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Roviditésjegyzék

7-AAD — 7-Amino-aktinomicin D

ABC — ATP binding casette transporter

AHOK - Allatorvosi Hematolégiai és Onkologiai Kézpont
ATP — adenozin-trifoszfat

CD — cluster of dirrerentiation

DMSO - dimetil-szulfoxid

DNS — dezoxiribonukleinsav

FACS — fluorescence activated cell sorting

GAM - Goat-antimouse

kDa — kilodalton

MAF — multidrog rezisztencia aktivitasi faktor

MDR — multidrog rezisztencia

MDR1 — Pgp, multidrug resistance protein 1

NSCLC — non-small cell lung cancer

PBS — foszfat-pufferelt fiziologias sooldat (phosphate-buffered saline)
Pgp — permeability gliikoprotein



Bevezetés
A daganatos Dbetegségek nemcsak a human klinikumban jelentenek komoly

népegészségiigyi problémat, de tarsallataink korében is jelentds el6fordulasuk. Az Egyesiilt
Kiralysagban korabban végzett felmérések alapjan a daganatos korképek a kutyaknal is vezetd
halalozési tényezOk. A vizsgalatok szerint a kutydk 23%-a hullott el rdkos megbetegedés
kovetkeztében, azonban 10 évesnél idosebb kutyak esetében ez a szam 45%-ra emelkedik [1],
[2]. Egy 2000-ben késziilt amerikai felmérésben 1042 kutyabol all6 mintan vizsgaltak a
halalozasi okok gyakorisagat, melynek majdnem fele a tumor képzddése miatt kdvetkezett be (1.
abra A) [3]. A leggyakoribb daganattipusok a histiocytosis (53 kutya — 4%), a mastocytoma (44
kutya — 3%), a limféoma (31 kutya — 2%) voltak, de az eml6 daganatban elhullottak szama is
jelentds volt (1. abra B). Az egyes kutyafajtakat kiillon vizsgalva eltéré a daganat tipusok
megoszlasa; a boxerfajta esetében az emlé daganatban megbetegedettek haldlozasi aranya kozel
40%, de a flandriai pasztorkutyaknal, a berni pasztorkutyaknal és a bichon frisénél is magas ez az

érték [4].
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1. Abra: A kutyak elhulldsat okozé tényez6k megoszlasa.
A. A kutyak elpusztulasdhoz vezeté okok megoszlasa.

B. A kutydk daganatos megbetegedéseinek 0sszetétele tekintettel a tumor tipusara.

A tumor (neoplazia) olyan szdvetszaporulat, amely a szervezet megvaltozott sejtjeinek korlatlan
burjanzasabol ered. Hanahan és Weinberg 2011-ben Osszefoglalta a tumor sejtek fontos

4



ismérveit, igy példaul a korlatlan osztédasra valdo képességet, valamint a tumor sejtek azon
képességét, hogy ellenallnak az apoptozis (iranyitott sejtelhalast) indukalo jelzéseknek, 6sztonzik
az ¢érképzodés folyamatat (angiogenezis), szétterjednek a szervezet egészében (metasztazis),
tovabba képesek a proliferativ aktivitasuk fenntartasara. A daganatok kialakulasaért felel6s
mutaciokat tobbféleképpen csoportosithatjuk aszerint, hogy a mutaciokat milyen tényezo
indukalja (rontgensugarzas, dohanyzas, stb.) vagy a mutacio a kromoszoéma mely részein
kovetkezik be. A daganatokat megkiilonboztethetjliik agresszivitasuk szerint, igy a joindulatu
(benignus) tumorok nem invazivak, és nem képesek attétképzésére, a helyi szdvetszaporulat
sebészi uton tdbbnyire eltavolithatd. Ezzel ellentétben a rosszindulati (malignus) daganat legfobb
jellemz6je a nagy szaporodd képesség, az invazivitas, ill. szoveti destrukcid, valamint a
metasztazis folyamata, melynek soran a tumorsejtek eredeti helyiikrél (primer daganat) kijutnak
¢és mas szovetekben megtelepedve Ujabb tumorokat hoznak 1étre (attét vagy metasztazis). Jelenleg
nem rendelkeziink olyan kezelési protokollokkal, amelyek biztos megoldast jelentenének a
metasztatizalo tumorral rendelkezd betegeknek. Ezt az a statisztikai megfigyelés is alatamasztja,
hogy az emlé daganatok esetében az Otéves tilélés esélye 98%, amennyiben nincs tavoli
metasztazis, de ez az esély 24% ala csokken, amint az elsd 4ttétet felfedezik. Ugyanezek az
értekek emberi vastagbél daganat esetében 90% és 12%, melanomanal 98% és 15%, prosztata
daganatoknal 100% és 28%, holyagraknal 70% és 6%, mig méhnyak tumoroknal 91% és 16%
[5].

Kutyaknal a leggyakoribb daganattipusok a limféma, a mastocytoma és az emlédaganat [6], [7].
Dolgozatomban a limfoma kezelését és az ezzel kapcsolatos problémakat, valamint lehetséges
megoldasokat targyalom.

A limfoma a nyirokrendszer sejtjeit, valamint a lymphocytakat érintd betegség. A betegség a
lymphocytak ellendrizetlen osztodasat, novekedését eredményezi, amelyek kiszoritjak a normal
differencialodassal  keletkezett lymphocytakat. A  koéros lymphocytak tobbnyire a
nyirokcsomokban gylilnek Ossze, tapinthatdo duzzanatot képezve. A limfoménak szamos altipusa
1étezik, €és ezek tobbségére igaz, hogy kezdetben mind sugérterapiaval mind kemoterdpias
szerekkel jol kezelhetd. A kutya limfomanak az emberek kdzepes vagy nagy malignitast Un. non-

Hodgkin-tipusu limfomajaval mutatnak hasonlosagot [8], [9].



A limféma a kutydk egyik leggyakoribb daganatos betegsége, melybdl 70%-ban diffiz nagy B
sejtes limfoma alakul ki [10]. Ez a korkép, tobbnyire az idésebb, 9 év feletti kutyakat érinti, de

el6fordulhat minden életkorban és barmely kutyafajtaban. [11]

A kutyak daganatos megbetegedéseit tobbféle eljarassal is kezelik. Elséként a daganat miitéti
eltavolitasa meriil fel. A miitétet kiegészitendd vagy kivaltandd sugéarkezelést is alkalmaznak
elsésorban a helyi, nem attétes tumoroknal. Sok kutya tumor érzékeny a sugarkezelésre, mint
példaul a hizosejtes tumorok (mastocytoma), a laphamsejtes karcindmdk, a szdj- és orriiregi
daganatok [12]. A sugarkezelés hatranya, hogy specialis felszerelést igényel és kevés helyen
végezhetd el. Alternativ megoldasok kézé sorolhatd a fényterapia, mely sikeresnek tekinthetd a
lapham karcinomak esetén [13]. A leggyakrabban hasznalt modszer azonban kemoterapias
kezelés. A legtobbet hasznalt kemoterapias szerek a doxorubicin, L-asparaginase, vincristine,
cyclophosphamide. Ezek szerepelnek a limfoma kezelésére hasznalt Madison-Wisconsin

kombinacios kemoterapias protokollban is (1. tablazat).



Kezelés Hatéanyag

1.hét: Vinkrisztin 0.7 mg/ny’. iv 13. hét: Ciklofoszfamid 250 mg/m’. iv
L-Aszparaginaz 400 U/ttkg, im 14. hét: -
Prednisolon 2 mg/ttkg, po 15. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m’. iv
2. hét: Ciklofoszfamid 250 mg/m?, iv 16. hét: -
Prednisolon 1.5 mg/ttkg, po 17. hét: Doxorubicin 30 mg/ny’. iv
3. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m?, iv 18. hét: -
Prednisolon 1 mg/ttkg. po 19. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m’, iv
4. hét: Doxorubicin 30 mg/ny’. iv 20. hét: -
Prednisolon 0.5 mg/ttkg. po 21. hét: Ciklofoszfamid 250 mg/m’. iv
5. hét: - 22, hét: -
6. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m’, iv 23. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m’, iv
7. hét: Ciklofoszfamid 250 mg/m’, iv 24. hét: -
8. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/ny’. iv 25. hét: Doxorubicin 30 mg/m?’, iv

9. hét: Doxorubicin 30 mg/m?, iv
10. hét: -
11. hét: Vinkrisztin 0.7 mg/m?, iv

12. hét: -

1.tablazat: A kutya limfomak kezelésére hasznalt Wisconsin-Madison terapids protokoll hetenkénti

bontasban a dozisok pontos feltiintetésével

Bar a daganatsejtek kezelésére tobb moddszer létezik (miitét, sugar- és kemoterapia, alternativ
modszerek), ezek mégsem teljesen sikeresek €s az esetek jelentds részében a daganat kigjul az
eltavolitas ellenére, majd rezisztenssé valik az adott kezelésekre [14], [15]. A tumor kezdetben jol
reagal a terapids szerekre, térfogata csokken vagy teljesen eltlinik, a beteg allapota javul, azonban
a kezelés késobbi szakaszdban ez a hatékonysag csokkenni kezd, a tumor térfogata novekedésnek
indul ¢és kialakul a recidiva (relapsus). Ekkor a terapia ellenére, €s gyakran még a dozis
megemelésével sem lehet sikereket elérni a kezelésben. A kemoterapias kezelések hatékonysaga
csokken, amint kialakul a rezisztencia a gyogyszerek széles spektrumara és ahogy ez jelen van az
emberi klinikumban, gy taldlkozunk vele az allatok terapidja soran is. A rezisztencia kialakulhat

egyféle citosztatikumra (,,single-drug resistance”), de megfigyelheté a multidrog rezisztencia



(MDR) jelensége is, mely soran a daganatsejtek keresztrezisztenciat mutatnak szerkezetiikben és
hatdsmechanizmusukban  kiilonb6zé  citotoxikus szerekkel szemben. A  rezisztencia
kialakulasanak egyik mechanizmusa a szelekcios nyomésnak tudhatd be. A tumor heterogenitasa
magyardzza, hogy a daganatban a kezelés megkezdése elott is eléfordulnak MDR-pozitiv sejtek
¢s ez a szubpopulacid képes tulélni a kezelést, majd bel6lik ujra felépiil a tumor, amely a
tovabbiakban méar domindnsan a rezisztens sejtpopulaciot tartalmazza és a kezelésre nem reagal
(szerzett rezisztencia). A kezdetben kisméretli populacié talélhet gy is, hogy a transzport
fehérjék expresszidjat megvaltoztatja a kemoterapias szerekkel torténd talalkozas hatasara és
ennek kovetkeztében kevesebb gyodgyszer jut be a sejtbe, vagy nagyobb mennyiség tavozik
onnan.

Ilyen transzport fehérje az ATP-t kot6 fehérjecsalad tagja a P-glycoprotein (Pgp) is. Az ABC-
transzporterek (ATP-binding casette) olyan fehérjék, amelyek minden ¢él6 szervezetben
megtalalhatok. Az emberi szervezetben jelenlévo 48 ABC fehérjét 7 alcsaladba soroltak, ABCA-
tol ABCG-ig [16]. Ezek a transzmembran fehérjék az ATP energiajat hasznaljak fel a sejt belsd
membranjai kozotti anyagszallitashoz és fiziologids kdrnyezetben a szervezet szdmara idegen
anyagokat pumpaljak ki az extracellularis térbe. A transzportalt anyagok lehetnek lipidek,
metabolitok, gyogyszerek vagy szteroidok. A fehérjecsalad tagjainak fiziologias funkcidja
rendkiviil szertedgazo; magaba foglalja tobbek kozott a lipid metabolizmus segitését, az
antigénprezentaciot, valamint kulcsszerepet jatszanak a cisztikus fibrozis, multidrog rezisztencia,
szamos biologiai folyamat és némely 6rokletes betegségben is [17].

Az ABC transzportfehérjék koziil elsésorban a Pgp felelds a multidrog rezisztencia folyamataért.
A ,,P”, vagyis ,,permeability” glycoproteint, masnéven multidrug resistance protein 1-t (MDR1)
elséként Juliano, Ling és mtsai irtak le [18]. Ez a 170 kDa molekulastlyu fehérje fiziologias
koriilmények kozott nélkiilozhetetlen a szervezet szamara. A 2. dbran lathato a Pgp miikodési
mechanizmusat magyarazo rajz: membranbol az extracellularis részbe pumpalja a szervezet
szamara idegen anyagokat ATP felhasznalasaval. A pumpafehérje jelen van tobbek kozott a bél
és a vese hamsejtjeiben, a majsejtekben, a mellékvesében, a placentdban, a csontveldben, a
tiidében, a periférids vér sejtjeiben, szamos endokrin és exokrin szekrécidt végzd szdvetben.
Részt vesz a vér-agy €s a vér-here gat felépitésében és mikkodésében is. Azonban a tumorsejteken
1évo pumpafehérje a kezelés sikerességének akadalyozdja, mivel felismeri és kipumpalja a

daganatellenes szerek jelentds részét a citoplazmabol az extracellularis térbe, csokkentve ezzel a



gyogyszer koncentraciojat €s segitve a sejt tilélését a toxikus kornyezetben. Ezaltal a tumort védi

a behatol¢ kéros anyagoktol, ami a kezelés sikertelenségéhez vezet.
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Marzolini et al. 2004.

2. abra: A P-glycoprotein szerkezetének és miikodésének vazlatos képe. A fehérje az ATP hasitasabol nyert energiat

a sejtmembranba oldodoé vegyiiletek eltavolitasara hasznalja fel

A kutyak kiilonbozd tipust daganatai két nagy csoportba sorolhatdk aszerint, hogy Pgp mindig
jelen van vagy csak bizonyos esetekben mutathato-e ki. Az elsé csoportba tartoznak példaul a
majdaganatok, a masodikba a limfmak, a hizosejtes daganatok (mastocytomak) €és a hugyholyag-
karcindmak [19]. Szamos daganat tipus esetén mutattak ki Pgp-pozitivitast immunhisztokémiai
vizsgalatok segitségével. A Pgp fontossagat a limfomas kutydk gyogyitdsaban tobb tanulmany
bizonyitja, mely szerint a Pgp-expresszio szintje befolyasolja a remisszios €s a tulélési id6t, ha a
kemoterapids kezelés eldtt mért Pgp szint alacsony, akkor a talélési id6 varhatéan magasabb lesz,
mig a visszaeséskor mért Pgp-szint forditottan aranyos a talélési idével [20].

A gyogyszer rezisztencia felismerésével egyidds a hipotézis, miszerint a drog rezisztencia
kialakuldsdhoz olyan, tumor sejteken belill torténd genetikai mutaciokra van sziikség, amit a
kemoterapia valthat ki. Habar ez az elképzelés napjainkban is érvényes, vannak alternativ, 1j
elméletek, amik szerint a drog rezisztencia kialakuldsat irdnyithatjak epigenetikai folyamatok is.
Az utobbi par évben tobb olyan cikk is megjelent [21], [22], [23], melyek az epigenetika

érintettségét tamasztjak ala ebben a folyamatban.



Az epigenetika az 0Orokitd anyag miikodésére hatd kornyezeti tényezOket vizsgdlja,
melyek nem mutacio vagy DNS bazissorrend valtozast okoznak, de hatassal vannak a genom
aktivitasara (pl DNS metilacié szabalyozasanak megvaltozasa). Régota ismert jelenség, hogy a
kemoterapian atesett betegek egy bizonyos részében a kezelés alatt megjelenik a terapia
rezisztens fenotipus, mely a gyogyszer hatékonysaganak csokkenéséhez vagy teljes elvesztéséhez
vezet. Nem-kissejtes tiidérakos (non-small cell lung cancer, NSCLC) betegeknél megfigyelték,
hogy a rezisztencia megjelenését kovetéen a terapiat megadott idére elhagyva, majd a
pacienseket ujrakezelve az eredeti gyogyszerekkel Gjra sikereket tudtak elérni, holott a rezisztens
populéacidé mar egyszer megjelent a tumorban [24]; [25]. A kezelésben kihagyott id6t szellemesen
drug holiday-nak nevezték el. A drug holiday jelensége arra utal, hogy a drog rezisztens
fenotipus kialakulasa nem végleges, s6t reverzibilis lehet. Sharma és kollégai in vitro
koriilmények kozott bizonyitottdk, hogy a nodvekedési faktor receptor blokkold erlotinib és
gefitinib, valamint a DNS-karositd cisplatin gyogyszerek hatasara tobb sejtvonal is gyorsan
(napok alatt) ¢és reverzibilisen MDR fenotipust vesz fel [21]. Kisérleteikben sikeresen
azonositottak minden sejtvonalukban (melandma, tiidd-, végbél- és gyomorrdk eredetiiek) olyan
sejteket, melyek képesek a toxikus gyogyszer koncentracié mellett is osztodni, Gjra felépiteni a
kultarat és végezetiil egy teljesen rezisztens populaciot eredményezni (perziszterek). Ugyanebben
a cikkben bemutatjak, hogy epigenetikai folyamatokat gatld vegyiiletek (SAHA, Trichostatin A,
stb.) képesek meggatolni a perziszterek kialakulasat is, ami valdszinisiti a drog rezisztencia
kialakulasanak epigenetikai hatterét. Egy masik csoport szintén in vitro kisérletekkel és a
rezisztencia kialakuldsanak szamitogépes modellezésével arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
maga a kemoterapia képes indukalni a sejtek fenotipusanak valtozasat €s ezaltal az eredetileg
szenzitiv sejtek mutacid nélkiil,reverzibilisen tesznek szert a rezisztenciara [22]. HL60 human
leukémia sejtvonalon vizsgaltak a rezisztencia kialakulasat, ami napok alatt bekovetkezett
vincristine kezelés hatasara, majd a kezelést leallitva hetek alatt a rezisztens fenotipus el is tlint.
Ezekhez az eredményekhez szorosan kapcsolodva Knoechel és kollégai kimutattak, hogy huméan
T-sejtes akut limfoblasztikus leukémiaban is tetten érhetd az epigenetikai Uton kialakulod
rezisztencia €s azonositottak egy olyan fehérjét, mely aktivan részt vesz a kromatin szerkezet
alakitdsdban ¢és gatlasa kedvezden hat a kemoterdpia kimenetelére, ha kombindcidban

alkalmazzak mas szerekkel [23]. Ebben és a Sharma altal irt kozleményben is megtalaltak a
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gének egy olyan csoportjat, melyek az epigenetikai szabalyozasért felelosek és gatlasuk lelassitja
vagy megakadalyozza a perziszterek megjelenését.

A cikkekben leirtak a kezelés soran felmeriilé drug holiday jelenségét is. A kemoterapias
kezelésekben is alkalmazzak a sziinetet, hiszen a szervezet szamara megterheld gyogyszereket
nem célszerli folyamatosan adni a betegeknek.

Munkam soran a kutya limfomak drog rezisztencidjanak kialakulasat tanulmanyoztuk, melyhez
Osszesen 16 daganatos kutya tumor mintdit vizsgaltuk aramlasi citométerrel Pgp funkcid és
immunfenotipus szempontjabol. Dolgozatomban 2 esetet mutatok be, melyekben megvaldsult a
Wisconsin-Madison protokoll szerinti kezelés utokovetése, vagyis mind a két esetnél sikeriilt 4
alkalommal mintat venni és vizsgalni a MAF érték valtozasat, illetve az immunfenotipust

vizsgalni.
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Anyagok és modszerek

Kutatasomban 16 kiilonbozé kutya tumor mintat vizsgaltunk. A kutyakat az Allatorvosi
Hematoldgiai és Onkologiai Kozpontban (AHOK) kezelték, a korképek diagnozisat is ott
allitottak fel. A mintavétel limfomak esetében Gn. tru-cut biopszias eljarassal tortént, melyen
szOvettani és immunhisztokémiai vizsgalatokat is elvégeztek. A kutyafajtak eltéréek voltak: 3
labrador, foxi, 5 keverék, 3 terrier (west-highland-white, jack russel és yorkshire), cocker spaniel,
németjuhasz, bullmasztiff, magyar vizsla. A kormegoszlds is kiilonb6zd volt 2-11 éves kor
kozotti kutyak szerepeltek a vizsgalatban, az atlag életkor pedig 7 év volt a vizsgalt kutyak kozott
(2. tablazat).

daganattipus

nem kor (év) fajta allatkéd
datum
limfoma
13/10/02 kan 2 labrador 2388-2581
13/11/20 kan 6.5 foxi 2483-2688
13/11/29 kan 5.5 uszkar-pumi keverék 1867-2012
13/11/29 kan 105 Wes_t_highland_wmte 2508-2713
terrier
13/12/11 kan 9.5 keverék 2539-2748
14/01/15 szuka 4.5 jack russel terrier 2594-2808
14/01/15 szuka 7 cocker spaniel 2591-2805**
14/02/26 kan 4.5 yorkshire terrier 2655-2881
14/03/05 kan 4 németjuhasz 2661-2887*
14/03/12 kan 6.5 bullmasztiff 2784-2910
14/06/06 kan 5 labrador 2416-2614
szuka 10.5 magyar vizsla 2926-3182
szuka 11 keverék 1453-1551
14/07/09 szuka 9 keverék 2939-3196
14/08/13 kan 11 keverék 2651-2876
kan 6 labrador 2855-3108
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2. Tablazat: A kisérletben szerepld kutyak nem, kor €s fajta szerinti megoszlasa az egyes allatok kodszamanak és

diagnozis felallitasanak datumanak feltiintetésével.

1. Tumor sejtek elokészitése
A biopszias mintavételt kovetden, a tumort apré darabokra vagtuk, majd disszociaciés médiumba

helyeztiikk (DMEM médium, 200 U/ml II-es tipust kollagenaz ¢és 0,6 U/ml diszpaz; Gibco, Life
Technologies, USA) 37°C hoémérsékleten a disszocialt tumor sejteket steril fiilke alatt 40um-es
sziir6n szirtilk, majd centrifugaltuk. A sejtszamot egy TC10-es automata sejtszamol6 (Bio-Rad

Laboratories, USA) segitségével hataroztuk meg.

2. Calcein jelolés
A sejtszuszpenziot aramlasi citométer kompatibilis csovekbe (FACS-csovekbe) osztottuk

(250.000 darab sejt/cs6); a sejteket centrifugaltuk, majd a feliiliszot ledntve szérummentes
tapban 3 egyenl6 részre osztottuk.

A mintdkat 1 percig 37°C-os vizfiirdében preinkubaltuk, majd az inkubaciot verapamil (1
uM/cs6) jelenlétében, illetve nélkiil (olddszeres kontroll) folytattuk. A reakciot 0,5 uM/csd
calcein AM hozzaadasaval inditottuk (Invitrogen, Life Technologies, USA) 10 perces 37°C
inkubaci6é utan a reakciot 1 ml jéghideg PBS-sel allitottuk le. Kozvetleniil a FACS mérést
megelézden 0,8 ul-0s TO-PRO3 festéket adunk a mintdkhoz, mellyel elkiilonitjiik az €16 és a holt

sejteket.

3.Immunfenotipizalas
A vizsgalatban nyolc CD (cluster of differentiation) markert hasznéltunk, valamint ezek izotipus

kontrolljait (CD3, CD5, CD11/18, CD14, CD21, CD34, CD45, MHC II). Az immunfenotipizalas
elvégzéséhez 1 600 000 darab sejtre van sziikség, amit nyolc cs6be osztottunk szét és kiilon-
kiilon hozzaadtuk a direkt jeldlt monoklonalis ellenanyagokat (AbD serotec, USA).

Az elsddleges antitesttel 30 percig 37°C-os vizfiirdGben razatva jeloltiink, a jelolést 1ml hideg
PBS-sel allitottuk le. A FACS mérés megkezdése eldtt 0,8ul To-PRO3 (Invitrogen, USA)
festéket vagy 7-Amino-aktinomicin D-t (7-AAD, Sigma-Aldrich, USA) festéket adtunk minden
mintdhoz. Aramlas citométeren lemértiik a sejteket és az eredményeket az egyes CD markerek

expresszioja alapjan kiilonitettilk el. A pozitiv és negativ sejtek elkiilonitése torténhet
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autofluoreszcens minta vagy izotipus kontroll segitségével. Mi az utobbi modszert hasznaltuk, ez

alapjan hasonlitottuk Ossze a hisztogramokat.

4.1In vitro kisérlet
A Pgp expresszid indukcidjat in vitro kisérletben vizsgaltuk. P388 B sejtes egér limfoblaszt

leukémia ¢s MES-SA human uterin szarkéma sejteket komplettalt RPMI (P388) vagy DMEM
(MES-SA) médiumban (10% FBS, 1% penicillin/streptomycin és 1% L-glutamin) tenyésztettiik
37°C-on 100% paratartalom ¢s 5% széndioxid mellett. A drogkezelésekhez tenyésztd flaskakban
5 napon keresztiil. A kultirakat naponta ellendriztiik és adott idOk6zonként calcein mérést

alkalmaztunk, hogy meghatarozzuk a sejtek Pgp funkciojat.

5.Immunfestés
Lyukanként 10,000 MES-SA sejtet helyeztiink 400ul tenyésztd médiumba 8 lyuku, liveg alju

kamraba, majd a sejteket 48 oraig inkbaltuk 37 °C-on. A médium eltavolitasa utan DPBS-sel
atmostuk a sejteket, majd 4%-0s PFA-val fixaltuk 6ket 15 percig szobahdmérsékleten. Ujabb
DPBS-es mosas utan 0,5%-0s BSA PBS ¢és 0,1% TritonX-100 keverékével (komplett blokkold) a
mintakat 24 o6ran at inkubaltuk. A komplett blokkolo eltavolitasa utan a sejtekhez elsédleges
ellenanyagot adtunk (MRK16 monoklonalis antitest (Kamiya Biomedical Company)) 1:250
higitasban. Egy oOra szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetéen a mintakat PBS-sel
haromszor mostuk, majd masodlagos ellenanyagot adtunk hozzajuk (GAM (Goat-antimouse)-PE
IgG2a (Life Technologies)) 1:250 higitasban. Egy o6ra szobahémérsékleten, sotétben torténd
inkubalas utan 1:10000 higitdsban DAPI-val (Life Technologies) festettilk meg a sejtmagot.

6.MAF érték szamszeriisitése
A MAF (Multidrog rezisztencia aktivitasi faktor) kiszamitisahoz a kovetkezd formulat
hasznaltuk:

Fluoreszcencia gatolt Pgp mellett—Fluoreszcencia szabad Pgp mellett

MAF =

Fluoreszcencia gatolt Pgp mellett
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Eredmények
A kutatasunk célja a kutya limfoma sejtek funkcionalis Pgp expresszidjanak kvantitativ

meghatarozasa volt. A vizsgalatban 16 kutya vett részt, melyek koziil két esetben nyilt lehetség
a beteg hosszu tava nyomon kovetése. Az allatokbol nyert tumorsejteken calcein assayt és

immunfenotipizalast végeztiink.

A Pgp funkcid kvantitativ meghatarozasat Calcein esszével végeztiik. A Calcein esszé célja a Pgp
expresszid meghatarozasa, melyet 3 csoport Osszehasonlitdsaval tettiink lehetové. A kontroll
csoporttal meghataroztuk a sejtek autofluoreszcencidjat, a Calcein-AM festékkel és a Verapamil
Pgp gatloszerrel pedig meghataroztuk a Pgp aktivitasanak mértékét, vagyis, hogy fehérje milyen
mértékben képes eltdvolitani a calcein festéket a sejtekbdl. Aramlas citométeren lemérve a
sejteket 2 gorbét latunk, az X tengelyen a mérettartomany az Y tengelyen a sejtszamot
abrazoltuk. Kék hisztogrammal a Verapamillal gatolt sejtek fluoreszcencia intenzitdsa lathato,
pirossal a csak Calcein-AM festékkel kezelt sejtek floureszcencidja. A két gorbe kozotti
kiilonbség a Pgp expresszid intenzitasat jelenti, melynek szamszertsitésére hasznalhaté a MAF
érték.

Ezzel az értékkel tudjuk kifejezni a Pgp altal transzportalt festék mennyiségét. Mivel ez az érték
0 és 1 kozott valtozhat, igy az érték 0, ha a calcein teljes mértékben akkumulalédik a sejtekben,
vagyis a transzporter nincs jelen a membranban, illetve az érték 1, ha a Pgp minden festék
molekulat kivisz az intracellularis térbél. Igy minél nagyobb a két hisztogram kozétti kiilonbség,
annal nagyobb lesz a membrantranszporter aktivitas, hiszen a fluoreszcens Calcein-AM festék

bejut a sejtekbe, azonban Pgp jelenlétében ki is pumpalddik.
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A tumorsejtek Pgp funkciojat tiikroz6 MAF értékeket a 3. tdblazat mutatja.

allatkéd MAF allatkéd MAF
2388-2581 0,26 2591-2805 0,52
2483-2688 0,31 2416-2614 0
1867-2012 0,008 2661-2887 0,24
2508-2713 0,02 2591-2805 0,22
2539-2748 0 2926-3182 0,26
2594-2808 0,38 1453-1551 0,49
2591-2805 0,35 2939-3196 0
2655-2881 0,46 2651-2876 0,29
2661-2887 0 2855-3108 0,05
2784-2910 0,15 2591-2805 0,31
2661-2887 0,16 2661-2887 0,56

3. Tablazat: A kisérletben szerepld kutya limfomak calcein esszével mért Multidrog rezisztencia Aktivitasi

Fakoranak (MAF) 6sszefoglalasa.

A tablazatban szerepld MAF értékekbdl kovetkeztetni lehet a kezelés hatasara kialakulod
rezisztencia mértékére. A MAF érték ndvekedése arra utal, hogy a beteg egyre inkabb
rezisztenssé valik a kemoterapias kezelés soran hasznalt gyogyszerekre. A multidrog rezisztencia
aktivitasi faktor (MAF) az in vitro koriilmények kozott tenyésztett, P-glikoproteint extrém magas
szinten expresszald sejtvonalaknal elérheti akar a 0,98-at is, de a klinikumban tapasztalt,
kezelésre mar nem reagald akut myeloid leukémias betegeknél ez az érték jelentdsen kisebbnek

mutatkozott (0,25-0,32, Karaszi et al., 2001).

A limfomak tipusanak meghatarozasat immunfenotipizalassal végeztiik. A vizsgalt 22 mintabol
14 esetben sikertilt elegendd sejtet izolalni az immunofenotipizalas elvégzéséhez. Nyolc antitestet
hasznaltuk, valamint ezek izotipus kontrolljait (CD3, CDS5, CD11/18, CDI14, CD21, CD34,
CD45, MHC 1I). Azoknal a kutyaknal, ahol tobbszor is tudtunk mintat feldolgozni, kovettiik az
immunfenotipus valtozasat is a kezelés hatasara, de abban eltérést egyetlen esetben sem

tapasztaltunk. Az eredmények dsszefoglalva a 4. tdblazatban lathatoak.
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Az eredményeket az egyes CD markerek expresszidja alapjan kiilonitettiik el. A pozitiv és
negativ sejtek elkiilonitése torténhet autofluoreszcens minta vagy izotipus kontroll segitségével.
Mi az utobbi moédszert hasznaltuk és aramlas citométeren lemértiik a sejteket. Kiértékeléskor
figyelembe vettilk az izotipus kontroll és a CD markerek hisztogramja kozotti kiillonbséget.
Egyértelmii elkiiloniilés esetén pozitiv expresszioként jeloltiik, abban az esetben, ha nem vagy

alig volt kiilonbség negativ jelet rendeltiink hozza.

Immunf CD CD CD CD CCD CcOh Cb D
daganattipus  allatkod MHCII
. 3 4 5 14 11/18 21 34 45

limfoma
13/10/02 2388-2581 1 - + o+ - + - + + +
13/11/20 2483-2688 1 - - - - + + 4+ + NA
13/11/29 1867-2012 0
13/11/29 2508-2713 1 + + + - + - - + NA
13/12/11 2539-2748 0
14/01/15 2594-2808 1 - - - - - + - + +
14/01/15 2591-2805 1 - - - - - + - + +
14/02/26 2655-2881 1 + + + - + - + + +
14/03/05 2661-2887 1 - - - - - + + + +
14/03/12 2784-2910 1 - - - - - + - + +
14/04/24 2661-2887 0
14/05/30 2591-2805 0
14/06/06 2416-2614 1 - - - - - + o+ o+ +

2661-2887 1 . - ] + - + 4
14/07/02 2591-2805 1 - - - - - + + + +

2926-3182 0

1453-1551 0
14/07/09 2939-3196 1 - - - - - + - + +
14/08/13 2651-2876 0

2855-3108 0
14/08/19 2591-2805 1 - - - - - + - + +
14/09/04 2661-2887 1 - - - - - + + + +
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4. Tablazat: A kisérletben szerepld kutya limfomak immunfenotipizalasanak Osszefoglalasa, kiilon abrazolva az

egyes CD markerek eredményét.

A CD 21 pozitivitds, mely a diffuiz nagy B sejtes limfoma eldrejelzéje, 11 esetben volt
megfigyelhetd. Az adatok alapjan egyértelmiien el tudtuk kiiloniteni az egyes limfoma tipusokat.
Valamint lathaté volt, azoknal az eseteknél, ahol t6bbszor is lehetéségiink volt minta
feldolgozasra, hogy a kemoterapias kezelés nem okoz immunfenotipusbeli valtozast.
Osszességében a calcein esszé elvégzését kdvetéen a FACS mérés eredményével informéciot
kaptunk a Pgp jelenlétérdl vagy hianyarol. Valamint a MAF érték kiszamitasabol kovetkeztetni
tudtunk a rezisztencia mértékére. Azoknal az eseteknél, ahol megvalosult a tobbszori mintavétel,
nyomon kovethetd volt a Pgp expresszi6 valtozasa a kemoterdpids kezelés hatisara. Az
immunfenotipizalds elvégzésével pedig megallapitottuk az egyes limfoma tipusokat és azt is,
hogy a kezelés hatdsara nem valtoztak az egyes CD markerek expresszioja.

A kovetkezokben két olyan esetet mutatok be, ahol megvalosult a kezelés hosszu tavii nyomon
kovetése. Mindkét esetben 4-4 alkalommal sikeriilt mintat venni és feldolgozni. A kutyédkat a
Wisconsin-Madison protokoll szerint kezelték 16 alkalommal 25 héten keresztiil kaptak
kemoterapiat (doxorubicin, vincristing, cyclophosphamid). Minden mintavételnél elvégeztiik a
calcein esszét és az immunfenotipizalast is, az eredményeket a 3., 4. tablazat és a 3., 4. dbra

mutatja.

A 2661 kodu kutyanal a kezelést megeldzden a calcein mérésnél jol latszik, hogy FACS abran
lathatd két gorbe fedi egymast, a MAF érték 0 volt, ami azt jelenti, hogy kezdetben nem
rendelkeztek a tumor sejtek Pgp-vel. A masodik mintavételkor, mely a kezelés 6. hetében tortént,
mar megfigyelhetd a MAF érték emelkedése (0,16), ami arra utalt, hogy a sejtek egyre tobb
transzportfehérjével rendelkeztek, a rezisztencia kezdett kialakulni. A harmadik mintavétel a 12.
hétben kovetkezett be és a két gorbe eltoldddsa még markansabba valt, a MAF érték ennek
megfelelden tovabb novekedett 0,24-ra. Az utolsé mintavétel a kezelés vége eldtt 2 héttel tortént,
itt volt a legnagyobb a kiilonbség, a MAF érték 0,56-ra emelkedett és a diagndzis alapjan a tumor

rezisztenssé valt (3. abra).
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A. A tumor calcein esszével mért eredményei. A kék gérbe a verapamillal torténd Pgp gatlas mellett tortént

mérést mutatja (kontroll), mig a piros gorbe a gatlas nélkili allapotot tiikrozi. A mérések mellett a

tumorsejtek aktualis immunofenotipusa lathato.

B. A tumor MAF értékének valtozasa a terapia soran a kiilonboz6é kezelések (vincristine, endoxan és

doxorubicin) feltiintetésével.

A masik esetben, 2591 kodu kutyanal is megfigyelhetd volt a kemoterapia hatasara bekovetkezo
MAF ¢érték emelkedése egy bizonyos pontig, de ebben az esetben a terapias protokoll teljes

elvégzését a tulajdonos nem tudta finanszirozni, igy a kezelések a 135. napon befejezddtek és

csak 33 nap mulva folytatodtak. A beteg kezelésében fellépett egy 33 nap hosszusdgu sziinet

(drug holiday). Az els6 mintavétel itt is a kezelést megeldzden valosult meg, igy Ossze tudtuk

vetni a kezelés el6tti és utani allapotot. A tumor mar a kezelés el6tti els6 alkalommal mutatta a

Pgp funkcid jelenlétét, a kezdeti MAF érték 0,35 volt. A masodik mintavétel a 15. héten valdsult
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meg, ekkor tovabb nétt a MAF érték (0,51). Ezt kdvetden a drug holiday-nek kdszonhetéen a

sziinet el6tti értékhez képest jelentdsen alacsonyabb MAF értéket mértiink, ami ekkor 0,22 volt,

ami még a kezelés megkezdése el6btti szintnél is alacsonyabb érték. A kezelés utolso szakaszahoz

érve ismét kaptunk mintat, ahol Ujra ndvekedett a kiilonbség, ezt a calcein assay vizsgalattal is

bizonyitottuk és a MAF érték is szemléltette, hogy a gyogyszerek ismételt addsa megemelte az

értéket 0,31-ra, ami mar majdnem a kezdeti értékkel megegyez6 mértékii volt (4. abra).

A
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4. Abra: A 2591-2805 kédjelii kutya terdpiajanak kovetése és a MAF értékekben torténd valtozasanak abrazolasa a

kezelések figyelembe vételével.

A. A tumor calcein esszével mért eredményei. A kék gorbe a verapamillal torténé Pgp gatlas mellett tortént
mérést mutatja (kontroll), mig a piros gorbe a gatlas nélkili allapotot tiikrzi. A mérések mellett a
tumorsejtek aktualis immunofenotipusa lathato.

B. A tumor MAF értékének valtozasa a terapia soran a kiilonb6z6 kezelések (vincristine, endoxan és

doxorubicin) feltlintetésével, valamint a gyogyszer sziinnap megjeldlésével.
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A kovetkezOkben megkiséreltiik reprodukalni a 2661 és 2591 kodjeli kutydkban tapasztalt
reziszencia indukcid jelenségét, valamint a drug holiday hatasat in vitro modelleken.
Kisérleteinkhez P388 egér lymphoblast leukemia és MES-SA emberi uterin szarkoma sejteket
hasznaltunk. A P388 sejtek esetében kisméretli tenyésztdedényekben tartottuk fenn a kulturakat
¢és az 1C50 érték kozel haromszorosanak megfelelé 10nM doxorubicin koncentracidéval inditottuk
a kisérletet (5. dbra, A panel). Meglep6 modon, a citotoxikus esszé alapjan (5A) valasztott, magas
doxorubicin koncentraciot is taléltek a sejtek. Ot nap elteltével calcein esszét végeztiink, majd az
eredményeket Osszehasonlitottuk a kezeletlen kontroll sejteken mért értékekkel. A mérés
eredménye azt mutatta, hogy a kezelés hatasara megjelent egy alacsony szamua populacio(7,5%),
ami a teljes populaciot jellemzé MAF értéket a kezdeti 0,03-r6l kdzel tizszeresére, 0,3-ra novelte

(5. abra, B panel).
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5. Abra: A P388 egér B-sejtes limfoma sejtvonal végzett kisérletek eredményei.

A. A doxorubicin citotoxicitasi vizsgalata a P388 sejtvonalon. A talél6 sejtek aranyat a koncentracio fliggvényében
abrazoltuk, megjeldlve a tovabbi kisérleteinkben alkalmazott koncentraciot (szaggatott vonal).

B. A doxorubicin kezelés hatasa a P388 sejtek Pgp funkciojara. Az adott calcein fluoreszcencia intenzitassal (X
tengely) rendelkez6 sejtek szama (Y tengely) a kezeletlen P388 sejtekben és a doxorubicin kezelés utan a P388 DOX

kultarakban. Az abrakon feltiintetett szazalékok a Pgp-pozitiv sejtek aranyat mutatjak a kezelés eldtt és utan.

A MES-SA sejtek esetében a kisérletet hasonloképpen végeztiik, de a doxorubicin koncentraciot
stabilan 50nM-on tartottuk, ami az IC50 érték 50%-at jelenti (6. abra D panel). Ahogy a 6. abra

B1,2 panelén lathato a populacid 98,8%-a 4 kezelés (42 nap) hatésara, Pgp-pozitivva valt és mar
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aktivan kipumpalta a calcein-AM festéket (MESSA-DOX sejtek). Immunfestéssel a sejtekben
megjelend Pgp fehérjét is ki tudtuk mutatni MRK16 antitest segitségével (6. abra, C panel). A
rezisztencia ilyen gyors kialakulasa jol korrelalt az altalunk mért klinikai mintaknal észlelt rapid
Pgp funkcio valtozassal. A kezelési sziinet (drug holiday) in vitro modellezéséhez az immar Pgp-t
expresszalo sejteket két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot tovabbra is folyamatos
doxorubicin kezelés alatt tartottuk, mig a kontroll csoportot drog nélkiil tenyésztettiik. Meglepd
modon a doxorubicin elhagyasat kovetd 3. héten mar a Pgp funkcidjanak csokkenését €s ezzel
egylitt a sejtek drog rezisztencidjanak gyengiilését észleltiik (6. dbra, B3 panel). Ezzel szemben a
folyamatosan doxorubicinben tartott sejtek Pgp expresszidja nem csokkent (6. abra, B2panel). A
sejtek Pgp funkcidjanak csokkenésével a doxorubicinra mutatott rezisztencidjuk is jelentds
mértékben csokkent a drug holiday-t kovetden. A MES-SA sejtek kezelés nélkiili alapallapotaban
0,1uM IC50 értéket mértiink a citotoxicitasi kisérletiinkben, mig a folyamatosan doxorubicinnal
kezelt MES-SA DOX kulturakban ez az érték 18,6-szoros volt (1,86uM). Ezzel szemben, ahol
elhagytuk a kezelést (MES-SA DOX elhagyva) a sejtek doxorubicinnal mért IC50 értéke 0,52uM
volt, ami mar csak 5-szords kiilonbség a parentdlis MES-SA sejtvonalhoz képest és kozel
negyedrésze a drug holiday-ban nem részesiilt MES-SA DOX-hoz viszonyitva (6. dbra, D panel

és tablazat).
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6. Abra: A MES-SA human uterin szarkoma sejteken végzett kisérletek eredményei.

A. A doxorubicin citotoxicitasi vizsgalata a MES-SA sejtvonalon. A tuléld sejtek aranyat a koncentracio
fiiggvényében abrazoltuk, megjeldlve a tovabbi kisérleteinkben alkalmazott koncentraciot (szaggatott
vonal).

B. A doxorubicin kezelés és a doxorubicin elhagyasanak hatdsa a MES-SA sejtek Pgp funkcidjara. Az adott
calcein fluoreszcencia intenzitassal (X tengely) rendelkezé sejtek szama (Y tengely) a kezeletlen MES-SA
sejtekben (B1), a doxorubicin kezelés utan a MES-SA DOX kultirakban (B2) és a kezelés elhagyasat
kovetd 4. passzazsnal (MES-SA DOX elhagyva) (B3). Az abran jelzett fiiggdleges vonal a verapamillal
gatolt Pgp funkcid mellett mért sejtekhez lett beallitva, vagyis a vonal jobb oldalan a calceint akkumulalo
Pgp-mentes sejtek vannak, mig a bal oldalon a calceint mar kipumpald Pgp-pozitiv sejtek lathatéak. Az
abrakon feltiintetett szazalékok a Pgp-negativ sejtek aranyat mutatjak a kezelés elott és utan.

C. Az MRKI16 antitesttel (piros) tortént immunfestés alapjan a kezdeti (MES-SA) sejtek nem expresszalnak
Pgp-t, mig a 4 kezelés utani MES-SA DOX tumorsejtek mar mutatjak a fehérje jelenlétét. A sejtmagokat
DAPI (kék) jeldléssel tettiik lathatova.
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D. A megndvekedett Pgp expresszid hatasa a doxorubicin érzékenységre. A citotoxicitasi gorbén a MES-SA
(narancs), a folyamatosan doxorubicinnal kezelt MES-SA (MES-SA DOX kezelve, zold) és a
doxorubicinnal csak négyszer kezelt, majd a kemoterapiat tobbet nem kapdé MES-SA DOX elhagyva (kék)
érzékenysége lathatd. Az egyes sejteknél mért IC50 értékek tablazatba rendezve lathatoak.
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Megbeszélés/Diszkusszio

Vizsgalatunk elsddleges célja a kutya limfoma kemoterapids kezelése soran fellépd rezisztencia
kialakulasdnak tanulmanyozasa volt. A vizsgalat soran 16 kiilonb6z0 kutyabol 22 mintat
dolgoztunk fel. A calcein assay révén az MDR mogott meghtzodd Pgp funkcidé kvantitativ
értékérdl a MAF adott informaciot. A Calcein-AM a transzportfehérje hianyaban képes
felhalmozddni a sejtekben, és mérhetové valik aramlds citométeren. Azonban a rezisztencia
kialakulasa soran a transzportfehérjék szama novekszik, igy a fluoreszcens festéket kipumpalja a
sejtekbdl. Aramlas citométeren mérve Pgp gatlasaval (Verapamil) kapott FACS 4brat tudtuk
Osszehasonlitani a gatolatlan (calcein AM) FACS abrgjaval. A kiilonbség adott valaszt a Pgp
expresszid mértékére. 14 esetben immunfenotipizalast is végeztiink, ahol 8 féle CD markerrel
jeloltiik a sejteket. fgy el tudtuk kiiloniteni a tobbféle limfoma altipust.

A calcein assay és az immunfenotipizalas evégzése soran volt 2 olyan eset, ahol megvaldsult a
Wisconsin-Madison kombinacios kemoterapias kezelés hosszl tavii nyomon kovetése, vagyis 4-
4- alkalommal dolgoztunk fel mintat a kezelés eldtt, kozben valamint a kezelés letelte eldtt 2
héttel. Mind a két esetben CD 21 pozitiv mintdk voltak. Felfigyeltiink tovabba a kemoterapia
rezisztencia és a Pgp jelenléte kozotti korreldciora. A kemoterdpids szerek adasaval a Pgp
expresszid mértéke fokozatosan nétt. Ezt mind a két esetben bizonyitottuk, az elsdnél a kezdeti 0
szintr6l a MAF érték 0,56-ra nott, a masodik esetében a kezdeti MAF érték, ami 0,35 volt a
kezelés folyamatos alkalmazasaval 0,52-ra nétt. Ekkor a kezelést a tulajdonos anyagi okok miatt
6 hétre megszakitotta, de az Gijrakezdéskor mért 0,22 szint a kezelés végére ijra 0,31 lett.

A 6 hetes gyodgyszer megvonas, vagyis gyogyszer sziinnap a MAF érték csokkenését
eredményezte, amit szamos cikkben megjésoltak mar in vitro adatokra hivatkozva, de kutyadkban
ennek direkt bizonyitékat még sosem mutattak ki [21], [22], [23]. A Pgp expresszido mértéke a
kezelés elotti szint ala csokkent (6. dbra). Ez a valtozés rovid idén beliil bekdvetkezett (6 hét),
ami arra utal, hogy a valtozasért epigenetikai szabalyozo folyamatok lehetnek feleldsek.

A rezisztencia kialakulasat a Pgp expresszid ndvekedésével, valamint a reverzibilis valtozast
gyogyszerek elhagyasaval bizonyitottuk. Ezt P388 egér B sejtes lymphoblast leukemia és MES-
SA human uterin szarkéma sejtekkel végeztiik el. A P388 sejteken kapott eredményeink szerint,
melyek fenotipusukban nagy hasonlosagot mutatnak a kutya B-sejtes limfomakkal, képesek a

doxorubicin IC50 dozisdnak haromszorosaban is talélni (6. abra), ami azt sejteti, hogy ebben a
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sejtvonalban is jelen lehetnek perziszterek. A drog-kezelés hatasara a sejtek MAF értéke
tizszeresére novekedett és a 2661 és a 2591 kodjelt kutyak mintaindl latott értékekhez hasonld
aktivitast mutatott.

A MES-SA sejtvonallal folytatott kisérleteink soran is tapasztaltuk a korabban klinikai mintakban
latottakat, miszerint a Pgp expresszié gyorsan kivalthatd egy teljesen szenzitiv sejtvonalbol a
kemoterapiaval (6. abra). A kezelt sejtekben mind fehérje, mind funkcionalis szinten is
megjelenik a P-glycoprotein, amit MRK 16 immunfestéssel és calcein esszével is igazoltunk (6.
abra). Ez a véltozads nem csak meglepden gyors volt, de reverzibilisnek is bizonyult és a terapia
elhagyasaval mértéke jelentdsen csokkent a kezdeti és a folyamatosan kezelt sejtekéhez képest (6.
abra). A parentalis MES-SA sejtvonal doxorubicin IC50 értéke (0,1 uM) 19-szeresére nott (MES-
SA DOX folyamatos, 1,86 uM) a folyamatos drog kezelés hatdsara, de a kezelést befejezve ez az
érték csokkeni kezdett és 4 passzazst kovetden a MES-SA DOX (elhagyva) kultrakban mar csak
0,52 uM volt (6. abra B és C panel).

Ezek az eredményeink megerdsiteni latszanak a drog rezisztencia epigenetikai uton torténd
kialakuldsanak lehetdségét. Tovabbi kutatdsainkban emelni fogjuk a vizsgdlatban résztvevo
kutydk szamat, valamint az in vitro latott folyamatokat epigenetikai gatloszerek egy jol
meghatarozott paneljével probaljuk majd befolyasolni, hogy ezzel is megerdsitsiik a talalatainkat.
Amennyiben sikeriil mind a klinikai, mind a laboratériumi eredményeinket aldtdmasztani, gy
ezek a kezelési protokollok lefordithatéak lennének az allatorvosi gyakorlatba és érdekes uj
lehetdségeket adndnak a kezeldorvos kezébe. A tumorokban 1évé perzisztereket célozva esetleg
elérhetd lenne a drog rezisztencia kialakuldsanak megakadélyozasa, illetve ha a rezisztencia mar
kialakult, ugy a drug holiday (precizen megtervezett) beillesztése a terapias folyamatba

kedvezden hathatna a betegek kezelésre adott valaszara.
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Osszefoglalé
A rosszindulati daganatok gyogyitasa az utdbbi évtizedekben tortént tudomanyos

attorések ellenére is komoly kihivast jelent mind a human, mind tarsallataink klinikumaban. A
kozelmultban elérhetévé valt igéretes terapiak (jelatviteli utvonalak gatlasa, érképzodés gatlok és
személyre szabott kezelések) haszndlatanak is gatat szab a kemoterdpidknal régota ismert
multidrog rezisztencia (MDR) kialakuldsa. Gyakori megfigyelés, hogy a kezelésre elsd
alkalommal jol reagald daganatok elvesztik kezdeti érzékenységiiket, és képessé valnak a toxikus
kornyezetben valo tulélésre. Az MDR egyik legjelentésebb mechanizmusa az ABC (ATP-
binding cassette) transzporterek csaladjaba tartozo P-glycoprotein (Pgp, ABCB1, MDRI1) fehérje
fokozott expresszioja. Ez a transzmembran fehérje képes a sejtmembranba oldodo vegyiiletek
sz¢éles csoportjat (a kemoterapids gyogyszerektél a HIV-elleni anyagokig) felismerni és az
Evtizedek Ota tartja magat a nézet, miszerint a drog rezisztencia kialakulasahoz olyan, tumor
sejteken beliil torténd genetikai mutacidkra van sziikség, amit a kemoterapia valthat ki. Habar ez
az elképzelés napjainkban is érvényes, az utobbi években megjelent kdzlemények szerint a drog
rezisztencia kialakuldsa mogott epigenetikai folyamatok is allhatnak.

Munkam soran 16 kutya limfoma mintan vizsgaltam a Pgp funkcidt és a daganatok
immunfenotipusat aramlési citométerrel. Dolgozatomban részletesen bemutatok 2 esetet, ahol
megvalosult a hosszu tava utokovetés (25 héten keresztiil). A B sejtes limfomaval diagnosztizalt
kutyakat a Wisconsin-Madison protokoll szerint kezelték 16 alkalommal 25 héten keresztiil. A
tumor sejtek Pgp funkcidjat és immunfenotipusat a diagnézis megallapitasakor és a visszaesés
soran vizsgaltuk (4 mintavételnél).

Az egyik esetben a kezelés hatasara folyamatosan novekedett a Pgp expresszid, vagyis a
rezisztencia mértéke, melyet eddig kutya esetében még nem sikeriilt végigkdvetni, a masik
esetben a kezelés soran kialakult rezisztencia meglepd modon reverzibilisnek bizonyult, vagyis
az ismételt kezelés hatasara a rezisztencia mértéke folyamatosan ndvekedett, de a terapias szerek
hirtelen elhagyasaval a rezisztencia mértéke egyre inkabb csokkent, bizonyos id6 utan a kezdeti
érték alatti szintet mértiik.

A kezelés soran kialakulé drog rezisztencia gyors megjelenése és eltlinése mogott
valoszinlileg epigenetikai szabalyozas all, melynek megértéséhez in vitro kisérleteket végeztiink,

vagyis P388 B sejtes egér limfoblasztikus leukemia sejteken és MES-SA human méhnyakrak

28



sejteken reprodukéltuk a rezisztens fenotipus megjelenését kezelés hatdsara, valamint a
gyogyszer elhagyasaval a reverzibilis folyamatot bizonyitottuk. A jovében epigenetikai gatlokkal

szeretnénk igazolni az epigenetikai szabalyozas relevanciajat.

Abstract

Although recent advance in tumor therapies have had a significant impact on patient
survival, treatment of malignancies is still a major challenge in the human and canine cancer
clinic. The efficacy of new, promising drugs (signaling pathway and angiogenesis inhibitors,
targeted therapy) is often hampered by the emergence of multidrug resistance (MDR) of tumors.
As a result of MDR, the initial hypersensitivity of cancer is lost as the cells evolve to survive in
the highly toxic environment. One of the main contributors to the mechanisms responsible for
MDR is the overexpression of a member of the ABC (ATP-binding cassette) transporter family,
namely P-glycoprotein (Pgp, ABCB1, MDR1). Pgp extrudes a wide spectrum of cytotoxic
compounds (from chemotherapeutics to anti-HIV drugs) from the cell, resulting in the decreased
intracellular concentration of the drugs. The best understood mechanism leading to elevated
transporter expression is based on the higher mutation rate of cancer cells. Recently, an
alternative mechanism has been proposed with an emphasis on epigenetic regulation.

My goal was to examine the influence of Pgp function on the treatment outcome of canine
lymphoma. Using flow cytometry | analyzed Pgp expression and function as well as the
immunphenotype of 16 canine lymphoma samples. Here | present two case studies with a long
term follow up (25 weeks). Dogs diagnosed with B cell lymphoma were treated according to the
Wisconsin-Madison protocol 16 times over the course 25 weeks. Pgp function and the
immunphenotype of isolated tumor cells were determined at diagnosis and relapse (4
measurements).

In one case, initial Pgp function significantly increased during treatment which was
followed first time. In the other case surprisingly, resistance proved to be reversible, as a break in
the therapy (“drug holiday”) resulted in the loss of resistance. To study mechanisms underlying
the rapid emergence and loss of the drug resistance observed in the canine clinic, | performed in
vitro experiments using P388 B cell type mouse lymphoblastic leukemia cells. The contribution
of epigenetic regulatory mechanisms will be delineated using a panel of epigenetic inhibitors in

the future.
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