-statusza (FRAP-érték) kozott negativ  korrelaciot  (r=-0,682, n=11)
tapasztaltunk.

A beteg kutyak esetében az RME és az E pozitiv korrelaciot (r: 0,983, n=11) mutat. Az RME
¢s a nyirokcsomodk sejtjeinek szabadgyok-termeld kapacitdsa (OB, oxidatve burst) kozott
pedig negativ korrelaciot (r= -0,815, n=10) talaltunk Az RME és a kutyak nyirokcsomo6jabol
mért GSH/GSSG kozott pozitiv korrelaciot (r: 0,647, n=11) mutattunk ki. Az OB ¢és a
nyirokcsomok GSH/GSSG ardnya kozott negativ korrelacidt (= -0,732, n=9), az OB ¢és a
vorosvérsejtek szuperoxid-dizmutdz-aktivitdsa (SOD) kozott pedig negativ korrelaciot (r: -
0,794, n=9) tapasztaltunk.

annal nagyobb a nyirokszovetben a szabadgyokok koncentracidja, ugyanakkor annal rosszabb
az antioxidans stitusza. Tovabba minél nagyobb a nyirokszdvetben a szabadgyok-
koncentracio, annal rosszabb a (vérplazmaban mért) szisztémas antioxidans statusz is.



A betegek akkor élnek hosszabb ideig, ha a recidiva késobb jelentkezik. Minél nagyobb a
daganatos sejtek indukciora bekovetkezé gyoktermeld képessége (OB), annal hamarabb esik
vissza (recidival) a beteg. Ez a beteg szOvetben annak kovetkeztében alakulhat ki, hogy
romlik a szovet antioxiddns védekezése, ugyanis forditott ardnyossdg van a gyoktermeld
képesség (OB) és a nyirokcsomok GSH/GSSG ardnya kozott. A daganatos szdvet
gyoktermel6 képességének fokozddasaval romlik a vordsvérsejtek SOD—aktivitasa is, tehat ez
a folyamat a szisztémas antioxidans védekezését is rontja.

Rutin és antioxidans vérparaméterek dsszehasonlitasa lymphomas kutyakban

Korabbi vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a kutydk multicentrikus lymphomaja
soran oxidativ stressz alakul ki. Jelen kutatdsunkban 0&sszefliggéseket kerestiink 11
lymphomas és 10 egészséges beagle kutya vér- és nyirokcsomo-paraméterei kozott. Ezen
kiviil a beteg kutydk paramétereit egymashoz viszonyitva is megvizsgaltuk

A thrombocytaszam 42%-kal, a lymphocytaszam 45%-kal, az albumin koncentracio 12%-kal,
a vorosvérsejtek redukalt glutation (GSH) koncentracidja 31%-kal, a vordsvérsejtek
szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitdsa 33%-kal bizonyult nagyobbnak a kontrollokban a
betegekben mértekhez képest. Néhany paraméter valtozasa azonban ellentétesen alakult. Az
alkalikus-foszfatdz (ALKP) aktivitds 622%-kal, a laktat-dehidrogendz (LDH) aktivitas 111%-
kal, a kreatininkoncentracio 38,2%-kal bizonyult nagyobbnak a betegekben.

A betegek néhany paraméterében jelentds Osszefiiggés is mutatkozott. Szignifikdnsan
(p<0,05) negativ korrelacidt taldltunk a plazma alanin-transzaminaz- (ALT-) aktivitasa és
GSH—koncentracioja kozott, a plazma Osszefehérje koncentracidja és a voOrdsvérsejtek
malondialdehid-koncentracidja kozott, a plazma anorganikus foszfatkoncetracidja és a
vorosvérsejtek GSH/oxidalt glutation ardnya kozott, az dsszfehérvérsejtszam (fvs-szam) és a
hematokritérték kozott, valamint az fvs-szam és az albuminkoncentracid kozott.
Szignifikdnsan (p<0,05) pozitiv korrelacié jelentkezett az fvs-szdm és a neutrophil
granulocytdk szdma, a plazma Osszkalcium koncentracidja és LDH-aktivitdsa, valamint a
nyirokcsomok proliferacios markere, Ki67 %-a és a plazma ALT-aktivitasa kozott.

A lymphomas kutydk vorsvérsejtjeiben az antioxidans paraméterek értékeinek (GSH, SOD)
csokkenése, az egészségesekéhez képest, rosszabb antioxiddns védekezésre utal. A
korrelacios vizsgalatok alapjan a szabadgyokok, illetve a nem megfeleld antioxidans
védekezés hatasa gyanithato a plazma ALT-aktivitdsanak, anorganikus foszfat- ¢&s
stadiumaiban kialakul6 mésodlagos gyulladasos mechanizmus miatt is kialakulhat, mégis
feltételezziik, hogy a daganatos proliferacio részben kdzvetlen mddon, részben a szervezet
antioxiddns védekezd mechanizmusat befolyasolva kozvetve is feleldssé tehetd a koros
allapotokat, illetve egyes szervfunkciokat jelzé paraméterek értékeinek valtozasaért.

CHOP-terapia hatdasa non-hodgkin lymphomak oxidacios vérparamétereire kutydakban
Biooxidacios paraméterek valtozasat vizsgaltuk 22 non-Hodgkin lymphomas kutyanal. Célul
tliztlik ki a cyclophosphamid — doxorubicin — vincristin — prednisolon (CHOP) terapia
kimenetelének becslését, mért oxidacids paraméterek alapjan.

A mintavételek soran 13 lymphomas kutyanal sikeriilt vérmintat venni nem csak a terapia
elott, hanem a terapia folyaman is, ami egy esetben a 30. hetet is elérte. A rutin
laborvizsgélatokban mért adatokon kiviil, a kovetkezd paramétereket hataroztuk meg vérbol:
all-trans-retinol, DL-alpha-tokoferol, retinol-palmitat, aszkorbinsav, redukalt ¢és oxidalt
glutation aranya, glutathion-peroxidaz, szuperoxid dizmutédz, malondialdehid (MDA). Ezeket
Osszevetettiik a kutydk életkoraval, szovettani tipusaval €s a tumorok remisszios idejével. A
visszaesO kutyak remisszios iddi 6-37 hetes intervallumban mozogtak. A vitamin méréseket
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normal fazisa ill. RP-HPLC-s elvalasztassal, valamint UV- és fluoreszcencias detektalassal
végeztiik. A tovabbi oxidacids paramétereket Ransel-kitekkel mértiik. A szignifikdns valtozast
mutaté MDA-t tiobarbitursavas meghatarozassal becstiltiik meg.

A mért adatokat statisztikailag elemeztiik, és az alabbiakat allapitottuk meg: a vizsgalt allatok
kora pozitivan korreldlt a lymphomaés allatok remisszios idejével. Vagyis, a CHOP
kemoterapidra az idésebb allatok jobban reagaltak (=042, P<0.05).

Az oxidativ stresszre jellemzd lipidperoxidacios termék (vorosvértest MDA) koncentracidja a
gyogyult kutyak (90 hétnél tali remisszios 1d0) esetében mar a terdpia elsé 3 hete alatt
novekedésnek indult, mig a visszaesé kutydkndl nem valtozott, vagy csokkend tendenciat
mutatott. Az MDA-értékek a gyogyult betegeknél tobb idépontban bizonyultak szignifikdnsan
(P<0,05) nagyobbnak a visszaesd betegekhez képest (adatok kozotti kiilonbségek: 1-3. hét 62
%, 4-7. hét 111 %, 9-11. hét 111 %, 12-30. hét 73 %). A gyogyult illetve a visszaesd kutyak
esetében ez a kiilonbség fliggetlen volt a betegek koratol, fajtajatol, illetve a szovettani
eredményeiktdl. Az MDA valtozasok kiilonbségének igazolasdhoz paraméteres €és nem
paraméteres probakat, valamint csuszoatlagokat egyarant hasznaltunk. Ennek oka, hogy a
rendelkezésre allo esetek szdma alacsony volt, ezért tobb statisztikai modszer alkalmazasaval
ellendriztiik a szignifikancidt. A gydgyult és a visszaesé kutydk MDA értékei kozotti
megfigyelt kiilonbség jelentdségének aldtdmasztdsdra azonban tobb esetre lenne sziikség.
Ennek fontossdga, hogy a kemoterdpia korai szakaszdban meg tudjuk becsiilni annak
kimenetelét, illetve hogyha sziikséges, idében kezelést tudjunk valtoztatni.

A szabadgydok-reakciok és az antioxidans védekezés elemeinek vizsgalata lymphomas kutyak

citosztatikus kezelése sordn

Vizsgalatunkban vérvételek alapjan 41 kiilonbo6zo fajtaji, 2-11 év kora, 21 ndstény, és 20 him

lymphomés betegek vér-mintai alapjan kerestik a lymphomas kutydk szabadgyokos és

antioxidans paramétereinek valtozasat a kezelések soran. A kutyak koziil tizenhatnak diffuz

follikularis centrum sejtes lymphomadja, tizenkilencnek diffuz nagy B-sejtes lymphomaja,

egynek enteralis lymphomadja, négynek praecursor T-lymphoblastos lymphomaéja, kettdnek B-

sejtes lymphoid leukaemiaja volt. Ezek koziil négy a Ill/a stddiumba, harom a I1I/b stddiumba,

tizennégy a IV/a stddiumba, tizenhat a IV/b stadiumba, kettd az V/a stadiumba ¢és ketté az V/b

stadiumba tartozott. A paramétereket a kezelések eldtti, és a kezelések soran vett

vérmintakbodl hataroztuk meg.

A z alabbi antioxidans és szabadgyokos paramétereket vizsgaltuk:

e redukalt glutation-koncentracié (GSH): vérplazmabol, vordsvérsejt-hemolizatumban

e oxidalt glutation-koncentracid (GSSG): vérplazmaban, vorosvérsejt-hemolizatumban

o redukalt- és oxidalt glutation- ardny (GSH/GSSG): vérplazméban, vorosvérsejt-
hemolizatumban

e glutation-peroxidaz-aktivitds (GSH-Px): vorosvérsejt-hemolizatumban

tiobarbitursav-reaktiv anyagok koncentracidja malondialdehidben (MDA) kifejezve:

vorosvérsejt-hemolizatumban

szuperoxid-dizmutaz-aktivitas (SOD): vorosvérsejt-hemolizatumban

vasredukcion alapuld dsszantioxidans-statusz meghatarozas (FRAP-érték): vérplazmaban

C-vitamin- koncentracid: plazméaban

[. Az els6 vizsgalati sorozatban Osszehasonlitottuk a lymphomads kutydk kemoterapias

kezelésének hatasara a vér antioxidans és a szabagyokds paraméterciben bekovetkezd

valtozasokat az 1d6 fliggvényében a kezelés 10-12. hetéig.

A plazmaban mért szabadgyokos és antioxidans paraméterek koziil a lymphomas kutyak

mintadiban a GSH, a GSH/GSSG, FRAP ¢és a C-vitamin értékei kozott talaltunk szignifikdns

eltérést. A GSH-koncentracioban szignifikans eltérések voltak az alap €s az 5. heti értékek
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kozott, az 6todik heti GSH-érték 26,8%-al kisebbnek adodott, mint az alapérték. Az 1. és a 2.
heti GSH-koncentracioknal az 5. heti értékek 30,9 ¢és 29,05%-kal voltak kisebbek. A
GSH/GSSG-értékekben az alapértéknél szintén az 5. heti értékek bizonyultak szignifikdnsan
kissebbeknek (55,5%-ban). A FRAP értékek pedig harmadik héten 26,55%-al szignifikansan
kisebbnek mutatkoztak az alapértékeknél. A C-vitamin koncentraciok az alapértékekhez
viszonyitva az elsd héten 93,98%-kal szignifikdnsan kisebbek voltak, valamint az elsd heti
értékekhez viszonyitva a 3.heti értékek mutattak szignifikans (64,2%-0s) emelkedést.

A vorosvérsejt-hemolizdtumokban mért szabadgyokds és antioxidans paraméterek koziil a
lymphomaés allatok mintdiban a GSH-Px és a GSH/GSSG értékei kozott talaltunk szignifikans
eltérést. A GSH-Px-aktivitasi értékek esetében az alapértékek az 1. heti értékeknél 20,7%-kal
szignifikansan kisebbek voltak. Az els6 heti aktivitdsoknal a 2., a 3. és a 10.hetiek 24,4%-kal,
33,66%-kal és 12,77%-kal nagyobbaknak adodtak. Szignifikans eltérés mutatkoztak még a
GSH/GSSG koncentraciokban is. Ennél a paraméternél az alapértékhez viszonyitva az 5. heti
értekek 53%-kal bizonyultak kisebbnek.

II. A masodik vizsgalati sorozatban Osszehasonlitottuk a vér antioxidans és szabadgyokos
paramétereit az alapértékek €s a kezelés 2-3. hetének értékei kozott. A kezelés elotti értékek
atlaga és a kezelések alatt mért értékek atlaga kdzott t-probaval nem mutathato ki szignifikans
eltérés a plazma antioxidans paraméterei kozatt.

III. A harmadik vizsgélati sorozatban dsszehasonlitdsokat végeztiink az alap és a kezelés 2-3.
hetében mért paraméterek kozott jelentkezd linearis Osszefiiggésekkel kapcsolatban. A
vorosvérsejt-hemolizatumban az alap és a kezelés 2-3. hetében mért SOD és MDA értékek
kozott linearis 0sszefiiggés mutathatd ki mind a kezeletlen (r =0,6989, P<0.01), mind a kezelt
(r =0,537, P<0,001)csoportban. A GSH-Px ¢és az MDA kozott csak a kezeletlen egyedek
csoportjaba mutathat6 ki linearis 6sszefliggés (r =0,65, P<0,01).

A mérési eredményeink alajan megéllapithatjuk, hogy a kezelések hatasara az antioxidans
védekezd rendszer tagjai, a vvs-hemben a GSH-Px, a vérplazmaban a FRAP és a C-vitamin
értekei a kezelés elsd hetén csokkenek, majd ezutan kezdenek Ujra emelkedni, ugyanakkor
vvs- hemolizdtumokban a lipidperoxidacid termékének, az MDA-nak a koncentracidja a
kezelés 2-3. hetében, bar nem szignifikansan, de né. Ezeknek a valtozasoknak az lehet az oka,
hogy els6 kezelésként doxorubicint kaptak a vizsgalatainkban szerepld lymphomas allatok. A
glutation-redoxrendszer valtozdsa a kezelés oOtodik hetében volt tapasztalhatd, mind a
vérplazméban, mind a vorosvérsejt hemolizdtumban mért paraméterek alapjan. A kezelésnek
ebben az idOpontjdban a glutation-rendszerben fokozott oxidaciot igazoltunk,
valosziniisithetden a kordbban adott ciklofoszfamid hatésara.

Fontos tanulsag, hogy a szabadgyokok elleni csokkent védekezés az allatokat hajlamositja az
egy¢b fertdzéses betegségek kialakulasara. A kezelés soran tehat, ajanlott az antioxidans
védekezd rendszert tamogatd szerek hasznélata.

A P-GLUKOPROTEIN (PGP) VIZSGALATA

Tekintettel arra a tényre, hogy a daganatos sejtek anitioxidans statuszat a sejtek
terapiarezisztencidjanak (multidrug resistance, MDR) szempontjabol is érdemes vizsgélni,
tovabbi megallapitdsokat tettiink. Korabbi tapasztalataink alapjan ugy itéltiik meg, hogy a
lymphomaés koérképben szenvedd kutyak esetében nem jellemzd a daganatsejtek fokozott
antioxidans kapacitasa. S6t, a kemoterapiara jobban reagald kutyak nyirokcsomoiban az elsd
vizsgélatok alkalmaval nagyobb redukalt glutation (GSH) és fokozott SOD-aktivitds volt
megfigyelhetd. Ezek alapjan tigy véljiik, hogy a daganatos sejtek a mi esetiinkben nem azért
mutattak terdpia rezisztenciat, mert az antioxidans rendszeriik képes lett volna elimindlni a
citosztatikumok szabadgyok képzO0 hatasat. Vizsgalni kivantuk azonban, hogy mas
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mechanizmus nem tehetd-e feleléssé a terapiarezisztenciaért. Ennek érdekében a P-
gliikoprotein kimutatasat is megvaldsitottuk immunhisztokémiai modszerekkel nyirokcsomo
mintdkban. A P-glilkkoprotein egy ATP-fiiggd pumpa, amely képes a hidrofob
citosztatikumokat (pl. doxorubicint, vinkrisztint stb.) kijuttatni a sejtbdl azel6tt, mieldtt azok
képesek lennének kifejteni apoptotikus hatdsukat. A P-gliikoprotein kimutatasaval kapcsolatos
eredményeinket az aldbbiakban kozoljiik.

P-glycoprotein  kimutatasa  immunhisztokémiai ~ modszerrel — lymphomas  kutydk
nyirokcsomojaban

A P-glycoprotein (Pgp) egy transzmembran protein, melynek funkcidja lipofil molekulak
kijuttatasa a sejtekbOl. Szoros Osszefiiggés mutathato ki a daganatokban megjelend
terapiarezisztencia (multi drug resistance, MDR) és a Pgp-expresszio kozott. Ez valdsziniileg
azzal magyarazhatd, hogy Pgp-vel rendelkezé sejtek fokozott mértékben juttatjdk ki a
citosztatikus terdpia sordn hasznalt gyogyszereket. Kutatdsaink sordn vizsgaltuk a Pgp
expresszid6 immunhisztokémiai modszerrel torténd kimutathatésagat lymphomaban szenvedd
kutydk nyirokcsomo6jabol, valamint Gsszehasonlitottuk, hogy van-e 0Osszefiiggés a Pgp-
expresszidja és szamos a tulélést befolyasold tényezd kozott.

11 kiilonbozd faju lymphoméban szenvedd kutyét vizsgaltunk. A betegség eldrehaladottsagi
mértékének (stddium) megallapitdsa utan a bal praescapularis nyirokcsomo6 eltavolitasaval
mintat vettiink szovettani €s immunhisztokémiai vizsgalatokra. A szdvettani vizsgalatokhoz
hemalaun-eosin festést, a pontos lymphoma tipus meghatarozasahoz a CD3 ¢és a CD79a, a
szaporodoképesség jelzésére a Ki67 marker immunhisztokémiai kimutatisat végeztiik.
Hasonl6 moddszerrel végeztik a Pgp megjelenésének meghatdrozasat, melyhez C-219
monoclonalis ellenanyagot hasznaltunk, kontrollként emberi daganatos szévetek szolgaltak.
Meghataroztuk a mintdkban megjelend Pgp-expresszid mértékét, ¢és vizsgaltuk ennek
Osszefliggését az allat ivaraval, koraval, a betegség stadiumaval, a talélési idével, a kezelésre
adott valasszal, az MDR megjelenésével, a lymphoma szdvettani tipuséval, valamint a Ki67
expresszio mértékével. A statisztikai vizsgalatokat korrelacio analizissel €s a y-négyzet proba
segitségével végeztiik.

A Pgp kimutatasa sordn 2/11 esetben pozitiv, 3/11 esetben kétes, 6/11 esetben negativ
eredményt kaptunk. Szoros és statisztikailag szignifikans (p<0,05) Osszefiiggést lehetett
kimutatni a terapidra adott valasz ¢és a Pgp megjelenése kozott. A kezelésre mérsékelt
remissziot mutatd esetekben fokozott mértékii Pgp-expressziot tapasztaltunk. Kan kutydkban
szignifikansan tobb volt a Pgp-t expresszald forma. Koézepes mértékli, de nem szignifikans
korrelaciot talaltunk a betegség stddiuma, valamint a proliferaciés hajlamot jelzé Ki67
expresszio €s a Pgp megjelenése kozott. Ezek alapjan az elérehaladottabban beteg allatokban,
¢s a kisebb szaporodd képességii daganat tipusokban jelent meg a Pgp kifejezettebb
mértékben. Nem talaltunk Osszefliggést az allatok kora, a talélési id6, az MDR klinikai
megjelenése € s szovettani tipus kdzott.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az immunhisztokémiai vizsgalat j61 hasznalhatdo modszer a
lymphomés kutydk nyirokcsomo6jabol torténd Pgp-expresszid kimutatdsara. A statisztikai
vizsgalatok alapjan tobb prognosztikai szempontbdl is fontos tényezdvel lehet szoros
kapcsolatban a Pgp megjelenése, igy hatassal van a talélésre is.
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