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1. BEVEZETES

A szuka kutydk leggyakoribb daganatai, az emlOmirigytumorok (MEUTON, 2002).
Egyes kiilfoldi onkologiai felmérések szerint, a ndstény kutydk daganatos elvaltozasainak
gyakorlatilag az 50 %-at teszik ki (DORN, 1968; MITCHELL, 1974). A kutyak
emlddaganatainak incidencidja (eléforduldsi gyakorisaga) az allatok kora szerint is valtozik:
1d6s6d6 szukaknal gyakrabban jelennek meg tumoros elvaltozasok a tejlécekben (JITPEAN, et
al., 2012). A clinicopathologiai megfigyelések szerint, a sebészileg eltavolitott
emlOmirigytumorok 30%-a hisztologiailag malignus. A kutydk emldtumorainak incidencidja
fokozddik cranio-caudalis irdnyba: legritkdbban thoracalisan, valamivel gyakrabban
abdominalisan és leggyakrabban inguinalisan fordulnak eld. Ez dsszefiiggésben van a hasi és
lagyéki emlémirigyszovetek fokozottabb ndvekedési kapacitasaval, az itt talalhatd6 nagyobb
emlOmirigy parenchymatomeggel, ill. a fokozottabb lobulariséltsaggal ¢és szekrécios
tevékenységgel (MEUTON, 2002). A korai (els6 oestrus el6tti) ovariectomia szignifikdnsan

csokkenti a kutydk emlémirigyeinek tumoros elvéltozasat (ELSE, és HANNANT, 1979).

A kutydkban kifejlodott emlOmirigytumorok sebészi kimetszése torténhet totalis
mastectomia (teljes tejléc eltdvolitds), regionalis/subtotalis mastectomia, nodulectomia és
blokk dissectio/nyirokcsomo eltavolitas révén. A korszerli, morfoldgiai, pathologiai, klinikai
prognosztikai faktorok felvilagositast nyujtanak a tumorrecidiva valdszintiségérdl, a daganat
metastasishajlamarol, a szovetspecifikus metastasisrol, a mikrometastasisokrol, a residualis
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emldétumorok kialakulasat kisérd pathologiai-molekularis folyamatokrol.

A pathologiai prognosztikai faktorok széles skaldjat biztositja az immunhisztokémiai
vizsgalat. Segitségével az emldédaganat pontos szovettani tipusanak meghatarozasa mellett (az
egyik legfontosabb prognosztikai faktor), szdmos, a korlefolydst meghataroz6 egyéb, a
kutyakban kialakult emlédaganatra jellemz6 bioldgiai tulajdonsagrol nytjt felvilagositast, igy
a proliferacids aktivitasrol, a peritumoralis lymphovascularis metastasisokrol, az intra- és
peritumoralis ~ mikroérsiiriiségrédl  (a  daganat  vascularisaltsagarol), a  regionalis
mikrometastasisokrdl, a daganat histogenesisérdl, a miitéti eltavolitast kovetden, a tumoragy

teriiletén maradt residualis daganatsejtekrdl (HAYES, et al., 1981).



Munkénk soran, kutydk sebészileg eltavolitott emlOmirigy-daganatait koriildleld, Un.
peritumoralis, vagy pericarcinomatosus szdveti teriilet részletes feldolgozasat tlztiik ki célul,
az altalunk bevalogatott antitestekbdl: claudin-5 (endothel specifikus tight junction
markerbol), pancytokeratin (panepithelialis markerbol), alfa-Smooth muscle actin (simaizom
markerbdl), felépiilé6 immunhisztokémiai panelre alapozva. Elsddleges célunk a rosszindulati
simplex emldmirigy-carcinomak koriili lymphovascularis tumoros érbetdrés, a lymphogen
invasio feltiintetésének kidolgozasa volt kettds immunfestés alapjan. Oncopathologiai
munkankhoz a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar, Patolégiai Tanszék
tumorbankjabol (hagyomdanyos paraffin blokkos archivumabdl) szelektaltunk 18 simplex

infiltralé emlémirigy-carcinomat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az emlomirigy anatomiaja, szovettana

A kutyak testének ventralis falan, a bor alatti kotészovetben az anatdmiai kdzépsik két
oldalan paramedian, a mellkastol a lagyéktdjékig terjedden taldljuk a tejmirigyeket (un.
tejléceket). Az emlOmirigyek szama egy-egy oldalon 5-6, melyek koziil kettd mellkasi, kettd
(hdrom) hasi, egy pedig lagyéki (FEHER, 1980). Az emlémirigy fejlédését tekintve modosult
verejtékmirigy, amelynek terméke a tej (lac) (FEHER, 1980; GuzsaL, 1981). A
mirigydllomany egymassal anasztomizald, fadgszerlien eldgazodd rendszer, melynek
legtavolabbi és legkisebb egysége az un. terminalis ductalis lobularis egység (angol neve
utan: TDLU). A TDLU-t az alveolaris mirigyvégkamrakbol felépiilé mirigylebenyke
(lobulus), az intralobularis és extralobularis szakasszal rendelkezd terminalis ductulus
(tejelvezetd csatorna) és az acinusok korili, laza, giilkoz-aminoglikdnokban gazdag un.
intralobularis kétoszévet alkotja (MEUTON, 2002). A kb. 0,1-0,25 mm atmérdjii alveolusok
egyrétegli mirigyhdmbol, myoepithelbdl és alaphartyabol épiilnek fel, melyet a perialveolaris
funkcionalis szempontbol azonos tipustak és értékliek. A myoepithel sejtek (kosarsejtek) a
mirigyhamsejtek és az alaphartya kozott vagy a mirigyhdmsejtek basalis része kozé ¢kelddve
helyezddnek, nyulvanyaikkal kosarszertien koriilolelve az alveolust. A legkisebb vezetékek (a
terminalis vezetékek) falat szekrécids tipusi hamsejtek, myoepithel €s alaphartya képezi. Az
interlobularis vezetékek az intralobularisoknal tdgabbak, gyakoriak rajtuk a befizOdések,
emiatt Obolszeri tagulatok alakulnak ki, illetve a hambélésiik kétrétegiive valik és a

myoepithel sejtek elmaradnak (MEUTON, 2002; FEHER, 1980; GUZSAL, 1981).

Az eml§ az ivarérés soran kezd el fejlédni az oestrogen, a progesteron, a mellékvese- és
az agyalapi mirigy hormonjainak ellenérzése, az inzulin és a pajzsmirigyhormonok
szovettaplald hatasa alatt. Emellett bizonyitékok szolnak a helyi novekedési faktorok (pl.
Epidermal Growth Factor) szabéalyozd hatasa mellett is (MEUTON, 2002).



2.2. A kutyak emlomirigy-daganatainak szovettani osztalyozasa
A kutydk emlddaganatainak fobb histotipusait, a WHO-klasszfikacio (szdvettani

osztalyozas) csoportjait, tdblazatban dsszesitettiik (1. Tablazat) (MISDROP, et al., 1999).

Az emlodaganatok kutyakban

1.Malignus tumorok:

1.1 Nem infiltralé (in situ) carcinoma
1.2 Complex carcinoma

1.3 Simplex carcinoma

1.3.1 Tubulopapillaris carcinoma
1.3.2 Solid carcinoma

1.3.3 Anaplasticus carcinoma

1.4 Specialis tipusu carcinomak
1.4.1 Orsosejtes carcinoma

1.4.2 Laphamrak

1.4.3 Mucinosus carcinoma

1.4.4 Lipid-gazdag carcinoma
1.5 Sarcoma

1.5.1 Fibrosarcoma

1.5.2 Osteosarcoma

1.5.3 Egyéb sarcomdk

1.6 Carcinosarcoma

1.7 Carcinoma vagy sarcoma a benignus
tumorban

2. Benignus tumorok:

2.1 Adenoma

2.1.1 Simplex adenoma

2.1.2 Complex adenoma

2.1.3 Basaloid adenoma

2.2 Fibroadenoma

2.2.1 Hypocellularis fibroadenoma
2.2.2 Hypercellularis fibroadenoma
2.3 Benignus vegyes tumor

2.4 Ductalis papilloma

3. Nem klasszifikalt tumorok

4. Emlomirigy hyperplasia/dysplasia:
4.1 Ductalis hyperplasia

4.2 Lobularis hyperplasia

4.2.1 Epithelialis hyperplasia

4.2.2 Adenosis

4.3 Cisztak

4.4 Ductectasia

4.5 Focalis fibrosis (fibrosclerosis)

4.6 Gynecomastia

1. Tablazat A kutydk emlddaganatainak WHO-klasszfik4cioja




2.3. A kutyak emlédaganatainak prognosztikaja és rizikoja

A kutydk emlémirigy-daganatainak WHO-klasszifikacidja lehetévé teszi a bioptatum
histotipizalasat. Viszont a diagnosztikai eredmény, ill. a prognoézis esszencidlis elemei kozé
tartozik a miitéti minta resectidos széleinek dallapota (pozitiv, negativ, kozeli infiltratio),
valamint a sebészi szél és a histologiai tumorszél kozotti, un. peritumoralis teriilet
paramétereinek (a nyirok-, és vérérhdlozat allapota, a peritumoralis gyulladasos reakcio
mértéke, a tumor indukalt stromasejtek -myofibroblastok- jelenléte, a perineuralis teriiletek
érintettsége, a peritumoralis praeneoplasidk) korrekt elemzése. Ezt egésziti ki a sentinel-

nyirokcsomo vizsgalata.

A human- ¢és éllatorvosi vonalon hasznélt prognosztikai faktorokat tablazatban

foglaltuk 6ssze (2. Tablazat) (MEUTON, 2002).

Prognosztikai faktor Ember | Kutya
Kés6i felismerés - -
Lokalizacid - +
Az elsédleges tumor klinikai allapota + +
Tumorméret, tumortérfogat + +
Korszovettani tipus + +
Korszovettani grade (a malignités foka) + +
A novekedés tipusa + +
Gyogykezelés tipusa + -
Regionalis nyirokcsomo attét + +

2. Tablazat Prognosztikai faktorok emberben és kutyaban

Az emlddaganat mitéti eltavolitasa soran, ill. a kiegészitd képalkotd eljarasok
segitségével, a klinikusnak tajékozodnia kell a tumor méretérdl, a regionalis-, és a tavoli
metastasis meglétérél, valamint hidnyar6l. Ennek sordn meghatdrozza a kutydk

emlddaganatanak klinikai stddiumat (staging system) (3. Tablazat) (PHILIBERT, et al., 2003).



T: Primer tumor

T; = a daganat legnagyobb atmérdje < 3 cm
T,= a daganat legnagyobb atmérdje 3-5 cm

T3 = a daganat legnagyobb atméréje > 5 cm

N: Regionalis lymphonodus (RLN)

Ny = szovettanilag v. cytologiailag nem észlelheté RLN metastasis

N; = szovettanilag v. cytologiailag igazolhato RLN metastasis

M: Tavoli metastasis

M, = nem mutathato ki tavoli metastasis

M, = kimutathat6 tavoli metastasis

3. Tablazat A kutyak emlOmirigy-daganatainak staging (TNM)-rendszere




2.4. A kutyak emlémirigy-daganatainak peritumoralis/pericarcinomatosus teriilete
A kutydk emlémirigy-carcinomainak peritumoralis teriilete (1. abra) fontos
prognosztikai informacidt tartalmaz. Alapvetdé kérdés, hogy mit tekintiink peritumoralis

teriiletnek.

1. abra. A bal oldalon kutyabdl miitétileg eltavolitott emlémirigy-carcinoma metszéslapja
lathatd, a peritumoralis teriilet kiemelésével (kék nyilak), ill. jobb oldalt a tumor és a
pericarcinomatosus teriilet koérszovettani felvétele lathatd (piros nyilak). Haematoxylin és

eosin-festés (H.-E.), 100x.

A peritumoralis szoveti teriilet, a daganat mikroszkopos hatara és a sebészi (resectids) szél
kozotti teriilet (2. abra). A daganat mikroszkopos hatdranak pontos meghatarozasa soran
figyelembe kell venni, hogy a stromdt, azaz tumor indukalt myofibroblastokat nem aktivalo
emlomirigyrak esetén, a daganat parenchymdjdnak a szovettani marginalisa, mig az Un.
desmoplasticus  (stromaduas, tumor indukalt myofibroblastban gazdag) emlOmirigy-
carcinomdk esetén, a stroma szovettani hatara azonos a daganat mikroszkopos hataraval (3.

abra).



2. abra. Kutyabodl mitétileg eltavolitott, nem stromagazdag emldmirigy-daganat
peritumoralis teriiletének mikroszkopos képe. Piros szaggatott vonal jelzi a daganat
mikroszkdpos hatarat, a kék szaggatott vonal a resectios sz€lt. A csillagokkal jelolt rész a

peritumoralis szoveti teriilet. H.-E., 40x.

3. abra. Kutyabol mitétileg eltavolitott, stromagazdag, desmoplasticus emldmirigy-
carcinoma szovettani hatara (kék szaggatott vonal). A nyilak a parenchymasejteket jelolik. H.-

E., 100x.



A sebészileg eltavolitott emlémirigyrakok peritumoralis teriiletein a kdvetkezo,
prognosztikai szempontbdl fontos struktirakat, paramétereket kell figyelembe venni: (I.) A
peritumoralis nyirokerek allapota: (a) tumorembolussal valo terheltsége (tumoros intravasatio
jele) (4. abra), (b) enyhe foku — mérsékelt - kifejezett tdgulata daganatos nyirokérbetdrés jelei
nélkiil (5. abra). (II.) A peritumoralis vérerek tumorembolussal valo terheltsége (tumoros
intravasatio jele) (6. abra). (II.) Tumorosan infiltralt unilateralis, bilateralis, basalis, vagy
basolateralis sebészi szélek; negativ szélek; kozeli infiltratio. (IV.) A peritumoralis

gyulladasos reakcid jelenléte, mértéke (7. abra).

v/

—

: AN - ,

4. abra. Kitagult peritumoralis nyirokérben 1évé emldmirigyrak-embolus (tumoros

intravasatio,) (nyil) kutydban. H.-E., 200x

in



5. abra. Mérsékelten tagult peritumoralis nyirokerek (lymphostasis, nyirokpangas), kutya
emldmirigy-carcinoma kornyezetében, tumorembolus terheltség jele nélkiil (nyilak), enyhe

reaktiv lymphocytas reakcioval. H.-E., 100x

i

6. abra. Bal oldalon intact, tumorembolus mentes peritumoralis vérerek (nyilak). H.-E.,

200x. Jobb oldalon tumoros intravasatio peritumoralis vérérben (nyil). H.-E., 40x
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7. abra. Pericarcinomatosus reaktiv, lymphohistiocytas, gyulladasos beszlirddés (nyilak).

H.-E., 400x

A kutydk sebészileg eltavolitott emldmirgy-daganatainak mikroszkopos vizsgalata
soran felallitott, pathologiai-diagnosztikai leletben minden esetben nyilatkozni kell arrél, hogy
a minta ép szOvetben, azaz tumorosan nem infiltralt, negativ sebészi szélekkel lett-e
eltavolitva, vagy a vizsgalat soran lateralisan és/vagy basalisan észleltek-e pozitiv, tumorosan
infiltralt resectids szélt. Ez utobbi esetben a tumor eredeti talajszévetében maradt Un.
tumorreziduum miatt, recidiva varhato. A leletben fel kell tlintetni azt is, hogy a tumor a
sebészi széleket jelentdsen megkdzelitette-e. Ebben az esetben javasolt a sorozatmetszetek
készitése ¢és kiértékelése. Ezek az adatok csak akkor jelennek meg a diagnosztikai
eredményben, ha a megfeleléen konzervalt, teljes minta keriil pathologiai feldolgozasra.
Biopsziafragmentumok bekiildése esetén nincs lehetdség a sebészi szélekrdl nyilatkozni. A
resectios szélek allapotdnak megitéléséhez altalaban elegendd feltételeket nyujt rutin H.-E.
alapu korszovettan, de emldmirigy-carcinomak esetén javasolt az epithelialis markerekre
alapozott immunhisztokémiai vizsgalat, mivel ezek a malignomék nemcsak cohesiv solid
csoportokban, hanem individualisan, unicellularisan is képesek amoeboid mozgassal
infiltralni, ami 0sszetéveszthetd reaktiv histiocytakkal, ill. egyéb gyulladédsos sejtes elemekkel
(JAKAB, 2012). A daganatstroma a daganat nem neoplasticus részét képezi. Tartalmaz tumor-
indukalt mikroereket, reaktiv lymphocytakat, histiocytakat, extracellularis matrix elemeket és
tumor-indukalt myofibroblastokat (CHOMETTE, et al., 1990; RONNOV, és PETERSEN, 1993;
RONNOV-JESSEN, et al., 1992). A stromagazda, un. desmoplasticus emlémirigyrakok esetén a
daganatsejteket koriiloleld, bdséges stroma, amely jelentdés részt myofibroblast sejteket

tartalmaz, a rutin H.-E. alapi korszovettani vizsgalat soran konnyen Osszetéveszthetd, az

12



eredeti interstitiummal, ami fibroblast és collgen rost gazdag. Ezekben az esetekben javasolt a
simaizom actin (a-SMA) alapt immunhisztokémiai vizsgalat, mivel ez egyértelmiien

feltiinteti a raksejteket koriiloleld, bdséges stroma altal adott daganathatart.

A legfontosabb informacidt a peritumoralis széveti teriilet nyirok- és vérereinek
allapota adja. Amennyiben tumoros intravasatio észlelhetd a daganatkoriili nyirokerekben,
javasolni kell a sentinel (6rszem), vagy helyi nyirokcsomék korszdvettani ¢€s
immunhisztokémiai vizsgélatat, metastasis terheltség szempontjabol (JAKAB, et al., 2010). A
tumorembolusokkal terhelt nyirok- és vérerek esetén, az emlOmirigy-carcinomat mar nem
helyi, hanem szisztémas betegségként kezeljiik. Tobbszords, meghatarozott idészakonkénti,
postoperativ mellkas radiologiai (rontgen) vizsgalatot, valamint hasi UH-vizsgalatot kell
kivitelezni a tavoli, esetleges szervi metastasisok detektalasa végett. A peritumoralis szoveti
terlilet nyirokereinek feltiintetésére javasolt az endothel-specifikus anti-claudin-5 és azanti-
CD31 antitestek. Segitségiikkel kikiiszobolhetd, a biopszids minta formaldehid oldatban
tortént konzervaldsa okozta szdveti retractio miatti, nyirokérbetorést utanzé histologiai

jelenség (JAKAB, et al., 2008).

2.5. Az immunhisztokémia

Az immunhisztokémia az immunoldgia fejloddése soran, annak egy mellékdgaként jott
létre az 1950-es években és valt napjainkra a modern pathologia nélkiilozhetetlen
diagnosztikus és kutaté modszerévé (KRUTSAY, 1999). Az immunhisztokémia végrehajthato
gyorsfagyasztott, vagy formaldehid oldatban konzervalt és paraffinba, vagy miigyantdba
agyazott preparatumon is. A modszer az immunologiabol jol ismert antigén-antitest
reakcion alapszik: az immunsejtek altal termelt ellenanyagok nagy specificitassal kotédnek
azokhoz a molekuldkhoz, molekularészletekhez (antigénekhez), amelyek ellen termelddtek.
Az antitesteknek ezt a kotddését fel lehet hasznalni arra, hogy az antigének jelenlétét,
eloszlasat a szovetekben, sejtekben kimutassuk (KRUTSAY, 1999; DELELLIS, €s DAYAL, 1987).
Az immunhisztokémia sordn nagy molekulasulyt vegylileteket: strukturalis, vagy
funkcionalis fehérjéket, glikoproteineket, vagy komplex szénhidratokat (poliszacharidokat),
lipideket mutatunk ki a sejtekben, vagy az extracellularis térben a kiilonb6z6 megbetegedések
(pl. daganatos elvaltozas) korisméjének pontos meghatarozasa céljabol (CAMPBELL, €s
PIGNATELLI, 2002; CERENIDO, et al.,, 1998; KOPPER,¢és TIMAR, 2002; KRUTSAY

1999; MASON, és GATTER, 1987; MIETTINEN, 1993; MERZ, et al., 1993).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Korszovettan

A munkank sordn a patologiai tanszék tumorbankjabdl (conventionalis paraffinos
blokk archivumébol) szelektaltunk 6 solid infiltralo, grade III-as, nem desmoplasticus,
nyirokérbetorés jeleit nem mutatdo; 6 solid infiltraldo, grade Ill-as, desmoplasticus
nyirokérbetorés jeleit mutatd és 6 solid infiltralo, grade Ill-as, nem desmoplasticus
nyirokérbetorés jeleit mutatd, kutydkbol sebészileg eltavolitott emlémirigy-carcinoma
simplexet. Az altalunk bevalogatott mintdkat szobahémérsékleten (20°C-o0s), 24 6ran at, 8 %-
os pufferolt (PBS, pH 7.0) formaldehid oldatban konzervaltuk. Az igy nyert szovetmintakat
Shandon excesior szévet-elokészité automataval tettiik alkalmassa a tovabbi feldolgozésra. Az
automata szovet-elokészité gép a 14 oras programja alatt 6 1épcsds felszallo alkohol-sorozat
(4x1 6ra, majd 2x1,5 6ra) és 3 1épcsds felszalld xylol-sorozat (3x1 6ra) utan 3 1épésben (3x80
perc) 60°C-os paraffinnal (Shandon Histoplast Pelletised Paraffin Wax) kontaminalta a
szovetmintakat. A szovet-el0készitést a paraffinos beagyazas kovette. A paraffinos
blokkokbdl 3-4 pum vastagsagli metszeteket készitettiink, amelyeket haematoxylinnal és
eosinnal festettiink meg, Shandon Varistain 24-4 automata festogep segitségével. A
metszeteket Nikon Optiphot-2 tipusu fénymikroszkop segitségével analizaltuk (8-9. abrak,
EREDMENYEK fejezetben).

3.2. Immunhisztokémia

A tovabbiakban az indirekt immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a metszeteket kétszer
valtott xylolban (2x10 percen keresztiil), majd haromszor valtott alkoholban (3x5 percen 4t
100%- os, 70%-0s és 50%-o0s alkohol) deparaffindltuk, majd 1x-es PBS-sel valo mosas utan
antigén feltarast végeztiink. Az antigének feltardsa magas hémérsékleten, mikrohullammal
(30 perc, 800 W) tortént, kiegészitve Target Retrieval Solution feltar6 oldattal (DAKO,
Glostrup, Déania, pH 6). Az endogen-peroxiddz aktivitasat 0,3%-os H,O,-dal, metanolban
blokkoltuk 5 percen keresztiil. A vizsgalatainkhoz felhaszndlt antitesteket tablazatban
foglaltuk 0Ossze (4. Tablazat). Az immunhisztokémiai reakcidkat avidin-biotin
immunperoxidaz rendszerrel (DAKO LSAB2 Kit) és DAB (diamino-benzidin) chromogennel
tettiik lathatova. A kontrasztfestés haematoxylinnel tortént. A negativ kontroll metszeteket az
elsddleges antitestek kihagyasaval készitettilk. Az immunhisztokémiai reakciok kiértékelése

soran kiilsd pozitiv kontrollokat hasznaltunk (5. Tablazat).
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1. anti-claudin-5 (monoclonalis egér ellenanyag, 1:100, Zymed Inc.)

2. anti-a-smooth muscle actin (0-SMA) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:8000, Sigma)

3. anti-pancytokeratin (AE1-AE3) (monoclonalis egér ellenanyag, 1:100, DAKO)

4. Tablazat Az immunhisztokémiai vizsgélat soran felhasznalt ellenanyagok Osszesitése.

Antitest Kiilsé pozitiv kontroll
1. Claudin-5 Kutya haemangioma
2. a-SMA Kutya vaginalis leiomyoma
3. Pancytokeratin Kutya bor eredetii laphdmrak

5. Tablazat Az immunhisztokémiai vizsgalat soran felhasznalt kiils¢ pozitiv kontrollok

0sszesitése.

A mintakban a kovetkezd peritumoralis struktirdkat vizsgaltuk: peritumoralis
nyirokerek, vérerek; intrvasalodott (érbetort) tumorsejtek, peritumoralis tumor-indukalt

myofibroblastok.

A megvizsgalt mintdkban tapasztalt immunreaktivitdsokat, a megbizhato, kiils6 pozitiv
kontrollhoz viszonyitottuk. Ha a mintdkban megfigyelt immunreaktivitds megegyezd volt a
kiilsé pozitiv kontroll mintdban észleltekkel, akkor az ,,intenziv” jelz6t hasznaltuk a reakcio
leirdsara, ha kevésbé volt erds, akkor a ,gyenge” jelzét alkalmaztuk. A tapasztalt
immunreakciok kiterjedésénél a diffuz jelzot haszndltuk amennyiben a szovetben kiterjedten
érzékeltiik a pozitivitast, a focalis (multifocalis) jelz6t hasznaltuk, ha nem kiterjedten, hanem
korilirt teriilete(ke)n észleltiik a reaktivitadst. Homogen mindségi jelzot hasznéltunk, ha az
immunreaktivitds egyenletes volt intenzitdsban, ill. inhomogen jelzdt, ha eltérd intenzitasu
szoveti teriilteket észleltiink. A sejtekben észlelt immunreaktivitdsok cellularis helyezddését

tablazatban Gsszesitettiik (6. Tablazat).

Antitest Immunreakcio
1. Claudin-5 Membran

2. a-SMA Cytoplasmaticus
3. Pancytokeratin Cytoplasmaticus

6. Tablazat Az immunhisztokémai reakciok (immunreaktivitasok) cellularis tipusai.
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Az egy antitest komponensii (claudin-5, vagy a-SMA, vagy pancytokeratin) alapu, indirekt
immunhisztokémiai festések mellett, kettés immufestéseket is terveztiink. Ez utobbi soran az
immunoperoxidaz enzim szubsztrat rendszer mellett, alkalikus foszfatazt is alkalmaztunk, ill.

nitroblue tetrasolium (NT)/bromo chloro indolyl foszfat (BCIP) chromogenszubsztratokat

hasznaltunk. Ennek alapjan, a kovetkezd kombinacidkat teszteltiik (7. Tablazat).

Antitest Enzim-chromogen rendszer Szinreakcio
Claudin-5 Peroxidaz/DAB Barna
Pancytokeratin Alkalikus-foszfataz/(NT/BCIP) | Piispoklila
Antitest Enzim-chromogen rendszer Szinreakcio
Claudin-5 Alkalikus-foszfataz/(NT/BCIP) | Piispoklila
Pancytokeratin Peroxidaz/DAB Barna
Antitest Enzim-chromogen rendszer Szinreakcio
o-SMA Peroxidaz/DAB Barna
Pancytokeratin Alkalikus-foszfataz/(NT/BCIP) | Piispoklila
Antitest Enzim-chromogen rendszer Szinreakcio
o-SMA Alkalikus-foszfataz/(NT/BCIP) | Piispoklila
Pancytokeratin Peroxidaz/DAB Barna

7. Tablazat A kettds immunhisztokémai reakcidk kombinacidi

Célunk, a kettés immunfestés alkalmazasaval az volt, hogy a kutydk emlémirgy-

carcinomai koriili, peritumoralis/pericarcnomatosus szoveti teriileten a tumorembolus és az
altala érintett nyirokérstruktirdk egy metszetben, egylitt valjanak morfologiailag
detektalhatova. A pancytokeratin a nyirokérben sodrodé rakembolust jeloli, a claudin-5 a
nyirokér nem roncsolt endotheliumét és az a-SMA a nyirokerek endothel rétege alatti
simaizomsejtjeit. DAB esetén barna szinreakcio, mig NT/BCIP esetén piispoklila szinreakcid
mutatja a pozitiv jelet, az immunreaktivitast a raksejtek cytoplasmdjaban (pancytokeratin
antitest), az endothel sejtek membranjaban (claudin-5 antitest) és a simaizomsejtek

cytoplasmajaban (a-SMA antitest).
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4. EREDMENYEK

Az egy antitest komponensii immunhisztokémiai vizsgalataink soran azt tapasztaltuk,
hogy a kutydk emlOmirigy-carcinomait koriiloleld intact, ill. tumorembolussal terhelt
nyirokerek ép endothelsejtjei intenziv, homogen, diffuz claudin-5 membranpozitivitast adnak.
A tumorsejtek altal destruélt endothelszakaszon claudin-5 negativitast észleltiink (10. abra).
Az a-SMA antitesttel végzett peritumoralis vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
nyirokérfalakban 1évé simaizomsejtek intenziv, homogen a-SMA pozitivitast adnak (11.
abra), azonban a simaizomsejtmentes kis nyirokkapillarisokban ez a pozitiv reakci6 elmaradt.
A pancytokeratin epithelialis marker intenziv pozitivitast adott a carcinoma sejtekben, mind a

primaer tumorban, mind pedig a nyirokérben 1év6 raksejtembolusokban (12. abra).

Az egykomponensii immunhisztokémiai reakciok esetén azt tapasztaltuk, hogy a
pericarcinomatosus nyirokerekben, a daganatembolusok és a daganat invasio okozta endothel
karosodas miatt gyakorta volt észlelhetd claudin-5 negativitds, ami zavarta a tumorterhelt
nyirokér felismerését. Ezt kompenzalta az a-SMA pozitiv simaizomsejtréteg a nyirokérfalban,
viszont a kisméretli nyirokkapillarisok simaizomsejtmentessége miatt az a-SMA alkalmatlan
volt a kapilldris feltlintetésére. A pancytokeratin intenziv, homogen immunreaktivitast
mutatott a peritumoralis raksejtekben, de nem lehetett eldonteni egyértelmiien, a formaldehid
oldat konzervalasa miatti szoveti zsugorodas miatt érzékelhetd szoveti hézag a raksejtek

kortiil, vagy ténylegesen nyirokér lumenben vannak.
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8. abra. High grade solid szoveti szerkezetli, desmoplasticus infiltralé simplex
emlOmirigy-carcinoma, tobbsejtes tumorembolusokkal terhelt, peritumoralis, kitagult

nyirokerekkel (nyilak). H.-E., 40x.
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9. abra. A multicellularis raksejtembolussal (nyil) terhelt, kitagult pericarcinomatosus

nyirokér. H.-E., 400x.
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10. abra. Az egy antitest komponensii IHC reakciok kozil, a
claudin-5 immunreaktivitas (barna szinreakcid) észlelhetd, a nyirokér
endotheliuméaban (nyilak), ill. az intravasalis claudin-5 negativ

rakembolus. IHC., 400x.
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11. dbra. Az egy antitest komponensii IHC reakciok koziil, az a-

SMA immunreaktivitds (barna szinreakcid) észlelhetd, a nyirokér
falban 1év0 simaizomsejtekben (nyilak), ill. az intravasalis a-SMA

negativ rakembolus. IHC., 400x.
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12. adbra. Az egy antitest komponensii IHC reakciok koziil, a pancytokeratin

immunreaktivitas észlelhetd (barna szinreakcio), a nyirokérben sodrod6 rakembolusban (nyil).

IHC., 400x.

A kettés immunfestések soran azt tapasztaltuk, hogy a peroxidiaz/DAB alapu claudin-
5 és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin kettés immunhisztokémia adta a
legelfogadhatobb morfologiai segitséget a peritumoralis nyirokér tumorterheltségének
detektaldsa soran. Ennek sordn a nem destrualt lymphaticus endothel intenziv claudin-5
reaktivitasa (barna linearis elszinezddése) és a nyirokérben sodrddd réksejtek intenziv,
pancytokeratin cytoplasmaticus pozitivitdsa (plispoklila elszinezddése) volt egyidejlileg

¢szlelhet6 (13. abra).
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13. abra. A képen a peroxidaz/DAB alapu claudin-5 és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP)

alapu pancytokeratin kettés immunfestés eredménye lathatd. A nyirokér endothel intenziv
claudin-5 pozitivitdst (barna szinreakciot) adott (fekete nyilak), mig a benne sodrodo
tumorembolusok intenziv  pancytokeratin  cytoplasmaticus  pozitivitast  (piispoklila

szinreakciot) adtak (zold nyilak). IHC., 400x.

A peroxidaz/DAB alapu claudin-5 és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin
kettos immunhisztokémia a kisméretli peritumoralis ereket €s a benniik sodr6do unicellularis-
¢s oligocellularis raksejtembolusokat is egyértelmiien jelezte. Az intact felszini hamréteg

megbizhatd pancytokeratin belsd kontrollként volt hasznosithatd (14. abra).
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14. abra. A képen a peroxidiz/DAB alapu claudin-5 és alkalikus foszfatiz/(NT/BCIP)
alapu pancytokeratin kettés immunfestés eredménye lathat6d. A kisméretli nyirokér endothel
intenziv claudin-5 pozitivitast (barna szinreakciot) adott (fekete nyil), ill. a benne sodr6dé
raksejt (unicellularis tumorembolus) intenziv pancytokeratin cytoplasmaticus pozitivitast
(plispoklila szinreakcidt) mutat (zold nyil). Csillaggal jelolve a megbizhaté pancytokeratin

belsd pozitiv kontrollt ad6, intact felszini ham. IHC., 400x.

A peroxidaz/DAB alapu a-SMA és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
pancytokeratin kettés immunhisztokémia szintén intenziv, jol értékelhetd jeleket adott, de
nem volt egyértelmiien eldonthetd minden esetben, hogy a tumorsejtek koriili a-SMA-
pozitivitas (barna szinreakcid) a peritumoralis nyirokérfali simaizomsejtektdl, vagy az
emlOmirigy-carcinoma  sejtek  kozvetlen  kdrnyezetében  induklddott  stromalis

myofibroblastoktol eredt-e (15. abra).
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15. abra. A képen a peroxiddaz/DAB alapu a-SMA és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
pancytokeratin kettés immunfestés eredménye lathatd. A peritumoralis nyirokérfali
simaizomsejtekben intenziv a-SMA pozitivitas (barna szinreakciot) lathato (fekete nyilak), ill.

a benne sodrodd raksejtek (multicellularis tumorembolus) intenziv pancytokeratin

cytoplasmaticus pozitivitast (plispoklila szinreakcidt) mutat (zold nyil). IHC., 400x.

A peroxidaz/DAB alapu a-SMA és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
pancytokeratin kettés immunhisztokémia soran a kisméretli nyirokkapillarisok faldban, a

simaizomsejtek hidnya miatt, nem volt érzékelhetd a-SMA pozitivitas (16. abra).
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16. abra. A képen a peroxidaz/DAB alapu a-SMA és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
pancytokeratin  kettés immunfestés eredménye lathat6. A peritumoralis kisméretli
nyirokkapilléris faldban, a simaizomsejtek hidnya miatt, a-SMA negativitas észlelhetd (fekete
nyilak). A kép jobb alsé sarkdban a 15. kép részlete észlelhetd, a-SMA pozitiv (barna)
nyirokérfallal és pancytokeratin pozitiv (plispdklila) rakembolussal. IHC.,600x.

A peroxidaz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
claudin-5, valamint a  peroxidiz/DAB alapu  pancytokeratin és  alkalikus
foszfataz/(NT/BCIP) alapu a-SMA kettés immunhisztokémiai reakciok soran nem
tapasztaltunk, vagy gyenge jelet tapasztaltunk a claudin-5 €és az a-SMA immunreaktivitasok
esetében (17-18. dabrak). A peroxidazy/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus
Sfoszfataz/(NT/BCIP) alapu claudin-5 kettés immunfestés soran az intact erek endotheliuma a
claudin-5 szempontjabol, ill. a felszini hdm és az intact peritumoralis lobulusok luminalis

hamsejtjei a pancytokeratin szempontjabol bizonyultak megbizhat6 belsd pozitiv kontrollnak
(19. abra).

21



alapu claudin-5 kettés immunfestés eredménye lathatd. A peritumoralis nagyméretli nyirokér
endothelben gyenge claudin-5 immunreaktivitas (piispoklila elszinezddés) észlelhetd (fekete
nyilak), ill. a tumorembolusokban periférids pancytokeratin pozitivitds (barna szinreakcio)

lathat6 (csillag). IHC., 400x.
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18. abra. A képen a peroxidaz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfatiz/(NT/BCIP)
alapu claudin-5 kettés immunfestés eredménye lathat6. A peritumoralis kisméretli nyirokér

endothelben hidnyzik claudin-5 immunreaktivitas (piispoklila elszinez8dés) (fekete nyilak),
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ill. a tumorembolusokban intenziv pancytokeratin pozitivitas (barna szinreakcio) lathato.

IHC., 400x.

19. abra. A peroxidiz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu
claudin-5 kettos immunfestés megbizhatd pancytokeratin belsé pozitiv kontrollnak bizonyult
az intact felszini ham (csillag), ill. megbizhat6 claudin-5 belsd pozitiv kontrollnak bizonyult

az intact erek endothelje (nyilak). THC., 400x.
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5. MEGBESZELES

Az immunhisztokémiai reakciok csak megalapozott korszovettani tudas esetén
hasznosulhatnak a pathologiai diagnosztikdban. A vizsgalonak alapvetéen ismernie kell az
altala hasznalt antitestek indikéacios teriiletét, antigén specificitasat, szenzitivitasat, lehetséges
keresztreakcidit ¢és diagnosztikus specificitasat, mert csak igy biztosithatdé megfeleléen a
biztonsagos alkalmazds. Megfeleld tapasztalattal kell rendelkeznie az alpozitiv, vagy az
alnegativ reakcid termékek felismerésére (KRUTSAY, 1999; MASON, és GATTER,1987;
MIETTINEN, 1993). Az immunhisztokémiai reakciok értékelésekor tisztaban kell lenni azzal,
hogy az adott reakcid a sejt melyik alkotéelemében alakul ki. Vannak cytoplasmaticus, a
magra, a membranra lokalizal6d6 reakciok, ill. ezek kombinacié (kiilondsen daganatok
esetén) (MASON, és GATTER,1987; MIETTINEN, 1993). Jelen vizsgilatunk soran az anti-
claudin-5 az endothelsejtek membranjaban-, az anti- a-SMA a simaizomsejtek, a
myofibroblastok cytoplasméjdban-, ill. az anti-pancytokeratin a réksejtek cytoplasmajaban
expresszalodott.

A kutydk emlddaganatainak kiemelten fontos prognosztikus jellemzdje a
peritumoralis/pericarcinomatosus teriilet lymphogen- és/vagy haematogen invazidja, az
intravasalodott (érbetdrt) tumorsejtek jelenléte, valamint a peritumoralis tumor-indukalta
myofibroblastok, ezért esszencidlis minden korszovettani technikai segitség, amellyel
kozelebb keriiliink a korrekt, teljes értékli definitiv diagndzishoz, igy segitve a tovabbi
gyogykezelési eljarasokat. A koérszovettani vizsgalatok sordn szamos objektiv és szubjektiv
hibaforrds meriilhet fel. Ezeket a pontatlan, ezéltal a gyakorlatban nem legalizalhat6
kérszovettani diagnosztikai véleményhez vezetd tényezdket a modern pathologiai vizsgalati
madszer, az immunhisztokémia képes kikiiszobdlni és helyes mederbe sodorni a diagnosztikai

algoritmust és a rdalapozott prognosztikat.

A korabbi hazai tanulmanyokban leirtdk, hogy a korszovettani analizisre kiildott malignus
hameredetli emlémirigy-daganatok rutin, haematoxylinnal és eosinnal festett metszeteinek
fénymikroszkopos vizsgalata esetén gyakorta tapasztalhatdo hisztotechnikai miitermékként
észlelhetd, hogy az egyes daganatos sejtfészkek levalnak az Oket kozvetleniil koriildleld
daganat stromarol (kotdszoveti vazrol), s igy a tumor és a kotdszovet kozott kialakult,
artefactualis hézag a vizsgaloban azt a benyomast keltheti, hogy a daganatsejtek egy kitagult

nyirokér atmetszetében lathatok. Ilyen esetben az anti-claudin-5 immunhisztokémiai vizsgalat
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egyértelmiien kimutatja az endothelsejtek jelenlétét, ill. kizarja a lymphogen invaziot (JAKAB,

et al., 2008).

A korabbi vizsgalatok eredményei szerint, a kutydk benignus, ill. malignus primaer
emlOmirigy-daganatainak allomanyéban 1év0 nyirok-és vérerek endothelsejtjei is claudin-5

reaktivitast mutatnak (JAKAB, et al., 2008).

A gyakorlo allatorvos szamara a legfontosabb prognosztikai informacidt, a kutyabol
sebészileg kimetszett emlémirigyrak peritumoralis nyirokérinvasidjanak megallapitasa, ill.
kizarasa. A patologus diagnoszta ezt, a haematoxylin €s eosin alapu metszetek mellett, a joval
megbizhatobb véleményt biztositd immunhisztokémia segitségével detektalhatja. Jelen
munkank soran, morfolédgiai felvételekkel illusztralva mutattunk ra, hogy az egy komponensii
(egy antitesttel dolgozo) indirekt immunhisztokémiai mddszer nem 100%-o0s eredményességii
a peritumoralis nyirokér tumorembolusok feltlintetésére. Az egy komponensii claudin-5
immunfestés feltiinteti a lymphaticus endothelt, de csak a tumorsejtek altal nem destrudlt
endothel felszinen ad pozitiv immunreakciot, ill. a benne sodr6dé tumorembolus (ami lehet
oligocellularis, valamint unicellularis) természetérdl nem nytjt egyidejiileg felvilagositast. Az
egysejtes embolusok esetén ki kell zarni az intravascularis aktivalédott immunsejtek
jelenlétét. Az egy komponensli pancytokeratin immunreakcié egyértelmiien segit a
raksejt/raksejtek  feltlintetésében, de nem tudjuk az artefactualis szdveti retractio
kompenzélasara felhasznalni. Az a-SMA a kisméretli nyirokereket, nyirokkapillarisokat nem
tinteti fel, mivel azok faldban nincsenek simaizomsejtek, ezért egy komponensi
immunfestése nem megbizhato. Jelen munkdnkban az elobb leirt, az egy komponensii
immunfestések soran tapasztalt hidnyossagok kikiiszobolése érdekében kettds immunfestési

eljarasokat alkalmaztunk.

A kettés immunfestések sordn azt tapasztaltuk, hogy a peroxidiz/DAB alapu claudin-5 és
alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin kettés immunhisztokémia adta a
legelfogadhatobb morfologiai segitséget a peritumoralis nyirokér tumorterheltségének
detektaldsa soran. Ennek sordn a nem destrualt lymphaticus endothel intenziv claudin-5
reaktivitdsa (barna linearis elszinezddése) és a nyirokérben sodrddd réksejtek intenziv,
pancytokeratin cytoplasmaticus pozitivitdsa (plispoklila elszinezddése) volt egyidejlileg
¢szlelhetd (20. abra). A kisméretii peritumoralis ereket €s a benniik sodrodé unicellularis-, és
oligocellularis raksejtembolusokat is egyértelmiien jelezte, amelyek a hétkdznapi rutin

haematoxylinal és eosinnal megfestett metszetekben elkeriilhetik a vizsgald histopathologus
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figyelmét. Az intact felszini hamréteg megbizhatd pancytokeratin belsé kontrollként volt
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hasznosithato.

20. abra. Peroxidiaz/DAB alapu claudin-5 és alkalikus foszfatiz/(NT/BCIP) alapu
pancytokeratin kettés immunhisztokémiai reakciéo kutya peritumoralis nyirokerében ¢és a
benne sodrodé raksejtembolusban. Fekete nyil jelzi a claudin-5 belsd pozitiv kontrollt (intact
kis artéria), piros nyil jelzi a lymphaticus nem destrualt endothelt, ill. a sarga nyil a

tumorembolust. IHC., 400x.

A tobbi kettds festési kombinacié soran bizonyos esetekben nem volt egyértelmiien
eldonthetd, hogy a tumorsejtek koriili a-SMA-pozitivitas (barna szinreakcid) a peritumoralis
nyirokérfali  simaizomsejtektl, vagy az emlOmirigy-carcinoma sejtek kdzvetlen
kornyezetében induklodott stromalis myofibroblastoktol —eredt-e, ill. a kisméretli
nyirokkapillarisok faldban, a simaizomsejtek hidnya miatt, nem volt érzékelhetd a-SMA
pozitivitds. Bizonyos esetekben gyenge jelet tapasztaltunk az immunreaktivitdsok soran
[peroxidaz/DAB alapti pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu claudin-5,
valamint a peroxidaz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapt a-

SMA kettds immunhisztokémiai reakcid].
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Eredményeink alapjan egyértelmlien kimondhatjuk, hogy a peroxidaz/DAB alapu
claudin-5 és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin kettés immunhisztokémiai
reakcié javasolt az igényes, megalapozott allatorvosi sebészi pathologiai munka

kivitelezéséhez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kutydk emlOmirigy-carcinomdinak peritumoralis teriilete szdmos prognosztikai
informaciot rejt magaban. Ezek egyik legfontosabb eleme, a pericarcinomatosus nyirokerek
allapota, tumoros intravasatiéja. Molekularis pathologiai kutatisunkhoz a SZIE-AOTK
Patologiai Tanszékének tumorbankjabol szelektdltunk 16 emlOmirigy-carcinoma mintat,
amelybdl 12 rendelkezett peritumoralis nyirokér intravasatio jeleivel. Munkank soran kettds
immunhisztokémiai festéseket haszndltunk fel a peritumoralis, tumorembolusokkal terhelt
nyirokerek morfologiai leképezése érdekében, a kovetkez6 kombindciokban: (a)
peroxidaz/DAB alapt claudin-5 ¢és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapti pancytokeratin; (b)
peroxidaz/DAB alapti a-SMA ¢és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin; (c)
peroxidaz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapt claudin-5; és (d)
peroxidaz/DAB alapu pancytokeratin és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapti a-SMA kettds
immunfestés. Ezek koziil a kisméretli és nagyobb méretli peritumoralis nyirokerek és a
benniik sodr6dé unicellularis-, és multicellularis rdkembolusok detektalasara leginkdbb a
peroxidaz/DAB alapu claudin-5 és alkalikus foszfataz/(NT/BCIP) alapu pancytokeratin kettds
immunfestés valt be. Az altala tapasztalt nyirokér endothel claudin-5 pozitivitds (barna
szinreakcid) €és a pancytokeratin emlOmirigy-carcinoma embolus pozitivitds (pilispoklila
szinreakcio) egyértelmilien segitett a formaldehid oldat alapu, szdveti retractio okozta

mutermékektdl vald differencialasban.
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7. SUMMARY

The peritumoral area of the mammary gland carcinomas of the dog contains several
prognostic signs. The tumorous intravasation of pericarcinomatosus lymph vessels is
considered to be the most important element. 16 mammary gland carcinoma samples have
been selected from the tumor bank of the Pathology Institute of SzZIE-AOTK, from which 12
have been showing signs of intravasation of peritumoral lymph vessels. During the
experiment double immunhistochemic staining has been used for imaging the tumorembolic
affected peritumoral lymph vessels in the following combinations: (a) peroxidase/DAB based
claudin-5 and alcaline phosphatase/(NT/BCIP) based pancytokeratin; (b) peroxidase/DAB
based a-SMA and alcaline phosphatase/(NT/BCIP) based panctoceratin; (c) peroxidase/DAB
based pancytokeratin and alcaline phosphatase/(NT/BCIP) based claudin-5; (d)
peroxidase/DAB based pancytokeratin and alcaline phosphatase/(NT/BCIP) based o -SMA
double immunstaining. For detection of small and large peritumoral lymph vessels and
tumorous embolus the peroxidase/DAB based claudin-5 and alcaline phosphatase/(NT/BCIP)
based pancytokeratin double staining has been the most successful. The experienced claudin-5
positivity of the lymph endothel (brown colouring) and the pancytokeratin mammary gland
tumor embolus positivity (purple colouring) obviously helped the differentiation of tissue

retraction of formaldehyde origin.
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