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Bevezetés

A daganatok bizonyitottan genetikus ¢€s epigenetikus folyamatok révén kialakulo
elvaltozasok (Sarli és mtsai, 2002). Az emldédaganatok kialakuldsa is aberralt cellularis
faktorok kifejezddésének a kovetkezményei. A tulzott hormon receptor expresszio, az
elégteleniil lejatszodd apoptozis, valamint a sejt differencialodasanak diszregulacidja

egylittesen okozo6i lehetnek az adott folyamatnak (Hanahan és Weinberg, 2000).

Az emlddaganatok a szuka kutydk egyik leggyakoribb daganat tipusai koz¢ tartoznak,
az el6forduld Gsszes daganat tipusanak tobb mint 52%-at teszik ki (Benjamin és mtsai,
1999; Rutteman és mtsai, 2001). A kutya emlddaganatok vizsgalati eredményeit
humanorvosi teriileteken nagyszerien lehet hasznositani, mivel a két tipus biologiai,
szovettani, és epidemiologiai viselkedése nagyon hasonld (MacEwen, 1990; Martin és
mtsai., 1984; Misdorp és Hart, 1976; Rutteman és mtsai., 1988; ).

A Ciklooxigenaz (Cox), mas néven Prosztaglandin endoperoxid szintetaz enzimek
mukodését a daganatos sejtekben nem régota vizsgaljak a kutatok. A Ciklooxigenaznak
két izoenzimjét ismerjiik, a Cox-1 és Cox-2 enzimeket. Ezen gyulladdasos mediatorok
fehérjestrukturdja 40%-ban azonos, azonban kiilonb6z6 gének altal kodoltak, valamint
kiilonb6z6 biologiai funkcioval rendelkeznek (Williams és DuBois, 1998). Az egészséges
sejtben is jelen 1évé enzimek a prosztanoid bioszintézis 1épéseit katalizaljak (Hwang és
mtsai, 1998). A Cox-1 a legtobb szdvetben expresszalodik, és olyan élettani folyamatokat
szabalyoz, mint a trombocyta aggregacio, vese funkciok, gyomornyalkahartya védelme
(DuBois és mtsai, 1998). A Cox-2 szerepe fontosabbnak bizonyult, mivel mig a normal
emldszovetben nem, vagy alig lehet Cox-2 expresszidt detektalni, addig a daganatos
sejtekben aktivan megtalalhato és a kozelmult kutatasai alapjan jelentds szerepét sejtik a
tumorgenezisben (Howe és mtsai, 2001). Kutatasok szerint a benignus daganatok 24%-
aban, malignus emlddaganatok 56-100%-aban van jelen Cox-2 (Dore és mtsai, 2003;
Mohammed és mtsai, 2004). Ezen eredmények alapjan szignifikans kapcsolat latszik a
Cox-2 expresszio, ¢s az emlédaganatok kozott, amely kapcsolat fontos lehet a terapias
dontés soran (Knapp és mtsai, 1994; Schmidt és mtsai, 2001; Dang és mtsai, 2002; Davies
¢és mtsai, 2002).



Emldédaganatok kutyaban

Az emlédaganatok a leggyakoribbak a kutyak daganat tipusai koziil. A szuka
kutyakban eléforduld daganatok tobb mint 50%-at teszik ki. A malignus daganat tipusok
koziil is 20% emlddaganatos eset. Egy tanulmany szerint 10.000 kutya koziil 100
hajlamos az emlddaganat kialakulasara. Ugyanezen Kkutatas szerint az életkorral is
Osszefiiggés mutathatd ki. Az eredmények alapjan 1 éves kor felett 1%, 8 év felett 6%, 10
¢v felett pedig 13% esély van mind a benignus, mind a malignus emlédaganatok
megjelenésére (Egenvall és mitsai, 2005). Egyes fajok (spaniel, pudli) fokozottan
érzékenyebbnek tlinnek e tumor tipusok kialakulasa irant. A fentiek mellett leirtak pozitiv
korrelaciot a testmérettel is. Egy kutatas szerint az esetek 25%-ban kis testi kutyakban,

58%-ban nagy testlickben diagnosztizalhat6 az emlédaganat (Ishikawa és mtsai, 2005).

Az eml6kben el6forduld daganatok fejlddése bizonyitottan hormonfiiggd. A fiatalkori
ivartalanitds tapasztalhatéan csokkenti a kialakulds esélyét. Kordbban ugy gondoltak,
hogy a malignus daganatok megjelenését nem, de a benignus daganatokét segiti az
Ivartalanitas. Egy tanulmany szerint, ha a megjelenése nem is csokkent, de a 2 év alatt

rrrrr

esetén is (Sorenmo és mtsai, 2000).

Az egészséges emlo szovetében jelen vannak mind 6sztrogén receptorok (ERs), mind
progeszteron receptorok (PRs). Kutatdsok szerint a joindulati folyamatok esetén a szovet
ERs, és PRs szintje hasonlit az egészséges szoveti expresszidbhoz (MacEwan és mitsai,
1985; Martin és mtsai, 1984; Takahashi ¢s Matsuda, 1984; Rutteman és mtsai, 1988;
Donnay és mtsai, 1995; Millanta és mtsai, 2005). Rosszindulati folyamatok esetén
leginkabb az emlitett receptorok csokkent aktivitasa figyelheté meg. Igen ritkan az adott
daganat metasztazisainak is lehet hormonalis aktivitdsa a kiilonféle szovetekben (Vaage és

mtsai, 1995).

Az emlbodaganatok kialakuldasa

A daganat fejlodését nagyban segitik a hormonok, beleértve a szintetikus progeszteron
hormonkészitményeket is. A progeszteron a myoepithel, és a lobuloalveolaris hyperplaziat

serkentik. Az Osztrogénre a fenti tulajdonsdg még nincsen bizonyitva (Zilli és mitsai,



2009). A progeszteron serkenti a novekedési hormont (GH) kodold gén expresszidjat,
valamint az ahhoz miikddésben szorosan kapcsolédd IGF-1, és IGF-II faktorok emldse;jt

proliferal6 képességét (Mol és mtsai, 1997).

Egy igen fontos faktor az emlétumorok kialakulasaban a p53 gén, amelynek
mutalodott valtozatdt mar régdta hasznaljadk a human daganatok tulajdonsagainak
meghatarozasaban. A p53 az egészséges sejtekben megtalalhatd szupresszor fehérje, mely
gatolja a daganatos mutaciok okozta daganatképzddést. Egyes daganat tipusok, mint
kialakulasat eredményezi. Ezeknek a hibas fehérjéknek a szupresszor hatdsa elmarad,
azonban a sejtek citoplazmdjaban, esetleg magjaban fokozott expresszié tapasztalhato,
hiszen a kimutatasuk alapjat képezd hapténben a mutalt fehérje megegyezik az ¢ép
fehérjével. A mutélt p53-as fehérjék expresszidjanak mértéke ardnyban van a daganatok
kutatds folyt a kutyak daganatainak leirasa érdekében is, felhasznalva a p53 gént. A
tanulméanyok alapjan 10 kutyabdl atlag 3-ban izolaltdk a gén egy mutalodott valtozatat.
Egy vizsgalat soran 69 egyed tumordnak 17%-4ban volt kimutathatdé a mutins p53 gén

(Chu és mtsai, 1998).

Egy masik jelentés fehérje a BRCAIL, amely szintén a tumorszupresszios
jellemzd, de a gén jelen van kutyakban is. Sok egyéb faktor is szerepet jatszik az
emlddaganatoknak a kialakuldsdban, Ggymint az adhézids, a tight junction fehérjék

mitkodésének diszregulacidja (Chang és mtsai, 2010).

A daganatos sejtekben dokumentalt Cox-2 aktivitds vizsgalata alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a daganat tulélése szempontjabdl Iétfontossagli folyamatokat
befolydsol, ugymint angiogenezis ¢és neovaszkularizacid, apoptdzis, invazivitdsi ¢és
metasztazisra valo hajlam (Sheng és mtsai, 1998; Tsujii és mtsai, 1997; Sharma-Walia és
mtsai, 2010). A Cox-2 enzim katalizalasaval képz6dott eikozanoidok (példaul PGE,,
PGly) részt vesznek a daganat angiogenezisében (Madhusudan és Harris, 2002). Ezen
folyamatot segitd egyéb faktorok, mint példaul a Vascular Endothelial Growth Facors
(VEGF) szintén pozitivan befolyasoljak a Cox-2 enzim expresszidjat (Wong €s mtsai,
1999). A Cox-2 intracellularis lokalizaciojat vizsgalva is kovetkeztethetiink egyes fontos
folyamatokban betoltott szerepére. Kutatdsok szerint a mitokondriumban detektalhato

Cox-2 aktivitdsnak létfontossagli szerepe van az oxidativ stressz okozta apoptdzis



szabalyozasaban (Liou és mtsai, 2005). A lipidtestekben 1év6 Cox-2 a tumor
novekedésének kritikus pontjait befolydsolja (Accioly és mtsai, 2008). A citoplazman
kiviil magas Cox-2 expressziot alapitottak meg a sejtmagban is, ahol a mitogenezis folyik

(Morita és mtsai, 1995).

Megjelenés

A daganatos elvaltozas az esetek 65%-aban a hatulso emlételepeken jelentkezik,
feltételezhetéen azért, mert itt nagyobb mennyiségli mirigyszovet taladlhatd. A joéindulata
emlddaganatok rendszerint aprok, jol koriilhatarolhatoak, tapintatuk tomor. A malignus
daganatok rendszerint rendkiviil gyorsan nének, nehezen koriilhatarolhatoak, szorosan
kapcsolodnak a borhoz és a kornyezd szovetekhez, valamint gyakran tarsul hozzéajuk
gyulladasos folyamat, fekélyesedés. A carcinomak gyakran képeznek attétet az regionalis
inguinalis  nyirokcsomokba, ahonnan a nyirokérhaldozaton keresztil  egyéb
nyirokcsomodkban is metasztazist képezhetnek. Az emlddaganatok attéteket foként a

tiidébe, a majba, a vesébe és a csontokba adnak (Rutteman és mtsai, 2001.).

Osztalyozas

A primer daganat korjoslatinak megitélésekor négy alap tényezét kell figyelembe

venni:
e gyors novekedés
® az invazivitas jelei (6sszefiiggés a borrel vagy a polyakkal)
o fekélyesedés

e ¢yulladasos carcinoma jelenléte

A betegek klinikai vizsgalata soran fontos ismerni az eldrehaladottsag mértékét jelzo,
ugynevezett stddium (,,stage”) besoroldst, amelynek ismerete a progndzist illetden
létfontossagu lehet. Meghatarozéasa a kovetkezd szempontok vizsgéalata alapjan torténik:
primer daganat (T), regionalis nyirokcsom6 (N), tavoli attétek (M). A WHO (World
Health Organisation) 1980-ban kidolgozta a human emldédaganatok klasszifikaciojat,
amelyet hazidllatokra is hasznalunk. Az6ta némiképp modosult a klasszifikacid, melynek

jelenlegi valtozata a kovetkezd:



T: primer tumor
® T;:3 cm maximalis atmérd
o T,: 3-5 cm maximalis atméro
® Tj3: 5 cm-nél nagyobb maximalis atmérd
N: regionalis nyirokcsomd
® No: szdvettanilag vagy citologiailag attét nem igazolhato
e Nj: szdvettanilag vagy citologiailag igazolt attét
M: metastasis
® Mjy: tavoli attét nem igazolhato

e Mj: igazolt attét

A fentiek alapjan a TNM stadiumba sorolas a kovetkezéképpen alakul:

e | stadium: T]_, NO’ Mo

e [I. stadium: Tz, Noﬁ Mo
o [II. stadium: T31 No, Mo
e IV.stadium: barmely T, N1, Mg

e V.stadium: barmely T barmely N M;

A korjoslat pontositasahoz elengedhetetlenek a szovettani vizsgéalatok. A rutin
hematoxilin-eozin festéssel szamos adat derithetd fel a daganat tipusaval kapcsolatban, de
a pontos tipizalashoz elengedhetetlen az Un. immunfenotipus meghatarozasa, mely az

adott szovet eredetére utal.
A kutydk emlédaganatainak tipusai szovettani vizsgalatok alapjan:

I. Malignus tumorok

e Nem infiltrativ, in situ carcinoma
e Komplex carcinoma

e Egyszerl carcinoma: tubulopapillaris, szolid, anaplasztikus



® Specialis carcinoma tipusok: orsésejtes, pikkelysejtes, mucinosus, zsirdiis
e Sarcoma: fibrosarcoma, osteosarcoma, egyéb sarcomak
e (Carcinosarcoma

e (arcinoma vagy sarcoma joindulati daganatban

Il. Benignus tumorok

® Adenoma: egyszerii, komplex, basaloid
e Fibroadenoma: sejtszegény, sejtdis
e Benignus kevert daganat

e Ductalis papilloma (Misdorp és mtsai., 1976).

A prognozis meghatarozdsa

A daganatos sejtek szaporodoképességének mértéke szintén a daganatok fontos
tulajdonsaga. A proliferacié mértékének ismeretében hatarozzuk meg a malignitas fokat
(,,grade”), amely lényeges prognosztikai adat. A proliferaci6 mértékének megallapitasat
szamos paraméter segiti, amelyek egy része a rutin szdvettani vizsgalat soran is
vizsgalhato. Ilyenek példaul a sejtmagok nagysaga, kromatinadllomany tagoltsaga,

sejtmagvacskak mérete, mitotikus alakok szdma.

Szamos immunhisztokémiai eljarassal kimutathatd paraméter, illetve marker ismert,
amely segitséget nyljt az immunfenotipus meghatarozasaban, igy pontosabb elemzést
tesznek lehetdvé. Kisérletek alapjan megallapitottak, hogy az emlédaganatok progndzisat
kutyak esetében a legjobban a Ki-67-es fehérje megjelenése (Sarli és mtsai, 2002), és a
DNS-ploiditasi vizsgalatok adjak (Rutteman és mtsai, 2001).

A Ki-67-es fehérje egy immunhisztokémiai modszerekkel kimutathatd, sejtmagban
expresszalodo antigén. A fehérje akkor jelenik meg a sejtmag feliiletén, amikor a sejt épp
osztddasi ciklusban van. Ki-67 elleni jeldlt ellenanyaggal mutatjak ki azokat a sejteket,
amelyekben expresszalodik ez a fehérje, igy megallapithatd a Ki-67 pozitiv (jelolhetd)

sejtek %-os aranya a szovettani metszetekben (Kiupel és mtsai, 1999.).



Egy masik proliferacios marker a sejtek ugynevezett Argyrophilic nucleolar organizer
region (AgNOR) szama, illetve AgNOR feliiletének nagysaga. Az AgNOR moddszer egy
eziistkolloidos festési eljaras, amellyel metszeteket vagy citologiai keneteket vizsgalunk
(Crocker ¢és mtsai, 1998). Egy masik kutatdsban igazoltadk, hogy kutydk emlddaganatainak
sejtmagjaban az AgNOR-feliilet nagysaga jelentOsebb eltérést mutat az €p és a daganatos
sejtek kozott, mint az AQNOR-pontok magbeli szdma (Juntes és mtsai, 1995). Kutyakban
a j6- ¢és a rosszindulati emlddaganatok kozott is sikeriilt kiillonbséget kimutatni e
tekintetben, miszerint a tumor sejtmagjainak AQNOR-feliilete és AgNOR-szama k6zott is

jelentOsebb kiilonbségek vannak (Destexhe és mtsai, 1995).

A p53 gén tobbek kozott a proliferating cell nuclear antigen (PCNA) és a multidrug
resistancia (MDR) gének expressziojat is igazoltan csokkenti. Egy tanulmanyban
gén ,,germ-line” régidja pontmutaciot szenved, ami altal a termelt fehérje inaktivva valik,
de ez a mutans protein immunhisztokémiaval kimutathat6 (Veldhoen és mtsai, 1999). Egy
masik kutatds igazolta, hogy ennek a fehérjének a talprodukcidoja szintén negativ

prognosztikai faktornak mindsiil (Lee és mtsai, 2004).

A daganatos sejtekben dokumentalt Cox-2 aktivitds vizsgalata alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a daganat tulélése szempontjabdl Iétfontossagi folyamatokat
befolyasol, ugymint angiogenezis és neovaszkularizacid, apoptozis, invazivitasi és
metasztazisra valo hajlam (Sheng és mtsai, 1998; Tsujii és mtsai,1997; Sharma-Walia és
mtsai, 2010). Ezen folyamatok szabalyozasa révén a Ciklooxigenaz enzim aktivitisa
jelentdsen befolyasolhatja a talélési 1d6t, ezaltal a prognodzist. Szdmos kutatds vizsgalta
kordbban i1s a Cox-2 szerepét a prognodzis megbecsiilésében az immunhisztokémiai
reaktivitds és a dokumentalt tulélési idok alapjan. A tapasztalatok szerint a malignus
daganatokban a Cox-2 expresszié magasabb volt, mint a benignus elvaltozasokban. A
rosszindulatibb daganatok esetén (Stage 3, 4), tobb esetben volt tapasztalhato lokalis
invazivitas és attét a regionalis nyirokcsomokba. Ezen feliil a magasabb Cox-2 szint
esetén rosszabbak voltak a tulélési aranyok. Azon betegek, amelyeknél a reaktivitas
gyenge volt, 24 honap elteltével magasabb recidivamentes tulélési id6t (disease free
survival, DFS) és teljes talélési idot (overall survival, OS) produkaltak (Queiroga és mtsai,
2008; 2010). Ennek alapjan megallapithatd, hogy a Cox-2 expresszido mértéke korrelal a

tulélési iddvel és a prognozissal.



Kezelés, terapias lehetoségek

A sebészi eltavolitdas mar sok éve hasznalatos, ¢és jo kezelési lehetOsége az
emlodaganatoknak. A mutét eldtt javasolhaté a regionalis nyirokcsomobol valo
mintavétel, illetve annak sebészi eltavolitasa is (Ferguson, 1985). A vékonytii-aspiracios
mintavétel utdn a kenet citologiai vizsgalata informaciot szolgaltat arrol, hogy van-e a
nyirokcsomodban attét, és ezaltal melyik stadiumba sorolhatéd (Gilbertson és mtsai., 1983).
Sebészi uton a klinikai vizsgalat indoklasa szerint eltdvolithat6 egy emlotelep, vagy akar

az egész emlbléc is (MacEwen és mtsai, 1985).

Manapsag egyre inkabb teret nyernek a kemoterapids szerek, mind kiegészitd
terapiaval, mind pedig dnmagukban alkalmazva. A kombindciods, ¢s multimodularitidson
alapuld eredményes kezelések pontos protokollja még szamos kutatds alapjat képezi,
azonban kozismert, hogy az emldédaganatok igen rosszul reagalnak a konzervativ, nem
mitéti beavatkozason alapuld kezelésekre (Karayannopoulou és mtsai, 2001). A

konzervativ kezelések lehetdségeinek részletes targyalasa nem témaja a dolgozatunknak.

A sebészeti beavatkozast kdvetéen dnmagaban, vagy kemoterapids szerrel kombinalva
kezdhetliink Nem-szteroid terdpiat (NSAID) a Ciklooxigenaz (Cox) enzimek gatlasa
érdekében. A Cox-gatld kezelés egyértelmiien hatékony voltit a  kutydk
holyagcarcinomdja esetén igazoltdk, amely piroxikam adagolaséra igen jol reagalt. Knapp
¢s munkatarsai altal 1994-ben kozzétett tanulmanyukban 34 hoélyagcarcinoméban
szenvedd beteget vizsgaltak a 2 éves piroxikdmterapia alatt. A 34 betegbdl pedig 25
egyaltalan nem kapott kemoterapias kezelést. A betegek kozéptava tulélési idoket
produkaltak (atlagosan 200 nap) és két paciens esetében a postmortem vizsgalat soran
makroszkoposan nem talaltak daganatot. A kutatasok alapjan igazoltak, hogy a
piroxikamterapia nagyon jol kiegésziti a palliativ kezelést, valamint jelentdsen noveli a
betegek ¢letmindségét (Knapp €s mtsai, 2000; Mutsaers és mtsai, 2003). A piroxikdm egy
nem-specifikus Cox-1 és Cox-2 enzimgatld Nem-szteroid gyulladascsokkenté (NSAID)
gyogyszer. Az NSAID szerek legfobb tamadaspontja az arachidonsav prosztaglandin Ha-
vé (PGHy) valo alakulasat katalizald6 Cox-1 és Cox-2 enzimeknél van (Thun és mtsai,
2002). A legujabb kutatasok a firocoxib specifikus Cox-2 antagonista hatasaval
foglalkoznak, mely egyben kevésbé vesekardsitd és a legkevesebb gastrointesztinalis
melléhatast okozé6 NSAID (Queiroga mtsai, 2008). A fent leirt példak indokoljak a Cox-

gatlo kezelés tovabblépésének kutatasat.
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A Ciklooxigenaz-2 (Cox-2) enzim

A Ciklooxigenaz-2 enzim (Cox-2), vagy mas néven a prosztaglandin-endoperoxid-
szintetaz-2 (PGES-2) a Myeloperoxidaz enzimek csaladjaba tartozé Ciklooxigenaz egyik
izoenzimje. Levine és mtsai 1977-ben kutyavesébdl szarmazé mintakban fokozott
prosztaglandin-E; (PGE;) ¢és prosztaglandin-Fooo (PGFoa) produkciot irtak e,
mitogénekkel, tumor promoterekkel és carcinogénekkel vald stimulust kovetéen (Hassid
¢s Levine, 1977). Fontos tényezd, hogy az Gjonnan keletkezett prosztaglandinok protein
szintézisiikben ¢és transzkripcidjukban gatoltak voltak, ezéaltal megjelenésiiket nem
katalizalhatta a Cox-1 enzim, igen kicsi aktivitasa kovetkeztében. Tehat jelen kellett
lennie egy masik Ciklooxigenaznak, amely segitette a prosztaglandinok képzddését (Pong
¢s mtsai, 1977; Ohichi és Levine, 1978). Hla ¢és mtsai 1992-ben klonoztak é&s
expresszaltak egy 1j Cox-gént human sejtvonalbol, amelyet Ciklooxigenaz-2 enzimnek
(Cox-2) neveztek el (Hla és Neilson, 1992). A Cox-2 mérése alapjan meghataroztak, hogy
legnagyobb aktivitasa azokban a sejtekben van, amelyekben magas a gyulladdsos
citokinek szintje (Jones és mtsai, 1993). Ezen eredmények alapjan kimutattak, hogy mig a
Cox-1 homeosztatikus cellularis funkcidkat lat el (Otto és Smith, 1995), addig a Cox-2
koros folyamatokban vesz részt, igymint gyulladas, hiperalgézia, tumorgenezis (Seibert
¢s mtsai, 1994; Williams és mtsai, 1999).

A Cox-2 enzim szerepe az élettani és koros folyamatokban

A Cox-2 egyes sejtekben fiziologiasan is jelen van, szabalyozva az arachidonsav
stimulus hatasara. A prosztaglandinok a sejtmembran foszfolipidjeibdl sériilés és a
foszfolipaz-A, hatdsira felszabaduld arachidonsavbol enzimatikus uton képzddnek. A
Ciklooxigenazok az arachidonsavbol el6szor egy labilis, révid életidejii endoperoxidot, a
prosztaglandin-G,-t (PGG,), majd prosztaglandin-H,-t (PGH,) képeznek. A PGH, a
cytoplazmdban az izomerazok hatasara stabil prosztaglandinokkd, prosztaglandin-E;-vé
(PGEy,), prosztaglandin-F,-vé (PGF,), prosztaglandin-D,-vé (PGD,), valamint tromboxan
Ar-vé (TXA,) és prosztaciklinné (PGl,) alakul (Vane, 1971; Morita és mtsai, 1995). A
gyulladas soran keletkezd prosztaglandinok fajtdja nem a gyulladasos folyamatot elindito

jeltdl, hanem a folyamatban résztvevd sejtek tipusatol fiigg. A keletkezd prosztaglandinok
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hatasukban eltéréek. Egyesek vazokonstrikciot, trombocita-aggregaciot és -adhéziot,
masok pedig vasorelaxaciot okoznak, illetve gatoljak az aggregéciot €s az adhéziot. Ennek
a kettds hatasnak a kdvetkezménye, hogy nemcsak effektor funkciét tdltenek be, hanem a

crer

1997, Lipsky, 1999).

Normal szdvetben a Cox-2 legtobbszor detektalhatatlan, de hormonalis, gyulladésos,
vagy neoplasztikus stimulusokra indukalédhat. Ilyen mediatorok a Vascular Endothelial
Growth Factors (VEGF), a basic Fibroblast Growth Factors (bFGF), valamint az
oncogének és egyes specifikus intracellularis allapotok, mint példaul a hypoxia (Fosslien,
2000; Tamura és mtsai, 2001). A gyulladasos mediatorok hatasara a Cox-2 enzim
expresszalodik, aktivitdsa lényegesen megnd. A stimulus megsziinése utin azonban az
expresszié mértéke az alapvonal ala csokken. Ezzel ellentétben a daganatokban -féleg a
rosszindulati folyamatok esetében- a Cox-2 aktivitasa folyamatosan magas szinten
detektalhaté. Ez a bioldgiai jel pedig kedvezdtlen klinikai végeredményt feltételez
(Khuder és Mutgi, 2001; Chang és mtsai, 2004; Chan és mtsai, 2005; Salinas és mtsai,
2010).

A Cox-2 enzim szerepe a daganatos sejtekben

A Cox-2 expresszido vizsgalatdt napjainkban mar hasznaljak human daganatok
esetében (Costa és mtsai, 2002; Edwards ¢€s mtsai, 2002; Giles €s mtsai, 2002; Kim és
mtsai, 2002). A Cox-2 vizsgalatat, mint kemopreventiv faktort alkalmazzak, mivel az
enzim expressziojanak mértéke bizonyitottan korreldl a progndzissal emberek esetében
(Davies és mtsai, 2002; Dang és mtsai, 2002). Kutyak daganatainak vizsgalata soran is
azonositottdk a Cox-2 magas szintli expresszidjat, ideértve az intestinalis carcinomat
(McEntee és mtsai, 2002), az atmeneti sejtes carcinomat (TCC) (Mohammed és mtsai,
1999), sagamosus sejtes carcinomat (SCC) (Pestili és mtsai, 2001), a vese carcinomat
(Khan és mtsai, 2001), valamint az emldcarcinomat (Dore és mtsai, 2003). A Cox-2 enzim
legmagasabb intracelluléris aktivitasa az endoplazmatikus reticulumban mérhetd, mivel a
gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatszé prosztaglandinok (PGG,, PGH,) itt
képzédnek. Azutan a citoplazmaban a PGH,-b6l PGE,;, PGD,, PGF,a, prosztaciklin
(PGl,) és tromboxan-A2 (TXA,) keletkezik (Morita és mtsai, 1995) (1. Abra).
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1.Abra: Cox-2 enzim expressziéja és intracellularis funkciéi (NM-nukleusz membran, GA-Golgi-
apparatus, SER-simafeliiletli endoplazmatikus retikulum, RER-recés endoplazmatikus retikulum, M-
mitokondrium, LpB-lipid test; AA-arachnoidsav, PGG,, PGH,, PGE,, PGD,, PGF,a-prosztaglandinok,
PGl,-prosztaciklin, TXA,-tromboxan) (Morita és mtsai, 1995)

C. M. Brown
© IUSM 2010 Office of Visual Media

A normal sejtekkel ellentétben a daganatok, ezen beliil is legfoképp a malignus
elvaltozasok esetén a Cox-2 aktivitasa folyamatosan magas szinten detektalhaté (Khuder
és Mutgi, 2001; Chang és mtsai, 2004; Chan és mtsai, 2005; Salinas és mtsai, 2010).
Kutatasok alapjan a daganatos sejtek citoplazmajaban az endoplazmatikus retikulumon
kiviil a Cox-2 jelen van a mitokondriumokban, és a lipidtestekben. A mitokondrium a
sejtszintli védelem feldllitdsdnak a szintere. A vizsgalatok szerint a mitokondriumban
detektalhatd Cox-2 aktivitasnak létfontossagu szerepe van az oxidativ stressz okozta
apoptozis szabalyozasaban (Liou és mtsai, 2005). A lipidtestekben 1évé Cox-2 a tumor
novekedésének kritikus pontjait befolyasolja (Accioly és mtsai, 2008). A citoplazman
kiviil magas Cox-2 expressziot alapitottak meg a sejtmagban is, ahol a mitogenezis folyik
(Morita és mtsai, 1995) (1.Abra).
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Anyag és Modszer

A vizsgalatban szereplo allatok

Tanulméanyunk sorén 31 kiilonboz6 koru €s fajtaju kutyabol szarmazo daganatmintat
vizsgaltunk. A betegeket dr. Michalik Laszl6 és dr. Thurdczy Julianna egyetemi docens,
klinikavezetd mutotték. A miitétek sordn minden egyes daganatbdl rutin szovettani mintat
vettiink. A szoOvettani eredmények alapjan az alabbi tipusu daganatokat vizsgaltuk: az
eml6daganatok koziil 4 benignus daganatbdl szarmazott; komplex adenoma (n=2),
simplex adenoma (n=1) és fibroma (n=1), 22 minta pedig malignus elvaltozasbol. A 22
rosszindulati daganat koOzott carcinoma simplex és in situ carcinoma (n=8),
tubulopapillaris carcinoma (n=4), carcinoma complex (n=5), adenocarcinoma (n=2) és
egyéb eml6tajéki daganatok (n=3, carcinosarcoma, fibrosarcoma, mastocyoma) fordultak
eld. A fent felsoroltakon kiviil 5 minta lymphomas kutydk nyirokcsomdjabol szarmazott,
melyeket Osszehasonlitasi alapként hasznaltunk fel. A vizsgdlt paciensek koziil a
carcinoma simplex tipust daganatban szenveddk koziil két esetben volt attétképzodés
(metasztazis), a tubulopapillaris daganatos betegeknél egy esetben, a tobbi esetben nem

figyeltiink meg attétképzddést.

Az emlddaganatos betegek életkora; 3 éves (n=1), 5 éves (n=4), 7 éves (n=2), 8 éves
(n=6), 10 éves (n=3), 11 éves (n=1), 12 éves (n=4), 13 éves (n=3), 14 éves (n=1) és 15
éves (n=1). A kutydk életkora atlagosan 9 év volt. A pdacienseket fajtdjuk alapjan
csoportositva a vizsgalt egyedek kozott az alabbiak fordultak eld; cocker spaniel (n=4),
orids schnautzer (n=2),tacské (n=3), német juhisz (n=1), uszkar (n=2), kerry blue terrier
(n=1), malatai selyemkutya (n=1), csivava (n=1), berni pasztor (n=1), puli (n=1), magyar
vizsla (n=1), belga juhdsz (n=1), skot juhdsz (n=1), ir szetter (n=1), rottweiler (n=1),

valamint keverék kutya (n=4).

A Cox-gatld Non-szeroidok (NSAID) egyértelmlien hatékony volta a kutyak
holyagcarcinomdjanak kezelésében mar bizonyitast nyert. Egyes kutatasok szerint a nem-
specifikus Cox-1 és Cox-2 gatlé piroxikam adasaval jelentdsen meg tudtdk nyudjtani a
survival, OS) (Chun és mtsai, 1997; Knapp és mtsai, 2000; Mutsaers és mtsai, 2003). Az

emlddaganatokban detektalt magas Cox-2 expresszio arra enged kovetkeztetni, hogy a

crer
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mtsai, 1994; Schmidt és mtsai, 2001; Davies és mtsai, 2002; Thun és mtsai, 2002).
Tanulmanyunk sordn ezen megéllapitasokra tadmaszkodva alkalmaztunk per os

piroxicamot (Feldene kapszula, 10 mg) betegeink terapiajaban (n=6).

A metszetek keszitése

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz paraffinba agyazott metszeteket hasznaltunk. A
miitétileg eltavolitott daganatok mintait 4%-os neutralis formalin oldatban keriiltek
fixalasra, majd ezutan tortént a paraffinba valo beagyazas. A metszetek elkészitése soran
készen vasarolt xilanizalt targylemezt hasznaltunk. Az elkésziilt paraffinos metszeteket 12
oran 4t 56 °C-o0s termosztatban taroltuk. Ezen eljarasoknak koszonhetd, hogy késobb a
feltaras soran alkalmazott h6 hatasara a metszetek nem valtak le a targylemezrdl, illet6leg
szobahdmérsékleten korlatlan ideig tarolhatok voltak. A mintak feldolgozasa eddig a
fazisig az Orszagos Allategészségiigyi Intézet Emléskorbonctani Osztélyanak Szovettani

Laboratoriumaban tortént.

A Cox-2 expresszio kimutatasanak immunhisztokemiai modszere

A Cox-2 expressziéo immunhisztokémiai kimutatasat Queiroga és munkatarsai 2007-
ben megjelent cikke, és az Orszagos Onkoldgiai Intézet munkatarsainak ajanlasa alapjan
végeztiik az Allatorvosi Hematoldgiai és Onkologiai Kozpont (AHOK) laboratériuméaban

kisebb modszertani modositasokkal.

A mintak deparaffinalasat xilol segitségével végeztiik. A paraffin oldasat kovetden
leszallo alkoholsorral rehidraltuk a metszeteket. A 2x20 perces xilollal (Reanal Kft.) vald
kezelést 2x5 perc abszolut-alkoholban, majd 2x5 perc 96%-os alkoholban (Reanal Kft.)
torténd aztatas kovette. Ezutdn a metszeteket desztillalt vizzel oblitettiik. Az endogén
peroxidazokat (példaul a vorosvérsejtekben talalhatd pszeudoperoxidazok) 3%-0s
hidrogén-peroxid oldattal blokkoltuk 10 percig. A rendelkezésiinkre alld6 30%-0s
hidrogén-peroxidot (Reanal Kft.) desztillalt vizzel higitottuk fel a kivant koncentraciora.
Ezutan a metszetek PBS-es (foszfat pufferes) oblitése kovetkezett. A PBS-t a SZIE-
AOTK Belgyogyaszati Tanszék és Klinika laboratoriumanak munkatérsai készitették
szamunkra a kovetkezd recept alapjan: 10 liter desztillalt vizben 80g natrium-kloridot
(NaCl, Reanal 1000g), 29g dinatrium-hidrogénfoszfat-12-hidratot (Na,HPO,, Reanal
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1000g), 2g kalium-kloridot (KCI, Reanal 1000g), valamint 2g kalium-dihidrogénfoszfatot
(KH2POy4, Reanal 1000g) oldottak fel. Ezt kdvetden az oldat kémhatasat pH 8-ra allitottak

be 1 molos NaOH, illetve 1 molos HCI oldat hozzaadasaval.

Az antigéneket 90 °C-ra elomelegitett, lugos kémhatasa, PBS-sel 1:3 aranyban higitott
Retrieve All 1. oldatban (Signet Laboratories) 10 percig tartuk fel. Erre a 1épésre azért volt
sziikség, mert a formaldehid alapi szoveti rogzités soran a fehérjék természetes
révén az antigén determinansok (epitopok) az antitestek szamdra hozzaférhetetlenné
valhatnak. Az antigén (epitop)-feltdrds célja, hogy az antigén determinansokat
felszabaditsuk, a szdmunkra fontos epitopokat hozzaférhetové tegyiik tigy, hogy kézben a

szoveti finomszerkezet nem sériiljon lényegesen.

A feltdrds utdn desztillalt vizes O©blités, majd 5 perc PBS-ben torténd aztatas
kovetkezett. A nem immuneredetii kotédéseket PBS-sel 1:10 aranyban higitott 4%-0s
normal 16szérumban (Vector Laboratories) valé 20 perces inkubacidoval blokkoltuk.
Nemspecifikus kapcsolatok forrasa lehet tobbek k6zott a pozitiv toltést szoveti molekulak
(példaul kollagén, magfehérjék, elasztin) és a reagens negativ csoportjai kozott kialakuld
elektromos vonzoéerd, mivel a legtobb IgG izoelektromos pontja enyhén savas kozegben
van, igy neutralis vagy ligos pH-n enyhén negativak. Hasonl6 problémat okozhat még a
szoveti aldehidcsoportok ¢€s az immunglobulinok kozott, illetve a szovet és az
immunglobulinok hidrofob csoportjai kdzott kialakuld kapesolat (a formaldehides rogzités
ugyanis hidrofobba teszi a szovetet). Ezen folyamatok miatt kell a metszet nemspecifikus
kotohelyeit nagy koncentracioji indifferens fehérjeoldattal (esetiinkben 16szérummal)

teliteni még az immunreagensek alkalmazasa eldott.

A 16szérummal val6 inkubacié utdn 2x5 perc PBS-ben vald aztatds kovetkezett. A
PBS-t kovetéen a mintakat monoklonalis primer 1gGl (Rat Cox-2 aa. 368-604)
ellenanyaggal inkubaltuk 4 °C-on egy €jszakan at. A monoklonalis ellenanyag jellemzdje,
hogy egyetlen antigén determinans szekvencidhoz, vagy konformécidohoz kotédik. A
monoklonalis ellenanyagokat antigén-aktivalt B-sejtek és myeloma sejtek fuzidjabol
kialakul6 monoklonalis hibridoma sejtvonalak segitségével termelik. Ezen primer
ellenanyagok legtobbszor egér sejtekbdl szarmaznak, de ismeretesek patkany, illetve
ujabban nytal monoklonalis antitestek is. A mintakat PBS-sel 1:100, illetve 1:40 aranyban
higitott primer ellenanyaggal inkubéltuk nedves kamraban, annak érdekében, hogy

elkeriiljiik a beszaradast.
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A kovetkezd nap reggelén a mintdkat kivettiik a hiitdbdl és a nedves kamrabol. A
primer ellenanyag eltdvolitdsat kovetden 2x10 perc PBS-es oblités kovetkezett, majd 45
percig inkubaltuk a metszeteket 16 anti-egér biotinilalt ellenanyaggal, amelyet a Vectastain
Elite ABC kit-ben 1év6 (Vector Laboratories) alapanyagokbol, a gyarto utasitasa alapjan
készitettlink el. Az elkészités pontos menete a kdvetkezd volt: 3 csepp, kitbdl szarmazo
normal 16szérumot 10 ml PBS-ben oldottunk fel, majd ehhez 1 csepp kitben talalhatd
biotinilalt ellenanyagot cseppentettiink. A biotinilalt ellenanyaggal valo kezelés célja a
primer antitest kotédésének kimutatasa. Ez az eljaras egy indirekt immunreakcio, mivel a

primer ellenanyag kot6dését biotinnel konjugalt masodik antitesten keresztiil mutatjuk ki.

A 45 perces inkubaciot 2x5 perces PBS-es oblités kovette, majd 60 percig inkubaltuk
a mintakat a gyartd utasitasa alapjan eldkészitett ABC-oldatban. Az ABC-reagenst 30
perccel a felhasznalas elott készitettiik el a kdvetkezé modon: a kitbdl szarmazo 2 csepp
,yA” reagenst 5 ml PBS-ben oldottuk fel, majd az igy késziilt keverékhez 2 csepp ,,B”
jelzésti reagenst cseppentettiink. Az S-ABC (streptavidin-biotin-peroxidaz komplex)
modszer 1ényege roviden a kovetkezo: alapja az avidin-biotin kotés nagy affinitasa és
stabilitasa. A Streptomyces avidinii tenyészetb6l izolalhaté 60 kDa-0s streptavidin 4 biotin
molekulat is képes megkotni. Lényeges eldnye a hasonl6 tulajdonsagt avidinnel szemben,
hogy izoelektromos pontja a neutralis tartomanyba esik, €s nem tartalmaz oligoszacharid
oldallancokat, amelyek nemspecifikusan a szoveti lektinekhez kotddhetnek. Az ABC-
kitben a reakcio lathatova tételében kulcsfontossagi szerepet jatszo peroxidaz a

strepatvidinhez kovalens kotéssel volt kapcsolva.

A metszetek 2x5 perces PBS-es oblitése utan a mintakat a kozvetlentil felhasznalas
elott, a gyartd utasitasa alapjan elkészitett diamino-benzidin (DAB, Vector Laboratories)
oldatban inkubaltuk 2 percig. A DAB elkészitésének pontos menete a kovetkezd volt: 5
ml desztillalt vizhez 2 csepp, a kitben talalhaté Buffer Stock Solution-t tettiink, alapos
razas utan a keverékhez 4 csepp DAB Stock Solution-t adtunk, 6sszeraztuk, hozzaadtunk
2 csepp H20, oldatot, majd a kész keveréket Osszeraztuk. A reakcio lathatova tételének
rovid elméleti hattere a kovetkezd: az elbontott szubsztrat (H,O,) oxidalja az
elektrondonor kromogént (DAB), amelybdl rosszul oldodd sotétbarna szinli polimerizalt

csapadék valik ki.

Az utols6 1épések az alabbiak voltak: kétszer egymast kdvetden oblités desztillalt
vizzel, festés haematoxilin oldattal (2 percig), majd csapvizben kékités (2 percig). A

metszetek szaradasat kovetden folyékony halmazallapotura melegitett glicerinzselatint
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tartalmazo oldattal (DPX mountant BDH Laboratory Supplies) fedtiilk le a mintainkat
(Queiroga ¢s mtsai, 2010).

Az immunhisztokémiai reakciok végrehajtdsanak feltétele a megfelelé pozitiv és
negativ kontroll beiktatasa. A pozitiv kontroll a specifikus ellenanyagkotédés megtorténtét
hivatott bizonyitani. A mi pozitiv kontrollunk az irodalomban javasolt kontrollal

megegyezoen egészséges kutya maj és vese mintak voltak (Queiroga és mtsai, 2007).

Ertékelés
A mintdkat fénymikroszkop alatt vizsgaltuk és értékeltik. A Cox-2 enzim

expressziojat Queiroga és munkatdrsai altal 2007-ben leirt tanulménya alapjan biraltuk el.

Az értékelést fénymikroszkdpos vizsgalattal végeztiik 100-400x-os, esetenként 1000x-
es nagyitassal trinokularis mikroszkoppal (Nikon Eclipse 400). Metszetenként minimum
300-500 sejtet szamoltunk meg, és feljegyeztiikk a pozitiv festodést mutatd sejtek %-0S
aranyat. A vizsgalat ,double-blind” modszerrel tortént két gyakorlott vizsgald

segitségével.

Queiroga és munkatérsai altal hasznalt birdlati rendszert a mi igényeinkhez alakitva
vizsgaltuk a mintdkat. A pozitivitast a citoplazmaban, esetleg a magban feltlind barna szin
jelezte. A felhasznalt tanulményban a kapott eredményekbdl a kutatok feléllitottak az
immunreaktiv sejtek besorolhatosagi rendszerét (,,grade”), amely a kovetkez6képpen
keriilt megalkotasra: (grade 0); 0-10% (grade 1); 11-50% (grade 2); 51-80% (grade 3); 81-
100% (grade 4). Ezen feliil a fest6dés intenzitasa szerint is csoportositottak a mintaikat:
negativ (0); gyenge (+); kozepes (++); erés (+++). Ett6l a rendszerezéstdl eltéréen a mi
vizsgalatainkban csak a %-o0s megoszlast elemeztiik, mert a ,,grade” meghatdrozdsa nem
bizonyult sokkal specifikusabb vizsgalatnak. A festddés intenzitasat feljegyeztiik, de nem
jelentett tobb informdciot, hiszen altalaban azok a sejtek mutattak erdsebb intenzitast,

amelyek koziil a pozitiv festddést mutato sejtek %-os aranya is nagyobb volt.

A felhasznalt irodalom szerint a normal emld szdvetében is lathatdé a Cox-2
expressziot jeldld barna szin multifokalisan az epithelidlis sejtek citoplazmajaban gyenge
intenzitdssal. Ez a megfigyelés megfelel annak az &llitasnak, hogy alig detektalhatod
mennyiségben ugyan, de egészséges emlészovetben is van Cox-2 enzim (Howe és mitsai,

2001). A mi mintaink kdzott nem szerepelt normalis eml6bdl szarmazo szdvettani minta,
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azonban a benignus, ¢és a rosszindulatu elvaltozasok vizsgdlata soran tapasztalt
szinelvaltozasok alatamasztottdk a felhasznalt tanulmany adatait. A benignus
daganatmintak vizsgalatakor az epithelsejtek citoplazmajaban heterogén mintazati Cox-2

expressziot lehetett tapasztalni kis mértékben, de viszonylag erds intenzitassal.

A malignus emlddaganatokbol vett mintdkban a Cox-2 immunoreaktivitdsa joval
intenzivebb volt, mint a benignus daganatmintdkban. Azon kiviil, a rosszindulata
elvaltozasok kozott is markénsabb expresszid volt tapasztalhatd a lumeneket béleld
sejtekben. Kiilonbségek felfedezhetéek az egyes szovettani tipusok kozott is. Carcinoma
simplex ¢és in situ carcinomak esetében a CoX-2 magas citoplazmatikus granuléris
expressziot mutatott. Ezzel szemben az emlokoriili daganatok csoportjaba sorolt
carcinosarcomabdl szarmazo minta nuklearis homogén immunreaktivitasa volt lathato.
Altaldinosan a rosszindulati daganatok nagy részében a COX-2 expresszid

legintenzivebben a citoplazmaban perinucledrisan granularisan detektalhat6.
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Statisztikai vizsgalatok

A mintdk értékelését kovetden és az eredmények feldolgozasa érdekében a
pacienseket tobb csoportra osztottuk a korszdvettani vizsgalatok eredményei alapjan;
joindulati  daganatok (n=4), carcinoma simplex ¢és in situ carcinoma (n=8),
tubulopapillaris carcinoma (n=4), carcinoma komplex (n=5), adenocarcinoma (n=2),

egyéb eml6tajéki rosszindulatt daganat (n=3), lymphoma (n=5).
A csoportok kdzott szamos paramétert vizsgaltunk:

® A betegek életkorat a miitét idején

e \olt-e attét (metasztazis) a vizsgalat ideje alatt

e Recidiva eléfordulésa a vizsgalat ideje alatt

® A daganat mérete

e Az elbérehaladottsag mértékét jelzd, ugynevezett stadium (,,stage”) besorolést

(1-4-i9)
® Az emlédaganat kialakulasat megel6zben ivartalanitott volt-e a kutya
e Hany esetben tortént elhullas a megfigyelt idészak alatt

e Ahol elhullas tortént, ott a talélési idét honapokban

A kiilonb6z6 paraméterek kiilonbségét Wilcoxon rank-sum teszttel és kétmintas, nem
egyenld varianciaji Student-féle t-probaval vizsgaltuk a kiilonb6z6 diagndzisti csoportok
kozott SAS-STAT szamitogép software-rel. A paraméterek kozott Pearson-féle

korrelacios analizist is végeztiink az SPSS 8.0 szamitogépes program segitségével.

20



Eredmények

A fénymikroszkopos vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a Cox-2-expresszid az
epithelsejtek citoplazmajaban kifejezett a felhasznalt irodalomnak megfelel6en. Ezen feliil
a malignus daganatokban erdsebb Cox-2-reaktivitast tapasztaltunk, mint a benignus
daganatok esetében. A két csoport kozott kiilonbségek tapasztalhatoak az intracelluldris
lokalizaciot illetden is. A benignus daganatokbdl vett mintakban foként az epithelsejtek
citoplazmajaban gyenge heterogén mintazati Cox-2 expressziot lehetett tapasztalni (2.
Abra). A rosszindulati daganatokbol vett mintdban kozepes, illetve erds reaktivitast
lehetett l4tni, mely leginkabb perinuklearisan helyezkedett (2. Abra) homogén, vagy
granularis mintazattal. Vizsgalatunk soran metszetenként minimum 300-500 sejtet
szamoltunk meg, ¢s feljegyeztik a pozitiv festédést mutatd sejtek %-os aranyat (3.
Tablazat). A vizsgalat ,,double-blind” moddszerrel tortént két gyakorlott vizsgald

segitségével.

2. Abra: Complex adenoma. A kép kozepén (fehér nyil) lathaté sejt citoplazmajiban lathaté a gyenge,

heterogén Cox-2 expresszio. Erds expresszio lathaté a macrophagsejtben (fekete nyil)
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3. Abra: Simplex carcinoma. A daganatsejtek erés diffiz Cox-2 expressziot mutatnak (fehér nyil) .

Az alkalmazott statisztikai vizsgalatok soran elséként az egyes daganattipusokat
csoportokba rendeztiik, és az egyes csoportok Cox-2 expresszid értékeit hasonlitottuk
Ossze (4. Abra, 3. Tablazat).

4. Abra: A cox-2 expresszio atlageredményeinek dsszehasonlitasa a Kiilonbozé daganattipusok kozott.
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Student-féle t-probaval a kiilonbség szignifikansnak bizonyult a lymphoma és a
carcinoma simplex, a carcinoma complex, valamint a tubulopapillaris ¢és az
adenocarcinoma kozdott. A carcinoma szimplex szignifikans kiilonbséget mutatott a
tubulopapillaris carcinomaval, valamint az adenomaval. A tubulopapillaris carcinoma és
az adenoma kozotti kapesolat kifejezetten szignifikans, de a tubulopapilléris carcinoma
kiilonbséget mutat még a carcinoma complexel és az adenocarcinomaval. Az adenoma a
fent leirtakon kiviil a carcinoma complexel is szignifikans kiilonbséget mutat (3.

Tablazat).

3. Tablazat: A Cox-2 expresszié mértéke az egyes daganattipusok kozott vizsgalva

Daganat tipusok Cox-2 (%)
Adenoma (n=4)

atlag 13,50

Szoras +8,93
Carcinoma simplex (n=8)

atlag 32,25

Szoras +25,94
Tubulopapilliris carcinoma (n=4)

atlag 66,25

Szoras +14,36
Carcinoma complex (n=5)

atlag 33,30

Szoras +18,54
Adenocarcinoma (n=2)

atlag 16,25

Szoras +5,3
Emlo koriili daganat (n=3)

atlag 25,00

Szoras +18,87
Lymphoma (n=5)

atlag 6,30

Szo6ras +3,99
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Szignifikans, ill. kozel szignifikans kiilonbségek P-értékek

lymphoma: carcinoma simplex 0,02552381
lymphoma: tubulopapillaris carcinoma 0,00252406
lymphoma: adenocarcinoma 0,07364469
lymphoma: carcinoma complex 0,02952902
carcinoma simplex: tubulopapillaris carcinoma 0,01580186
carcinoma simplex: adenoma 0,09761324
tubulopapillaris carcinoma: adenoma 0,00152872
tubulopapillaris carcinoma: carcinoma complex 0,01983486
tubulopapillaris carcinoma: adenocarcinoma 0,00357829
adenoma: carcinoma complex 0,08035274

A betegek daganatait stadiumok (,,Satge”) szerint is csoportokba rendeztiik. Minthogy
Stage 1 esetiink csak 1 volt, igy csak a Stage 2, Stage 3 és Stage 4 csoportokat
hasonlitottuk ssze a Cox-2 expresszid (5. Abra) %-0s megoszlasa szerint és a malignitds

¢s az elhullasok figyelembe vételével (4. Tablazat).

5. Abra: A Cox-2 expresszié atlageredményeinek osszehasonlitasa az egyes stadiumok (,,Stage”)

kozott
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4. Tablazat: A stadiumok (,,Stage”) osszehasonlitasa a Cox-2 expressziéval, a malignus daganatok

szamanak figyelembe vételével, valamint az elhulldsi adatokkal

Malignus

Stage Cox-2 il s elhullott
2 (n=15)
atlag 22,10 0,71 0,07
Szoras +22.70 +0,46 +0,26
3 (n=7)
atlag 47,14 1 0,14
Szoras +11,12 0 +0,37
4 (n=4)
atlag 34,12 1 0,75
SzOras +26,54 0 +0,50

A Sudent féle t-probaval szignifikans kiilonbség latszik a Stage 2 és Stage 3 kozott a
malignités, valamint az atlagos Cox-2 expresszio tekintetében. A Sage 2 és Stage 3 kozott
pedig ugyszintén fennall a szignifikans kapcsolat a malignus daganatok szdmaban, illetve
az elhullds tekintetében (5. Tablazat). Ez alapjan igazolhat6, hogy a Stage 3, és 4

kategoriaba sorolt betegek koziil tobb volt az elhullas és a Cox-2 expresszio is.

5. Tablazat: Szignifikans kiilonbségek az egyes stadium (,,Stage”) csoportok kozott a Cox-2

expresszio, a malignitas és az elhullasok tekintetében

© et e Malignus
Sz.lgn.lﬁk? o l.l.l'..koze,l Cox-2 atlag daganatok elhullas
szignifikans kiilonbségek ,
szama
Stage 2: Stage 3 P=0,003065167 P=0,04009291
Stage 2: Stage 4 P=0,04009291 P=0,067954

Tanulmanyunk soran dokumentaltuk az egyes daganatok méretét is. Erdekes
megfigyelés, hogy a kisebb méretli daganattal rendelkezd betegek jelentdsen tovabb éltek
(Tulélési 1do: atlag 26 honap), mig a nagyobb méretli elvaltozassal rendelkezd paciensek
Pearson-féle korrelacidés vizsgalattal pozitiv korrelaciét tapasztaltunk a Cox-2
expresszioval, a daganat tipusaval, valamint az életkorral és az ivartalanitassal is (6.

Tablazat).
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6. Tablazat: A méret oOsszehasonlitisa a Kkiilonb6z6 paraméterekkel Pearson-féle Kkorrelacids

vizsgalattal.

Osszehasonlitott paraméterek  Korrelaciés egyiitthaté Szignifikancia
Meéret: Cox-2 (%) r=0,617 P<0,01
Méret: életkor r=0,754 P<0,01
Méret: ivartalanitott r=0,615 P<0,01

Az ivartalanitas tekintetében a nem ivartalanitottakban magasabb volt az Cox-2
atlagos expresszioja, mint a 2 éven beliil ivartalanitott betegek esetében. A két csoport
kozott Student-féle t-probaval szignifikdns kiilonbséget fedeztink fel (6. Abra, 7.
Tablazat).

6. Abra: A Cox-2 expresszi6 atlageredményeinek osszehasonlitisa az ivartalanitott és a nem

ivartalanitott betegek esetében
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7. Tablazat: Az ivartalanitas 6sszehasonlitasa a Cox-2 expresszidval

Ivartalanitas Cox-2 expresszio (%)

nem ivartalanitottak

atlag 36,69
szoras +24.52

ivartalanitas 2 éven beliil

atlag 16,1

SzOras +12,69
Szignifikans kiilonbségek Cox-2 atlag

ivartalanitott: nem ivartalanitott P=0,02121034

A metasztazisok megjelenését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy azokban a betegekben,
ahol a Cox-2 expresszid6 20% alatt volt (n=8), ott csupan 1 esetben jelentkezett
attétképzodés. Ezzel szemben azoknal a betegeknél, amelyek daganatdban a Cox-2
expesszié 20% felett volt (n=15), ott 3 esetben tapasztaltunk metasztazist. A y>-probaval
szignifikans kiillonbség nem adodott (p= 0,785), mégis a Pearson-féle korrelacids vizsgalat
alapjan azt tapasztaltuk, hogy a metasztazis jelenléte erdsen korreldl az elhullasok
szamaval és a stadiummal. Ebbdl kovetkezik, hogy a stadium és az elhullasok szama
kozott is korrelacid van. A metasztazis megjelenésén kiviil vizsgaltuk recidiva
megjelenését is (n=2), amely alapjan szoros korrelacié fedezhetd fel a recidiva

megjelenése és a Cox-2 expresszid kozott (8. Tablazat).

8. Tablazat: Kiilonb6zé paraméterek osszehasonlitasa Pearson-féle korrelacids vizsgalattal

S::;il;ﬁlé}(itott Korrelacios egyiitthato Szignifikancia
Metasztazis: elhullas r=0,778 p<0,01
Metasztazis: Stage r=0,432 p<0,01
Stage: elhullas r=0,432 p<0,01
Recidiva: Cox-2 (%) r=0,427 p<0,01

A vizsgalatainkban szerepld kutyakrol szamon tartottunk az elhullott betegek teljes
tulélési idejét (n=10). A tanulmanyozott irodalomban leirtakkal ellentétben azt

rrrrrrr

Abra, 8. Abra,).



7. Abra: Tulélési adatok a Cox-2 expressziohoz (%) viszonyitva
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8. Abra: A Cox-2 immunexpresszié és a teljes talélési idé kozotti kapcsolat
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Kovetkeztetések

Az eredmények egyeztetése ¢és Osszegzése soran megallapitottuk, hogy a
tanulmanyozott irodalomnak megfeleléen az emlédaganatokban magas a Cox-2 enzimek
immunreaktivitisa mas daganatokhoz viszonyitva (Howe és mtsai, 2001; Chan és mtsai.,
2005; Salinas és mtsai, 2010). A mi vizsgalatunkban lymphomas kutyakbol vett mintakat
vetettiik 0ssze a kiillonbozo tipusi emlddaganatokkal. Lathato, hogy a lymphomak esetén
atlagosan 6,3%-0s volt a Cox-2 expresszio, ellenben a jéindulata emlédaganatok esetén is
mar atlagosan 13,5%-o0s expressziodt tapasztaltunk, amely még a kis elemszam ellenére is
csaknem szignifikdns kiilonbségnek adoédott (p=0,0736). Egyes rosszindulata
emlédaganatokndl (példaul a tubulopapillaris carcinomak) pedig atlagosan 66,25%-0s
atlagos expressziot is mértiink. Tanulményunk sorén bizonyitast nyert az a megallapitas is,
miszerint a benignus emlddaganatokban alacsonyabb a Cox-2 szintje, mint a malignus
elvaltozasokban (Dore ¢és mtsai, 2003; Mohammed ¢és mtsai, 1999). Statisztika
vizsgalataink alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy kozel szignifikans kiilonbség van az
adenoma és a carcinoma simplex (p=0,0976), a carcinoma complex (p=0,0803), valamint
a tubulopapillaris carcinoma (p=0,0015) kozott (4. Abra, 3. Tablazat). A legmagasabb
expressziot az igen agressziv tubulopapillaris carcinoma produkalta (atlag 66,25%), a
kevésbé malignus carcinoma simplex és carcinoma complex ellenben alacsonyabb, 32,7%
koriili Cox-2 expressziot mutattak. A legalacsonyabb és egyben leggyengébb expressziod
az emlddaganatok koziil a benignus adenomakban volt tapasztalhaté (13,5%). Ez egyben
azt is jelenti, hogy nem csupan a malignus és benignus emlddaganatok ko6zott van
kiilonbség, hanem a malignitas foka is szdmottevden befolyasolja a Cox-2 expressziot.
Ugyanakkor a nagyobb stadiumu (,,Stage”) daganatok mintaiban atlagosan nagyobb a
Cox-2 detektalhato szintje (5. Abra, 4. Tablazat). A legszignifikansabb kiilonbséget a
Stage 2 és Stage 3 stadiumu daganatok kozott talaltuk (p=0,003065167) (5. Tablazat). A
Stage 2 besorolasu betegeknél atlagosan 22,1%, mig a Stage 3 stddiumu betegek esetén
ennél magasabb, 47,14% Cox-2 expresszid volt tapasztalhaté (4. Tablazat). Ennek a
magyarazata az lehet, hogy a daganat sejtosszetétele valtozik a novekedése, és a fejlodése
soran. Minthogy a ndvekedési potencidl és a metasztatikus hajlam is fiigg a Cox-2
expressziotol, igy idével egyre tobb olyan daganatos sejt fog elszaporodni a szdvetben,
amely expresszalja ezt az enzimet. Tehat, a szovettani metszet daganatsejtjei kozott egyre

szaporodnak a ,,pozitiv” sejtek, igy nd az ardnyuk is a tobbi daganatsejthez képest.

29



Tanulmanyunk soran a kiilonb6z6 tipusit emlddaganatok olyan egyéb paramétereit is
vizsgaltuk, amelyeket még kevésbé kutattak. Eredményeink szerint a Cox-2 expresszio
Osszefiigg a daganat méretével, valamint a recidiva megjelenésével is. Ez a megallapitas
érdekes szempontként szolgalhat olyan jovébeni kutatasokhoz, amelyek a Cox-2 gatlo
Nemszteroid gyulladascsokkentdk (NSAID) hatasat vizsgaljadk az emlddaganatos
betegeken. Kiilon csoportokra szedve az ivartalanitott, illetéleg a nem ivartalanitott
betegeket szintén érdekes Osszefiiggéseket tapasztaltunk. A nem ivartalanitott betegek
esetében a Cox-2 expresszid atlagosan 36,69% volt, ellenben az ivartalanitott
pacienseknél 16,1% atlagos Cox-2 szint volt detektalhato. A két vizsgalt csoport kdzott
szignifikans kapcsolat (p=0,0212) volt. Ennek hatterében az allhat, hogy a 2 éven beliil
ivartalanitott kutydkban, ha daganatok alakulnak ki, akkor ezek joindulatiiak, vagy
kevésbé rosszindulatiak. Amennyiben az ivartalanitas valoban szorosan dsszefligg a Cox-
2 expresszioval, ugy feltételezhetjiik, hogy az esetlegesen kialakulé daganatok
malignitdsaval és a recidiva mentességgel is kapcsolatban van, igy javithatja a betegség
varhat6 prognozisat. Bar a talélési idovel 6sszehasonlitott eredmények ellentétben allnak a
vizsgalt irodalomban leirtakkal (7. Abra, 8. Abra), fontos megjegyezni, hogy a mi
betegeink koziil 6sszesen négynek volt joindulati daganata, és tobbnyire kifejezetten nagy
malignitasti daganatokat vizsgaltunk. Egyes tanulmanyok, amelyek kifejezetten a tulélési
idé és a Cox-2 expresszido kapcsolatdval foglalkoztak, forditott betegszelekciot
alkalmaztak és a vizsgalt betegeket elhulldsi idejiik alapjan valasztottak ki, igy létrejott
egy kedvezd szelekcid, melyek kozott szamos joindulati format is bevontak a vizsgalatba

(Queiroga és mtsai,2008; 2010).

A korabbi kutatasoknak megfelelden a tanulmanyunk sikeresen alatdmasztotta azt a
feltételezést, miszerint a Cox-2 enzimek Iétfontossdgii szerepet toltenek be a
tumorgenezisben, a daganatok ndvekedésében, a malignitas fokaban, valamint a
metasztazisra €s a recidivara valod hajlam rizikdjanak kialakitdsaban (Schmidt és mtsai,
2001; Davies és mtsai, 2002; Madhusudan és Harris, 2002; Sharma és mtsai, 2005).
Ezeknek a felfedezéseknek koszonhetden a jovOben igen fontos szerepet vallalhatnak a
konzervativ terapidban a metasztazisok kialakulasi rizikdjanak csokkentésében, ennek
kovetkeztében hosszi tdvon részt vehetnek a klinikai remisszioban. A nem-specifikus
Cox-1 és Cox-2 gatld és specifikus Cox-2 gatld Non-szteroid gyulladascsokkentd
gyogyszerek (NSAID) u0j lehetdségeket nyitnak meg a daganatterdpiaban, hasznossa

valhatnak az inoperabilis betegek palliativ kezelésében és az életmindség javitdsaban.
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Osszefoglalas

Tanulmanyunk célja a Ciklooxigenaz-2 (Cox-2) enzim expressziojanak vizsgalata volt
kutyak kiilonb6z6 tipusu emldédaganataiban. A Cox-2 enzim expressziojanak detektalasat
31 kiilonb6zo kort és fajtaju kutyabol szarmazd daganatmintan végeztiik el. A szdvettani
eredmények alapjan a betegeket daganattipusok szerint 7 csoportra osztottuk; benignus
daganat (n=4), carcinoma simplex (n=8), tubulopapillaris carcinoma (n=4), carcinoma
complex (n=5), adenocarcinoma (n=2), egyéb emldtajéki daganat (n=3) és lymphoma
(n=5).

A daganatmintakbol a Cox-2 expresszid6 mértékét immunhisztokémiai vizsgalattal
mutattuk ki. A Cox-2 szint detektalasat fénymikroszkop alatt végeztiik. Az eredmények
értékelése soran megallapitottuk, hogy a Cox-2 expresszioja kifejezetten magasabb az
emlédaganatok esetén (13,5-66,25%) a lymphomabol vett mintakhoz viszonyitva (6,3%).
Ezen felill a Cox-2 expresszid szignifikansan magasabb volt a malignus daganatokban,
mint a benignus elvaltozasok esetén. A malignitas mellett vizsgaltuk a stadium (,,Stage”)
besorolast is. A Stage 3 esetében szignifikansan magasabb atlagos Cox-2 expressziot
detektaltunk, mint a Stage 2 esetében (p=0,0030). Tanulmanyunk magéba foglalta az
emlédaganatok méretének és a recidiva megjelenésének vizsgalatat is. Eredményeink
szerint a Cox-2 expresszio pozitivan korrelal a daganat méretével (r=0,617), valamint a
recidiva megjelenésével (r=0,427). A mi vizsgalataink soran ellentétes eredményt kaptunk
a teljes talélési idot illetden, mint a tanulmanyozott szakirodalom szerint, azonban ez nem

volt szignifikans, ¢és kevés joindulati daganatot vizsgaltunk.

A vizsgalataink alapjan gyanithatd, hogy a metsztazisra, és a recidivara valo hajlam
Osszefiigg a Cox-2 expresszid mértekével, és a daganatok malignitasaval is. Ezen
tapasztalatok alapjan javasolhaté Cox-2 antagonista terapidt is alkalmazni a hagyomanyos
terapias modularitasok mellett nem-specifikus Cox-1 és Cox-2 gatld vagy specifikus Cox-
2 gétld Nemszteroid gyulladascsokkentok (NSAID) alkalmazasaval.
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Summary

The aim of this study was to investigate immunohistochemically the expression of
Cyclooxygenase-2 (Cox-2) in canine mammary tumors of different histological types.
Cox-2 enzyme expression was evaluated in 31 samples with reliable results from dogs
with different age and breed. According to the results of histological examinations we
divided the patient into 7 groups; benign tumour (n=4), carcinoma simplex (n=8),
tubuopapillary carcinoma (n=4), carcinoma complex (n=5), adenocarcinoma (n=2), other

neoplasm (n=3) and lymphoma (n=5).

The extent of Cox-2 expression was detected by immunohistochemical analysis. We
detected the Cox-2 levels with microscope. Evaluation of results we found that in
mammary gland tumours the Cox-2 expression was higher (13.5 to 66.25%), compared to
lymphoma samples (6.3%). In addition, the Cox-2 expression was significantly higher in
malignant tumours than in the benign counterparts. We also investigated the stage of
malignancy (,,Stage”) classification. There was significantly higher Cox-2 expression in
Stage 3 than in Stage 2 (p=0.0030). Our study was also included the investigation of the
sizes and recurrent diseases. We found that the Cox-2 expression is correlated positively
with sizes of the tumour (r=0.617), and also with the recurrence disease (r=0.427). In the
case of overall survival time (OS) we found opposite results than the studied literature, but

this was not significant. In addition, we examined just a few benign tumours.

The study showed that the tendency to malignancy, metastasis and recurrent disease is
related to the level of Cox-2 expression. This suggest that Cox-2 inhibitor non-specific or
specific non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID’s) may have an useful role to play
in the treatment of the mammary gland tumours in addition to conventional therapy

modularity.
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Roviditések jegyzéke

ABC: avidin-biotin-peroxidaz komplex

AgNOR: Arginophilic nucleolar organizer region
bFGF: basic Fibroblas Growth Factors

Cox: Ciklooxigenaz enzim

DAB: diamino-benzidin

DFS: disease free survival

IGF: Interleukin Growth Factors

MDR: multidrog rezisztencia

NSAID: Non-Steroid Antiinflammatory Drug
OS: overall survival

PBS: phosphate buffered saline

PCNA: proliferating cell nuclear antigen

PGG,, PGHy, PGE;, PGD,, PGF,a: prosztaglandinok
PGl,: prosztaciklin

SCC: Squamosus Cell Carcinoma

TCC: Transitional Cell Carcinoma

TXA;: tromboxan

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factors
WHO: World Health Organisation
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