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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC-transzporterekATP-binding casette transportei&TP-kot kazetta transzporterek
ADA: adenosine deaminasadenozin-deaminaz

AGE: advanced glycation end produeiérehaladott glikaciés végtermék
ALL: akut limfoid leukémia

AML: akut mieloid leukémia

ANSZ: absolute neutrophil counaibszolut neutrofil szamtol

BMI: Body Mass Indexesttomeg index

BSA: body surface aredestfelszin nagysaga

CD4: cluster of differentation

CLL: kronikus limfoid leukémia

CML: krénikus mieloid leukémia

DEKK: Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont

FBS:Foetal Bovine Serumijszulott marha vérsavo

FFA: free fatty acigdszabad zsirsav

FFM: fat-free masszsirszévet-mentes testtdmeg

FRET: fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

GM-CFU: Granulocyte-Macrophage Colony Forming Urgtanulocita-makrofag
koléniaképs egység
G-CSF:granulocyte colony stimulating factagranulocita koléniastimulal6 faktor

gp120: glikoprotein120

HIV: Human immundeficiencia virus

IBW: ideal body weightidealizalt testtémeg

IGF: insulin like growth factarinzulin-szeti névekedési faktor
IGFBP: insulin-like growth factor binding protejdGF-1-kdt fehérje

IL-6: interleukin-6



LIF: leukocyte inhibitory factoieukocita gatlé faktor

LPS:lipopolysaccharideslipopoliszacharidok

MCP-1:monocyte chemoattractant proteinsionocita-kemotaktikus protein-1
MIP-1: macrophag inflammatory protein-inakrofag-inflammatorikus protein-1
NIDDM: non-insulin dependent diabetes melljtnem-inzulinfligg$ cukorbetegség
PBS:phosphate buffered salinfoszfat pufferelt sé
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RAGE: receptor for advanced glycation endproduyeirehaladott glikacios végtermék
receptora

PNP:purine nucleoside phosphorylagririn-nukleozid-foszforilaz
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TNF-alfa: Tumor Nekrozis Faktor-alfa
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WBC: white blood cellsfehérvérsejtek

WHO: World Health OrganizationEgészségugyi Vilagszervezet

5-FU: 5-fluorouracil



1. BEVEZETES

Az elhizds korunk egyik legjeleigebb népegészségigyi problémajanak tekifithet
Jelenlegi adatok szerint kortlbeltl 1 milliard emb@sulyos és legalabb 310 millié sulyosan
elhizott. Az Amerikai Egyesult Allamokban 1980-bal¥,5%-0s volt a klinikailag
elhizottaknak tekinthét egyének szama, 1994-ben ez a szadm mar 22,5%-rikeslett
(Taubes 1998). Az USA-n kivil is hasonl6 novekedlészamoltak be, példaul az Egyesult
Kiradlysagban ugyanezenddlatt 6%-rél 15%-ra emelkedett az elhizas gyakgas Hasonlo
a helyzet a vilag szamos mas orszagaban is. Mgledt fipari orszagokban az elhizottak
aranya 15-25% kdz6tt mozog (Haidar és Cosman 2@ glhizds alapvétbefolyassal bir
az életmidségiinkre és az élettartamunkra. Az obezitas nema@éban karos, hanem a
legfobb veszélye abban rejlik, hogy hajlamosit tobb csilypetegségre. Az elhizas szinte

valamennyi szervrendszerben koros folyamatokat bmel{Ogden és mtsai. 2007).

A rosszindulatu daganatos megbetegedések a szierrésdszeri korképekkel egyitt
vildgszerte vezét halaloki tényedk (az Egészseglgyi Vilagszervezet adatai alapjan).
Mindkét betegségcsoport kialakulasa multikauzdlyy, a genetikai hattér mellett, szamos
kornyezeti tényex is szerepet jatszik |étrejottikben. Az utdbbi éak figyeltek fel arra,
hogy Osszefiiggés van a karcinogenezis és bizonyas knetabolikus folyamatok kdzott.
Gyarapodnak a bizonyitékok azzal kapcsolatban, fo@yes tipusu diabetes mellitus és a
metabolikus szindréma, valamint szamos malignusbetegedés kialakulasa k6zott szoros
ok-okozati kapcsolat van (Ceschi és mtsai. 2007jlaganatos megbetegedések halalozasa
magas, korulbelll a betegeket 50%-at veszitjiuk &édn belll, igy a malignus betegségek a
modern tarsadalmak halélozasi listajan, a kardidudéris betegségek mogott, a masodik
helyet foglaljak el. A magas halalozasi rata a édavenyeknek kdszonhetelsssorban a
neutropénias itkzakban kialakul6 infekciok telédt feleléssé érte. Ez a daganatos betegségek
vezet haldloka. A csontvétoxicitas, a kemo- és radioterapia legsulyosablzistitnitald
mellékhatasa (Puhalla és mtsai. 2012; Mac Manusmésai. 1997). A kemoterapias
kezelésben részt vébetegek 60-70%-aban jelentkezik myelotoxicitavetegek 40%-aban
az eletet veszélyeztetneutropéniaval talalkozunk, a csontvelérképzéséenek karosodasa
miatt. A neutropénia miatt a kemoterapids szerekisdd és a kezelési ciklusok szaméat
csokkenteni kell, ami a terapia hatékonysadganakkkesieséhez vezethet (Sinké 2011).



Mindezek a myeloprotektiv mechanizmusok vizsgék#tafontossadgéat, és myeloprotektiv
hatasu anyagok klinikai gyakorlatban val6 alkalnsdrék sziikségességét mutatjak.
Munkacsoportunk korabbi vizsgalatok soran, U] hagshanizmusu myeloprotektiv
anyagok kutatasa kozben, igazolta, hogy a rozmgia egy inzulin-érzékenyitvegyulet,
képes mérsékelni az 5-fluorouracil fiegitosztatikum csontvékarositdo hataséat (Betikes
mtsai. 2003). A késbbiekben bebizonyosodott, hogy ebben az inzuliké&md6
mechanizmusoknak van szerepe (Djazayeri és mi8@b; 2006). Az inzulin vérképzésben
betdltott szerepét korabban nem vizsgaltak, ugyaazisinzulin hemopoézisre gyakorolt
hatasat az élszervezetben szamos tényetfedi, akar helyettesitheti is, azonban a csdéitve
ért karosodas soran a szerepe felérééhwdt, és tulélési szignalt jelenthet a csordiveh 16%
6ssejtek szamara. Ha a hemopoetikgsejtek szamara az inzulin hatasanak amplifikalasa
segitioket a toxikus hatasok kivédéseben, elképzélhsdgy az inzulin rezisztenciaval jaré

korallapotok kedveitlentl befolyasolhatjak a regeneracios kapacitasuka



2. CELKIT UZESEK

Munkank soran arra kerestiink valaszokat, hogy aesitdas és az elhizashoz
leggyakrabban tarsult anyagcserezavar, az inzeisztencia hogyan befolyasolja a
csontvebi vérképzeést fiziologias korulmények kozott és Ihgeolja-e a carboplatin a

citosztatikumok myelotoxicitasat) vivo.

A tovabbiakban vizsgaltuk, hogy az ismert farmakekikai eltéréseken kivil,
farmakodinamias kulonbségek lehetnek-e a klassziditssztatikumok toxicitdsaban,
vannak-e a célsejtek itkodésében eltérések obesitasban vagy inzulin tenisz

allapotokban

Arra is kerestik a valaszokat munkank soran, haggraert inzulinérzékenyitvegytilet,

a roziglitazon, befolyasolja-e a vérképzeést nortestsulyu allatok, illetve elhizott és
inzulinrezisztens vagy sovany, de inzulin rezisgtedlatmodellekben. Az inzulin
rezisztencia rendezésével javithaté-e az esetlegamtved karosodas mértéke

daganatellenes kemoterapia soran?

0j hatasmechanizmusu daganatellenes szerek kytatAslyek myelotoxicitasa a
klasszikus citosztatikumokéhoz viszonyitva esdtiegbb elhizott betegekben

az UD29 (4-tio-uridin-monofoszfat) hatasainak viasga human akut limfocitas

leukémia allatmodellben, SCID egerekbewivo

az UD29 terapias indexének meghatarozasa a cséomratulocita-makrofag progenitor

sejtjeire gyakorolt toxicitast vizsgalva.

az UD29 toxikus hatasainak 0sszehasonlitasa dbédb egerek és sovany kontroll

parjaik csontveli granulocita-makrofag progenitor sejtjei esetében.



3. IRODALMI ATTEKINTES

Az elhizas a 21. szazad egyik legnagyobb egészgégivasa és tébbé mar nem
tekinthetjiuk csupan esztétikai problémanak. Nagjainaz elhizas jarvanysfeméreteket
oltott, az elhizott emberek szama egyre emelkediind a fejlett, mind a fejidé
orszagokban. Az obesitas gyakorisdga 1980 Ota mamgisaorozodott, az Egészségugyi
Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) tailaszerint Foldinkon jelenleg 1,1
milliard tulsulyos ember él, és legalabb 310 mdhé sulyosan elhizottak. Tovabba a
gyermekkori elhizas is egyre gyakoribb, a WHO b&smsl szerint 155 millié gyermek
tulsulyos és, ezeknek a gyermekeknek az egyharmesmtpnem toltbtte be az 5. életévét
(Hossain és mtsai. 200 A.WHO az obesitast - a fentiek alapjan - az egdsgna kiterjed
jarvanynak, és a legnagyobb egészséguligyi probléatania. Az elhizas tehéffelelossé az
0ssz-haldlozés 10-30%-4ért. Europaban afidk korében a tulsuly és az elhizas fided 2.
tipusu diabetes mellitus 80%-aért, az iszkeémiagsregseg 35%-aert €s a magas vernyomas

55%-aért. A fentiek egyuttesen tobb mint egymiliedalesetet okoznak a vilagon évente.

Az elhizas kialakulasdban tdbb tényeis kozreniikddhet, azonban a genetikai
tényedk helyett, minden kétséget kizardéan éslarban étrendi és életmddbeli hatdsok
egyuttes szerepd@rbeszélhetiink. Napjainkban vilagszerte elterjedyarséttermek haldzata,
ahol magas kaldriatartalmu, zsirban és szénhidraglaadag ételeket szolgalnak fel. Ez a
kalériadus étkezés, parosulva a mozgasszegénydeldah hozzaadva a gyakori dohanyzasi
és tulzott alkoholfogyasztasi szokasokat, nagyrkbeté felebs lehet az elhizas jarvanysizer
elterjedéséért. Az emberek jelémt mennyisé "luxuskaloriat” fogyasztanak, vagyis a
szikséges anyagcsere-allapotuk fenntartasan t@enenfelesleges kalGriamennyiséget

vesznek magukhoz, amely azutan zsir formajabardiialke a szervezetikben.

Vajon mennyire k&ros az elhizas? Ennek a kérdéamakgvalaszolasahozsekor is
rendelkeznink kell olyan megbizhaté paramétermplelgik pontosan jelzi a szikségesnél
nagyobb testsilyt. Onmagaban a kilogrammban megadateg ehhez nem elég. A
gyakorlatban az elhizas meértékét a testtomeg ietleikFTI, angol roviditéssel BMI)
jellemezhetjuk. A BMI meghatédrozasa: a testtomeg ésterben mért magassag négyzetének
hanyadosa (kg/fi. Felrsttek (>18 év) esetében elhizasrél beszélink, himba=B30 kg/nf ,
talsulyt (pre-obezitas) 25-29,9 kglrkozotti BMI esetében diagnosztizalhatunk (Garreust
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Orgeas és mtsai. 2004). Fontos tudni, hogy a tdsok tobbsége az évek soran elhizotta
valik.
Vannak adatok arra nézve, hogy az alacsonyabhikgstsm jelent feltétlentl éhyt.

Az Amerikai Egyesilt Allamokban, az alabamai eggeta tobb mint 20 000 egyénen
végzett statisztikai megfigyelés szerint a nem tgp@r sovany (BMI: 25 vagy annal
alacsonyabb) egyének kozott a halalozasi arangéwtse volt, a 27,8 vagy annal is nagyobb
BMI-vel rendelke®, kisportolt, eés izomzatl egyének halalozasi ratajanal (Wickelgren
1998) Onmagaban a testsuly alacsonyabb volta tehat mégjelent védettséget a kilonféle
betegségek okozta gyakoribb halalozas ellen, ugyannormal testsulyd emberekben az
abdomindlis zsirszdvet felszaporodasa ugyanugyziaka kardiovaszkularis megbetegedések

kockazatat.

Az obesitas nem O6nmagaban karos, hanem &lbg¥eszélye abban rejlik, hogy
hajlamosit tébb sulyos betegségre. Az elhizas esznalamennyi szervrendszerben koros
folyamatokat indit be. Az elhizashoz tarsulva ggakalakulnak ki sulyos szégmények a
légzorendszerben, a kardiovaszkularis rendszerben (magzayomas, stroke, szivinfarktus,
ateroszklerozis), létrejohetnek metabolikus zavar@kperlipidémia, diabetes, inzulin
rezisztencia), mozgasszervi panaszok és sok esetimgfigyelhed az immunrendszer
diszfunkcioja (Pi-Sunyer 2002). Tovabba kimutattélogy az elhizas és a metabolikus
szindroma fontos szerepet jatszik egyes tumoroKaligdsaban és progresszidjaban
(Davoodi és matsai. 2013; Formiguera és Cantén)2@X&ismert tumor indukalo tényék,
mint az elhizas, a tartésan magas vercukorszinnaginrezisztens allapotok fennalladsakor
bizonyos kulcsfontossagu enzimek aktivalédnak,tak&kerkentik az inzulin és inzulinszer
novekedési faktorok termelését, amelyek a maligmjiek burjanzasat okozzak (Goodwin és
mtsai. 2002). Az inzulin és az inzulinsizandvekedeési faktor-1 (insulin like growth factor-
IGF) — hormonspecifikus receptorok Utjan — kapcdidl@ sejtek felszinéhez és indithatnak be

kontrollalatlan proliferacios folyamatokat (Drazrd@11; Pollak és mtsai. 2004).

Tobb kutatocsoport is szignifikans 0sszefliggéeselmsztalt metabolikus szindréma
eés vastagbél daganatok kozott (Morita 2005; Anderss mtsai. 2007). Tovabba
hasnyalmirigy, nyélcss €s gyomor tumoroknal is igazolddott ez a korréla elhizas és a
rosszindulati megbetegedések kdzott (Gumbs 2008gtAés mtsai. 2008). Ak kdrében
vilAgszerte vezét daganatos megbetegedés az éetkdrcinoma. llyen betegek kozoétt a
diabétesz é@fordulasi gyakorisaga 25%-osnak mutatkozott, mig cakorbetegség

prevalenciaja az ugyanilyen koru populacioban kelwbksmint 10% (Kruk 2014). Hasonléan
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gyakori rokben a méhnyak, illetve a méhireg rakos betegsagegly csoportban a
cukorbetegség élordulasi gyakorisaga 20-60% (Vona-Davis és m&a0.7).

Az elhizas tumor-indukalo képességében szerepsrika hogy a metabolikus
szindromara jellenmiz hasi elhizadsban megnévekszik a zsirszévet mergeyi€gchwartz és
Yehuda-Shnaidman 2014). A korabbi feltevés szeximsirszovet nem volt mas, mint egy
térkitolto szovet, amelynek legfontosabb feladata az enaigénozas. Hosszu évekig tartotta
magat az a nézet, hogy ha az energia felvétel neatjaaaz energiafelhasznalast, akkor a
folosleg passzivan taroldédik a zsirsejtekben. Aizéls elmult évtizedekben tapasztalt
terjedése, ésoként az ezzel egyitt jar6 betegségek azonban adkutrdekbdését a
zsirszovetre irdnyitottak. Mara bebizonyosodotgyha zsirszévet nemcsak a résztijeva
metabolikus folyamatoknak, hanem az altala terrheitmonok, citokinek (g§jténéven,
adipokinek) révén az életikddések szabalyozasaban, 6sszehangolasaban issak&tapet
jatszik, azaz endokrin szervnek is tekinthéKershaw és Flier 2004). Az adipokinek a
kilénb6d szigndlmechanizmusokban részt &emolekuldk szerteagazd csoportja, amely
szerepet jatszik a gyulladasos folyamatokban, inétdékenységben, sejtproliferacioban,
ateroszklerozisban. Ezek a funkciok részint a nuodilals szindromahoz és annak
szowdményeihez, részint adaganatképidéshez kapcsolédnak, és mindkét korkép
kifejl 6cdéséhez alapul szolgélhatnak (Cao 2014).

Az adipokinek noveky csaladjanak legismertebb képvigel a leptin, de ide
sorolando6 a tumor-nekrézis-faktor-alfa (TNF-alfajliponektin, interleukin-1, 6, 8, leukocita
gétlo faktor (leukocyte inhibitory factor- LIF) ig, kemokinek kdzul, pedig eddig a monocita-
kemotaktikus protein-1 (MCP-1) és a makrofag-inflaatorikus protein-1 (MIP-1)
termebdését irtdk le a zsirszovetben (Matarese és La @804). Emellett a zsirsejtek
kivalasztanak meégrezisztint, adipszint, acilalast stimulalé proteirdngiotenzin Il-t,

prosztaglandinokat (Gregoire 2001).

A leptin adipocita specifikus hormon, amely fontos szerg@estizik az étvagy és a
testsuly szabalyozdsaban (Suzuki és mtsai. 20¥ydiakbanmagas a leptin koncentracio,
ami leptin-rezisztenciaratal. Az ilyen egyénekben kimutathaté hiperleptirgriokozza a
prosztata-, colon-, e, endometrialis tumorok képdését, valamint egyes leukémia
sejtvonalak burjanzasat. igy a leptinnek kdzvetlathsa van a daganatsejtekre, és hidat képez

az elhizas és daganatégjes kozott (Kershaw és Flier 2004).

Az adiponektin az egyetlen olyan citokin, amelyneazintje elhizottakban

szignifikansan csokken. Inzulinérzékedyiaintidiabetikus, szabadzsirsav- (FFA-) csokkent
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és anti-inflammatoérikus hatdsa van (Lee és Kwakdp03zintje forditottan aranyos az éml
az endometrium- és a gyomorrak kockazataval (Bsurnt8ai. 2007).

A keringd dsztradiol koncentraciéja postmenopauzadishen kdzvetlenll 6sszefligg a
BMI-vel (Key és mtsai. 2003). Szamos émles endometrialis karcinbma névekedése
osztradiol-fiigg. 30 kg/nf feletti BMI eseten az 6sztrogéntermelés jeéisah megemelkedik,
és 2-5-szOrdsére 6naz endometrium-, kétszeresére, pedig az 6kl gyakorisdga

postmenopauzalisskben (Kaaks és mtsai. 2002).

A fokozott hajlam a tumor képdésre, mind metabolikus szindromaban, mind 2-es
tipusu cukorbetegségben, kapcsolatban van a mekgdett vércukorszinttel. Tanulményok
diabéteszes betegek fokozott kockazatat irtak ldonkidzs karcinoma tipusokkal
kapcsolatban (Ryu és mtsai. 2014; Xu és mtsai. RO Aiperglikémia tumorkelt hatasa
bonyolult biokémiai hatasokon alapul, @srban a malignus sejtek biokémiai Utvonalaik
megvaltoztatasaval érik el a gyors proliferaciot tégedést. A metabolikus szindromat
megndvekedett vércukorszint jellemzi, amelynek deimalasara a daganatsejtek specialisan
alkalmazkodtak. Régodta ismert tény, hogy a tumtekegsetében fokozott glikozfelvétel
figyelhet® meg (Herling és mtsai. 2011). Az egyik lehetségexhanizmus, amellyel a
hiperglikémia fokozza a malignus megbetegedésegressziojat, az, hogy oxidativ stresszt
hoz létre (Brown és Bicknell 2001). Turturro és matarsai (2007) kimutattak, hogy MDA-
MB-231 human endl tumoros sejtvonalon indukalt hiperglikémia fokozzaoxidativ stressz-
valaszadd gén expresszidjat, és a reaktiv szabkok\grintjet. Az oxidativ stressz DNS-

karosodast okoz, amely a karcinogenezis kezdeatgdégka (Marseglia és mtsai. 2014).

Nem-enzimatikus glikacionak nevezzik azt a tobbéséen zajld, egy & utan
irreverzibilissé valé folyamatot, mely redukalé nosmacharidok és aminocsoportot
tartalmaz6 molekuléak (fehérjék, DNS és lipidek) kj@szodik le. A glikacio soran kefdo
szabad gyokok és glikacios intermedierek, valaramiebrehaladott glikacios végtermékek
advanced glycation end products, AGE) fontos satidpszanak a kronikus veseelégtelenség
€s a cukorbetegség sivnényeinek kialakulasaban (Negre-Salvayre és mEH19). A
hiperglikémia fokozza a glikaciojat szamos struélisr és funkcionalis fehérjének (Khan és
mtsai. 2009). Az AGE serkenti az oxidativ stresstakulasat az AGE-receptorral (RAGE)
valo interakcio utjan, mig az oxidativ stressisepiti az AGE-képialést és fokozza a RAGE
expresszidjat. Lehetséges, hogy ez az AGE/RAGEsemmkoz6tti kdlcsdnhatas pozitiv feed-
back mechanizmussal fokozza a karcinogenezis katkiadiabéteszes betegekben (Abe és
Yamagishi 2008).
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Elhizdshoz tarsulva a 2-es tipusu diabétesz ésnazin rezisztencia kronikus
hiperinzulinémiat okoz. A hiperinzulinémia hatdseah a tumorok kialakuldséara, egyrészt az
inzulin mitogenetikus hatasain keresztul kdzvetlemiasreszt indirekt médon az IGF-1
mennyiségének fokozasaval. Az IGF-1 a majban tdiieinovekedési hormon hatasara, a
novekedési hormon receptor aktivacioja altal. lmzyelenlétében a hepatikus névekedési
hormon receptor aktivalédik és ez megndvekedett-1Gdzintet eredményez (LeRoith és
Roberts 2003, Renehan és mtsai. 2004).

Az inzulin cstkkenti az IGF-1-kétfehérje (insulin-like growth factor binding pratei
IGFBP) majban tortéh termebdését, az IGFBP szabdlyozza az IGF-1 biologiai
hozzéaférhdiségének szintjét a periférias szovetekben (CalleKéaks 2004). igy az

emelkedett inzulin szint hatadsara mégz IGF-1 bioldgiai hozzaférhitége.

Tanulmanyok igazoltak, hogy a megndvekedett IGEHit$okozza malignus tumorok
kialakulasat (Chen és mtsai. 2009; Rinaldi és mt2@il0). Az IGF-1 tumor képédésre
gyakorolt proliferativ ésantiapoptétikus hatasait bizonyitja, hogy az IGHeakozott
expresszioja stimulalja, gatlasa cstkkenti karomogplkezelt mutans egerekben az érak
kifejl6dését (Moschos és Mantzoros 2002). Az IGF-1 az ogegiezist is serkenti a
vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor (vascwdadothelial growth factor — VEGF)
termelésének fokozésaval colon-, endometriumg@egd prosztata karcindbmaban (Hausmann
és Richardson 2004).

Az IGF-1-jelatvitel nagymértékben szerepet jatsaikkarcinomak, kilondsen az
epitelidlis daganatok kialakuldsaban, a sejtekgnab atalakulasaban és a sejtek tulélésében
(Xie és Wang 2013). Ezek a szerepek a normaliseksejidovekedésében kevéssé
ervéenyesilnek. Az inzulin és a szabad IGF-1 szabkaly a szexualszteroidok bioldgiai
hatékonysagat olyan daganatokban, amelyek 6sztrag€y androgén hormon dependensek
(Calle és Kaaks 2004). IGF-1-receptor &mds colon tumorban tulexpresszalt, fogékonyabba
valva az inzulin hatasaira, kiuléndsen hiperinzutiree esetében. Az IGF-1-szintézis géatlasa
csokkenti karcinogénnel kezelt mutans egerekbesndi karcinoma kifejpdését (Ibrahim és
Yee 2004). A majban ternt@é nemi hormon-kdt globulin (sexual hormon binding
globulin- SHBG) gatolja az 6sztrogének és androkéaeeptorukhoz valo kétiését, ezaltal
a sejtek novekedésére gyakorolt hatasukat. A mpelinémia és az IGF-1 gatolja az SHBG
szintézist, ezéltal ésegiti a nemihormon-fliggdaganatok (prosztata, émnlendometrium)

fejl6dését.
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Tehat epidemioldgiai tanulmanyok bizonyitjdk, hogy elhizas és a 2-es tipusu
diabétesz fokozzak a malignus megbetegedések ulakdt és a betegségekhez kapcsol6dd
mortalitast. Az obesitas, a 2-es tipusu diabéteszt@moros megbetegedések kozott a kapocs
az inzulin rezisztencia, a hiperinzulinémia és agasalGF-1 szint, tovabba a szteroid és

peptid hormonok, valamint az inflammatérikus madkeemelkedett szintje.

Kemoterapiat befolyasol6 tényeék elhizott betegekben

Az elhizas tehat szamos karos hatasa mellett, yimdtan fokozza tébb malignus
megbetegedés &brdulasi kockazatat is (Pergola és Silvestris 20Lgyyanakkor a fokozott
tumor hajlam mellett az elhizott betegek esetéb&prnaoterapia pontos megtervezése nagy
kihivasok elé allitja az onkoldégus szakemberekehefyzetet tovabb sulyosbitja az a tény,
amelyl szamos tanulmany beszamol, miszerint, elhizottedekben a rosszindulatl
megbetegedéseknek rosszabb a prognézisa, nagyébb ves a tumorok kidjulaséara, és
gyakoribb a haldlozéasi rata, mint a normal testsidgyénekben (Dignam és mtsai. 2006;
Cleveland és mtsai. 2007; Calle és mtsai. 2003)ekmatterében tobb tényeis allhat. Az
obez betegekben megvaltoznak bizonyos farmakokmietgparaméterek, amelyek eliér
gyogyszerhatast, és fokozott toxicitast eredmérgtesk. A megndvekedett zsirszovet
példaul Iényeges kulénbségeket okozhat egyes sz@amlakokinetikai tulajdonsagaiban
(Blouin és Warren 1999). A megnovekedett zsirszdnehnyisége miatt a vérataramlas a
zsirszovetben szignifikdnsan csokken, emiatt mégriell a szerek megoszlasi térfogata.
Elhizds esetén a zsirszovet lie8dik a maj szovetdllomanyaba, ezzel megvaltozhat a
hepatikus vérataramlas és ennek kovetkeztében matdpolizalé képessége. A megvaltozott
testosszetétel miatt a plazmakofehériek koncentracidja is valtozhat, ami szintén
befolyasolhatjia a gyogyszerek hatasat (Cheymol ROMEramos olyan paramétert
determinaltak, amelyeket felhasznalhatnak az idd@&fis dézisok meghatarozasara. llyenek
példaul, a teljes testtomeg (total body weight- TBWealizalt testtdmeg (ideal body weight-
IBW), testfelszin nagysaga (body surface area- BR8iysztvet-mentes testtomeg (fat-free
mass- FFM), vagy éte meghatarozhato az idealis testtomeg (Huntertéain2009). Ennek
ellenére az altalanosan elfogadott modszer az ithgilis dozisok meghatarozasara a
testfelszin nagysaga alapjan toftdsalkulacio (body surface area- BSA). Ugyanakk®&SA
modszer nem veszi figyelembe koriltekien a dozis, a testfelszin nagysaga és egyéb
testméretet leir6 paraméterek kozotti kapcsolatodlulacio soran. igy nincsenek speciélis

adagolasi javaslatok elhizott betegek kemoteragi@an (Abdah-Bortnyak és mtsai. 2003).
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Kevés olyan klinikai tanulmany van a szakirodalomkamely pontosan leirn4 az obez
paciensek farmakokinetikai paramétereit, a norraétstilyd betegekhez képest (Griggs és
mtsai. 2012). Ennek az oka valés#éy az, hogy a gyogyszerfejlesztés és a Kklinikai
vizsgalatok soran a szakorvosok figyelmen kivil yijgg a betegek testsulyat, igy a
kilonbd® vizsgalatok ellentmond6é adatokat kozolnek kemgierdhatasossagarol és a
toxicitasi tinetekil az elhizott betegekben (De Jonge és mtsai. 20B@mpson €s mtsai.
2014; Ekhart és mtsai. 2009; Miyahara és mtsai2R0A jelenlegi iranyelvek alapjan egy
telijes testsulyt veszik figyelembe, mivel @lteges fontossdgu a tergpia hatasossaga, a
maximalis hatas eléréséhez nem szamolnak csokkdamsokkal (Griggs és mtsai. 2012).

Ugyanakkor az is elfogadott tény, hogy az elhizgéetén nem csak a megvaltozott
farmakokinetika paraméterek, hanem a megvaltozaitmdkodinamias tényék is
befolyasolhatjak a terapia kimenetelét (Griggs dsam 2012). Az obesitassal egyitt jaré
metabolikus vagy endokrin valtozasok a szervezetbemegvaltoztathatjak a
gyogyszerhatasokat a célsejteken, amely ezaladmeEnyezhet egy fokozottabb terapia soran
megjelerd toxicitast. Az egyik legjobban karakterizalhats Eeggyakoribb metabolikus

diszfunkcioé elhizott emberekben, az inzulin reanzeta.

Az obesitashoz hasonl6an, az inzulin reziszterxcjalensen befolyasolja a betegek
tulélését malignus megbetegedések soran (SataganBagland 1994; Yancik és mitsai.
2001). Nehany medgfigyelést taldlunk azzal kapcbalat hogy fokozottabb a
csontvebtoxicitds diabéteszes betegek tumorellenes kenmégaa soran. Srokowsky és
munkatarsai (2009) azt irtak le, hogy nagyobb ak&pata a terdpia sorédn kialakulo
mellékhatasoknak az elhizott betegekben, szembmemnaal testsulyl egyénekkel. Az ebben
az esetben éfordulé leggyakoribb mellékhatasok a neutropénidt veas a kiloénboa

infekcidk, amelyek csontvéloxicitasra vezethék vissza.

A tumorellenes tergpiak soran az egyik legfontosdbbis-limitdlo mellékhatas a
csontvebtoxicitds. A jelenlegi tudomanyos szakirodalombalentmondasos adatokat
talalunk azzal kapcsolatban, hogy elhizott bete@§eknoterapidja soran tapasztalhato-e
nagyobb meérték myelotoxicitds. Takenaka és munkatarsai (2013)figneglései alapjan a
neutropénias lazas allapot gyakrabban forddl dibbéteszes betegekben, akik docetaxel,
cisplatin, fluorouracil kezelést kaptak fej- és kiyadaganatos megbetegedésekben.

Ugyanakkor mas kutatécsoportok nem igazoltak améngt, hogy 2-es tipusu cukorbeteg
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betegeknél fokozodik a terdpidhoz tarsuld csofitogicitas mértéke. llyen eredményre jutott
Rosner és munkatarsai (1996) és Barett és mt€#i8j2akik emd-, és petefészek tumoros
paciensek esetében mutattak ki, hogy az obez betélgalacsonyabb volt a terapiahoz-
tarsulo mellékhatasok meértéke. Inal és munkatq&2l2) kisssejtes tiddakban szenved
pacienseket vizsgalva, nem talaltdk a diabétesmggnmsztikus tényének a betegek tulélése
szempontjabol. Meyerhardt és munkatarsai (20039 astagbél daganatos atlagos testsulyu
és tulsulyos, & és ferfi betegcsoportban vizsgalta a kemoteragidhsulé mellékhatasok
megjelenését és sulyossagat. Eredmeényeik alapjaondhato, hogy az obezitas kapcsan
megré a gasztrointesztinalis toxicitas 6&rdulasi gyakorisaga, de nemé nmeg a
csontvebkarosodas mértéke a tumorellenes kemoterapia sGi@gas és munkatarsai (1996)
fokozottabb neurotoxicitast irtak le diabéteszestejg@szek tumorban szenvedbetegek
cisplatin kezelése soran, dik sem mutattak ki fokozott csontéébxicitast ezeknél a

betegeknél.

Csontvebtoxicitas, a kemoterapia soran kialakuld egyik leggakoribb mellékhatas

A komplex tumorellenes terapia soran a csofitkdrosodas az egyik leggyakoribb
dozis-limitalo mellékhatas, amelynek sadwményei gyakran haldlos kimendiek. A
tumorellenes szerek célpontjai a gyorsan proliégtéltumor sejtek, de mivel ezek a szerek
nem hatnak specifikusan csak a rakos sejtekret azésontvdiben 1éw gyors-osztédasu

hemopoetiku$ssejtek is erzékenyek lesznek a tumorellenes szdmkxikus hatasaira.

A kifejl6dé csontveb elégtelenségnek az életet leginkabb veszélyeztttme a
neutropénia. A daganatos betegek halélozasi listdjgeutropénidhoz kapcsoldédé infekcios
szowdmények vezetik. Egy fehérvérsejt rendellenesdéégan sz6 - ekkor a vérben
rendkivil, akar meérhetetlendl alacsony szintre asileutrofil fehérvérsejtek szama (erre utal
az elnevezés), igy a szervezetnek a baktériumolgkahbakkal szembeni édleges sejtes
védelmi vonala meggyengul. A neutropénia kdvetkeatekilonboé infekciok alakulhatnak
ki, amelyek a legyengult immunrendsizebetegek szaméara végzetes kovetkezményekkel
jarhatnak (Lyman és mtsai. 2005). Tovabba a neétrapkialakulasa kemoterapias dézis
csokkentésével és Ujabb kemoterapia ciklus elh@isé&wzal is jarhat, amelyek miatt veszélybe

keril az onkologiai terapia hatékonysaga, végdja (Wolf és mtsai. 2004).

A neutropéniafoka jelenssen véltozhat. Altalaban egy egészségessfieNérében
1500-7000 neutrofivan mni-enként (1,5-7,0 x TL). 6 év alatti gyermekekben a neutrofil
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szam alacsonyabb lehet. A neutropésidyossaga az abszolut neutrofil szamtdl (ANSZ)
flgg, kovetkedképpen jellemezhét

- enyhe a neutropénia, amikor az ANSZ 15007tiyb x 10/1) ala esik, de 1000/m#r(1,0 x
10°L) folott marad

- mérsékelt a neutropénia, amikor az ANSZ 500-10@6/(0,5-1,0 x 1&L) k6zétt van.

- stlyos a neutropénia, amikor az ANSZ 500/(en5 x 15/L) ala esik.

A tinetek a neutropéngilyossagatol figgenek. Minél alacsonyabb a nelgkafzama annal
nagyobb a fefizés veszélye. A rizikd tovablnha a neutropénid napnal hosszabb ideig
tart. A sulyos neutropénikomoly problémakhoz vezethet, ami folyamatos odafiést és
néha azonnali ellatast igényel, mivel a betegnémbdr jelentkezhet bakterialis, gombas

vagy vegyes feézés.

A csontveb karosodasara jellertizhogy lecstkken a csontéblen az 6ssz-sejtszam, a
stem és progenitor sejtek 6frdulasi gyakorisaga és a teljes femoralis tantalcA
hemopoetikus progenitor sejtek ko6zott a granulemitkrofag progenitor sejtek képezik a
legfontosabb populaciét. Elsorban ezeknek a sejteknek a pusztulasa vezetteopénias
allapot kialakulasahoz. A neutropénia miatt a atakumok tervezett dozisat csokkenteni
kell, mely a kovetkez kemoterapids ciklus eltolédasat eredményezi. Minde

myeloprotektiv anyagok klinikai gyakorlatban valkadmazasanak szikségességét mutatja.

Az driasi igény ellenére a lelisgégeink nagyon §kosek, pedig a myeloprotektiv
anyagok a daganatellenes kemo- és sugarterapigségezprotokollok eredményesebb
kivitelezésével novelhetik a betegek tulélési esélyA szowdmények csokkentésével a
daganatos betegek életrbs@gét szintén javitjak. Fokozodd mértékben igénydik
életmirbséguket megyzo, javito lehebségeket a betegek, éket kezeb orvosokkal egydtt,
hiszen csak igy biztosithatd a hosszu terapia saréetegek megfekelegyuttnikddése.
Szamos, a vérképzeést fiziologiasan serkanitiokin kiprébalasa utan a klinikai felhasznalas
ma a granulocita koléniastimulalé faktorra (G-CSE)kilt. Ennek hasznéalata soran sulyos,
életet veszélyeztét generalizalt allergias tlnetek és kérképek visiamyritkabban
jelentkeznek, mint mas citokinek esetében. A mégpitetes myeloprotektiv hatasu szer, az
amifostine, ami egy aminothiol Osszetételegyillet. Alkalmazasuk a betegek szamara
kényelmetlen, mert subkutén injekcié vagy infazabnidjaban adhatjdkket. Hasznalatuk
kellemetlen mellékhatdsokkal tarsul- a G-CSF alkaasakor influenzas#ertinetek,

csontfajdalmak gyakoriak, mig az amifostin esetégen jelenbs mértékben, a betegek kb.
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50%-ban észlelhéthanyinger, hanyas, amit a citosztatikumok hasbatasai miatt a betegek

nehezen toleralnak.

Uj hatdsmechanizmusi myeloprotektiv anyagok kugatgsran munkacsoportunk
elssként publikalta, hogy egy inzulinérzékerdyitegyullet, a roziglitazon képes mérsékelni az
5-fluorouracil citosztatikum okozta csontkérosodast (Bertk és mtsai. 2003). Tovabbi
kisérletekben bizonyitast nyert, hogy ebben azlimzizékenyié mechanizmusoknak szerepe
van (Djazayeri és mtsai. 2005, 2006). Az ismertgyhcha a csontvél vérképzeés
fenntartasaeért felés 6ssejteket hosszabbdia keresztil életben akarjuk tartani a szervezeten
kivuli sejttenyészetekben, inzulint kell adni a akedési taptalahoz (Echarti és mtsai. 1989).
Az inzulin vérképzésben jatszott szerepét azonbég nem vizsgaltak. Munkacsoportunk
korabban in vivo allatkisérletekben bizonyitotta iazulin véd hatasat a citosztatikumok
okozta csontvél karosodassal szemben. A citokinek bonyolult hdl®Zaefolyasolja a
fiziologias és koros vérképzés folyamatait (Lotesn achs 2002; Kiss és mtsai. 2004,
Szegedi és mtsai. 2006). Az inzulin vérképzésbeszgét szerepét azéeszervezetben szamos
egyeb faktor hatasa elfedi, akar helyettesithetiamonban korabbi kisérleteink alapjan a
csontvedt ért karosodasok alkalmaval hatasa felértigkk| és fontos szerepet kap, mint az
6ssejtek talélését étegith novekedési faktor (Djazayeri €s mtsai. 2005). Azulin ilyen
célra tortéd felhasznaldsa a gyakorlatban természetesen neroldhatp az anyagcsere
hatasai miatt. Azonban az inzulinérzéketiyitechanizmusok ésegitése a periférian lehet,
hogy a gyakorlatban is hasznosithato dvdthtast jelenthet a csontéebejtjeinek. Ha a
csontvebi vérképd sejtek szaméara az inzulin hatasainak fe@éése segiti adket éb
toxikus hatasok kivédésében, elképzdihbbgy az inzulin rezisztenciaval jaré korallapotok

kedvedtlenul befolyasolhatjak regeneracios kapacitasukat.

Az inzulin rezisztencia vérképzésre gyakorolt bkaidal kapcsolatban kevés
publikaciot lehet talalni. Egyrészt az erythropsembkozodasat (Mardi és mtsai. 2005),
masrészt a granulocitak diszfunkcidjat tartak fettabolikus X szindromas betegekben (Lo-
Presti és mtsai. 2002). Egyre ndvékszamban taldlunk adatokat a zsirsejtek altal térme
hormonok vérképzest befolyasold hatasairdl. A tegtbseqiti (Bennett és mtsai. 1996), a

rezisztin és az adiponektin gatolja a granulopaoé3ishinke és mtsai. 2004).

Elképzelhet, hogy az obesitassal egyitt jar6 szamtalan patsofplyamat hat a
csontvebi verképd sejtekre. Az dizetesen publikalt eredmények szerint lehetségesnek
latszik, hogy az elhizassal egyditt jard inzuliniseiencia befolyasolhatja a myelotoxicitas
célsejtjeinek mkodéseét.
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A 4-tio-uridin-monofoszfat (UD29) tumorellenes hat&a és toxicitdsa 6sszehasonlitva mas

citosztatikumokkal:

A tumorbiolégiai kutatasok fontos feladata megdtmp a tumorokat felépit
sejtpopulaciok eredetét, heterogenitasat, jellemazmalignitassal osszefiggajatsdgaikat
és valtozdsaikat a tumor progresszidja soran. Aotsejt populacié heterogén spontan
mutacios ratanak megfeteln hamar szubklonok jelennek meg, de a tumorspjkeracios
kapacitasa szempontjabdl is alpopulaciokra oszlaKaklatlanul szaporodd, a populaciot
Gjratermelni és fenntartani képes stem sejieiéls kuldonbod mértékben korlatozott szamd,
osztodasra képes sejtékhall. A beteg gydgyuldasahoz a tumor stem sejtghusttitasa
szikséges, melyek a tumorsejtek kisebb, mint 1%&azdesetek talnyomo tébbségében 1- 0,5
ezrelékeét alkotjadk. A stem sejtek egyik legfontdsablajdonsaga, hogy képesek magukat
allandéan meguijitani, és ezzel fenntartani a tumivekedését (Hatina és mtsai. 2007;
Ravandi és Estrov 2006). A stem sejtek a tumordezsszivebb sejtjei, melyek populaciojuk
expanzidjaval rovid i@ alatt képesek Ujrandveszteni a tumort a kezelésgleteiben
(Guzman és Jordan 2004). A tumor stem sejtek kitasgiacsak kolonia esszé mddszerekkel
lehetséges, amelyekben a specialis lagy- gél tetiy&$zegben a stem sejtek leanysejtjei
egyutt maradva kolénidkat képeznek. A koloniaszéiikkenés egyértelilen a tumor stem
sejtek pusztulasat jelzi. Ezért kolonia esszé mextisdkalmazva vizsgaltuk a leukémia sejtek

koloniaképs képesseégeét.

Nehéz megfelél kemoterdpias szert talalni az eliminaldsukra, reegk a szerek a
normal stem sejtekre is karosak (Jordan 2007). Maetumor stem sejtek &ltalaban
rezisztensebbek a kemoterapiaval szemben, mimhartwalkoto tébbi sejt, ugyanakkor révid
id6 alatt képesek ujra felépiteni az egész tumor defiva j6wbeni kutatasok célja
megtervezni adket szelektivebben elpusztitd gydgyszereket. Ehteg kell ismerniink ezen
sejtek sejtfelszini molekulait, jelatviteli Utvoaiétat, a tumor stem sejtek mikrokdrnyezetét,
differencialédasi folyamataikat és a gydgyszereldagmben mutatott rezisztenciajukat (Pan
és mtsai. 2006; Jordan 2005). A stem sejtek madeisuimechanizmusanak megismerése
lehetiséget adhat olyan terapiak kidolgozasara, ameBrezek a sejtek eliminalhatdéak. A
terpiara alkalmas targetek lehetnek a Wnt, HedgeésoNotch jelatviteli Utvonalai vagy az
ABC transzporterek, amelyeknek jelést szerepik van a kemoterdpias szerek elleni

rezisztencia kialakuladsaban (Massard és mtsai.)2006
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A daganat kemoterapia a daganatos betegségekyspaigs kezelésével éri el a
malignus korképek progresszidjanak lassitast ésemdgint a beteg teljes gyogyulasat
eredményezheti. Ezaltal a daganat- kemoterapimartik sebészi eltavolitasa és sugarterapia

mellett a komplex onkoterapias ellatas egyik osaliett.

Az Uj hatéanyagok vizsgalata transzplantalhaté egérorokon tortént a daganat-
kemoterapia kezdeti szakaszaban, majd az 1970edsEkezdbdéen lehebség nyilt emberi
tumor sejtvonalak fenntartasara immunszuppresszgdrekben. Elterjedten alkalmaznak
immundeficiens egérmodelleket in vivo vizsgalatakbenert ezek egyedilallo leliseget
nyljtanak az egerekbe transzplantélt emberi dagkriahulmanyozaséra (Paine-Murrieta és
mtsai. 1997). A sulyos kombinalt immundeficiencielesziletett immunhianyos éllapot, ezt
jellemzi a T- és B-limfocitak kégzlésének és tikddésének zavara, ezaltal a cellularis és
humorélis immunvalasz csokkenése vagy teljes hiamya az immunhianyos allapot
autoszémalisan oroddlik, akkor az esetek egy részében egy rekombinAmeiunkciojanak
kiesése miatt nem alakulnak ki a T- és B-sejtekgénfelismeé receptorai. A betegség X-
kromoszomajahoz kotétt tipusdban a hemopoézis rfay@ban szerepet jatszo citokin
receptoroky. lancat kodoldé génben torténik a mutacio. Mivel.@zamos receptor jelatviv
lanca, igy képddésének zavara élorban a T-sejt éhlakok fejbdését akadalyozza, de
befolyasolja B-limfocitak és NK-sejtek érését ésikodését is. A betegség egyik
leggyakoribb formaja a 20-as kromoszéman kodolhadm-deaminadz (ADA) enzim hianya
vagy ebsen csokkent mennyisége, amely olyan RNS- és DN8gasere kozti termékek
felhalmoz6dasahoz vezet, amelyek abljl T-sejtekre toxikusak. Kéros anyagcseretermékek
felhalmozodasat okozza a 14-es kromoszoméan kodein-pukleozid-foszforilaz (PNP)
enzim hibdja esetén is. Ezek az egérmodellek k&pasa, hogy emberi tumoros sejteket
fogadjanak be és, ezaltal in vivo vizsgalhatovaaklkilonb6é danatatos megbetegedések
(Gergely és Erdei 2006.)

A sulyos kombinalt immunhianyos betegség velesetien immundeficiens allapot. Ez
az allapot alkalmatlanna teszi az immunrendszed, &iogy a szervezetbe kefihikrobak
ellen védekezzék. Ezért ezeket az allatokat sta@nliimények kozott kell tartanunk és
kezelésuikkor is korultekiben be kell tartani a sterilitas szabalyait. Mivelekben az
allatokban az immunrendszer gyakorlatilagikidésképtelen ezért alkalmasak arra, hogy
emberi daganatokat transzplantaljunk beléjik a tgialbkédésének veszélye nélkul.

Kisérleteinkben a human leukémias allatmodell kigdsa 2x10JY human B-sejtes limfoid
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leukémia sejt transzplantalasaval tortént. Ez aotsejt ddzis valamennyi transzplantalt
allatban létrehozta a leukémias megbetegedést ¥0Hortalitassal.

A leukémia esetében egy gyorsan metasztatizal@seenbetegsédr van sz6, amely
kombinalt daganat gatl6 kezelést igényel. Magyadmgen évente kb. 260-300 Uj
gyermekkori rosszindulati daganatos megbetegedds! feld, ezen betegségek kb. 25-30%-a
leukémia. Hazankban tehat évente 65 - 80 Uj leukemetegséggel szamolhatunk. Krénikus
mieloid leukémia (CML) csak igen ritkan fordubgR-4%), a betegségek démesze heveny
leukémia. Leggyakrabban akut limfoid leukémia (Alfbjdul eb, amely el§sorban B- sejtes
tipusu. A betegség 80%-ban 15 év alatt, 20%-bagvitelett fordul eb. A nyirokcsomo
daganatos betegségei a gyermekkori rosszindulajanddéok 8-10%-at alkotjak. Kérllbelll
fele-fele aranyban fordul &Hodgkin betegség, illetve non-Hodgkin-limfoma. élrbttkori
leukémias megbetegedések kozul a krénikus limfewkémia (CLL) a leggyakoribb. A
betegek tdbb mint fele 60 évesné&sdbb. Gyakrabban betegszenek meg férfiak, ndikit A
CML leggyakoribb kdézépkortuakban (50 év koruliekbarglamivel tobb férfi betegszik meg,
mint nd. Akut mieloid leukémidban (AML) évente 250-300 ni@t betegszik meg
Magyarorszagon. A megbetegedettek szama és éleidaguk az adott orszag gazdasagi
fejlettségéil fligg. 1dés korban szinte exponencialisan emetkedetszadm miatt a gazdagabb
orszagokban, melyekben az atlagéletkor magasabb, éteget regisztralnak és a betegek
atlagéletkora magasabb. Az ALL6Brdulasi gyakorisaga egy gyermekkori csucsot kévet
platé utan idsek kozt ismét megn Felrbtt korban a heveny leukémiak egynegyede ALL,
évenként hozzavéteg 100 Uj esettel. A két eltéréletkorban jelentkéz ALL kilonbdzik
egymastol. Feldttek kdrében gyakoribbak, gyermekeknél ritkAbbarddinak eb a rossz
prognozist jelerit genetikai eltérések. A felttek ALL-je a gyermekkorban észleltnél

ritkabban gyogyul meg. (Jeney és Kralovanszky 2005)

Nem elég a tumoros sejtek eradikalasa, a cél,azogy a beteg életben maradjon.
Maganak az alapbetegségnek és a kezelésnek iz@d@kisénye van. Leggyakoribb célpont
a csontvdl. A leukémias klonok kiszoritjak a normal hemopeésjtvonalait, ugyanakkor a
csontvebtoxicitas a legtobb citosztatikus kezelés dozistithldé mellékhatasa. A kiféjtlo
csontved elégtelenségnek az életet leginkabb veszélyerieime a mar korabban emlitett
neutropénia. A daganatos betegek halélozasi listdjgeutropénidhoz kapcsolddd infekcios
szowdmények vezetik. A leukémiak kezelésének céljattehéan Uj anyagok alkalmazasa,
amelyek szelektivebb hatasi daganat gatlok, vag§ikkestik a citosztatikumok

myelotoxicitasat és fokozzak a myelopoézist, jadkaa kialakuldé neutropénias allapoton.
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Az altalunk vizsgalt vegyulet az UD29 kémiailag do&itott mononukleotid (4-tio
uridin-monofoszfat), anti-HIV és anti-tumor akt&#a miatt szabadalmaztatott vegyulet. A
szabadalom tulajdonosa a Debreceni Egyetem, figkalAradi Janos, Feéstls LaszI6 és Beck

Zoltan.

Korabban ennek 35-tagu-homo-oligonukleotidjat vk, mint HIV ellenes szert, ami
hatasos lehet a virus elleni terapiaban (Szatnsnntsai. 2000; dkés és Aradi 1996).
Vizsgaltdk a vegyilet kapcsolodasat a sejtfelsminiekulakhoz és meghataroztak a HIV
ellenes hatas mechanizmusat. Megallapitottak, reogyzsgalati anyag kb. tizszer jobban
kotédik CD4' sejtekhez, mint CD4ejtekhez, amit Cys-5-tel jel6lt oligonukleotidaalitattak
ki (Horvath és mtsai. 2005). A HIV éidleges célpontjai a CD4ejtek, igy elésorban a i
sejtek, a monocitak és a dendritikus sejtek. A Kikisnak a sejtbe valo bejutasahoz a CD4
molekula 6nmagaban nem elegéndzikseg van a ko-receptor funkciot beéidtemokin
receptorokra is. HIV virus gp120 glikoproteinjérek el$dleges célpontja a CD4 molekula.
Kompeticios és fluoreszcencia rezonancia energiazsifer (FRET) vizsgalatokat végeztek,
hogy meghatarozzak az oligonukleotid ddisi helyét a CD4 receptoron. Ezek a vizsgalatok
kimutattak, hogy a kérdéses anyagdkiit a CD4 receptorhoz, és nem vagy csak kisebb
mértékben kdtdik CD48 receptorhoz (Horvath és mtsai. 2005). AAQBceptor 4 doménje
kozul a D2 domeén diszulfid kotése redox aktiv. Bzfolyamatot a T-sejtek sejtfelszini
molekulaja a tioredoxin szabalyozza. A protein-did-izomeraz (PDI) szintén sejtfelszini
molekula és feléls lehet a sejtfelszini redox allapot valtozasériggd20 CD4+ sejtekhez
kotbdése a gpl20 glikoproteinben d&ékilenc diszulfid kotés kdzil keéthek a hasitasat hozza
létre, amely a PDI-nek tulajdonithaté. A tioredogi€D4-ben 1é¥ diszulfidkdtéseket hasitja.
A virus sejtbe tortéh bejutasa a sejtfelszini molekulak diszulfid kétéde hasitasat kiser
konformacio valtozason alapszik (Horvath és mt2&i05). Konfokalis 1ézer mikroszkop
alkalmazasaval megallapitottak, hogy nagy az asfedépid raftok, a CD4 molekula és az
oligonukleotid sejtfelszini lokalizaciojaban, towd) hogy a vizsgalt vegyuléib képzett
oligonukleotid és a tioredoxin szinte teljesen amomelyen talalhaté meg a sejt felszini
membranjaban. Ebben az esetben az oligonukleotid #sredoxin a lipid rafttal azonos
helyen jelenik meg a sejt felszinén. Tehat valdssitik, hogy a virus a bejutasahoz a lipid
raftokban lokalizalodd6 CD4 receptorokat hasznali. figy minden bizonnyal az
oligonukleotid nem jut be a sejtbe, igy nem a rexxeEnszkriptdz enzimet gatolja, hanem a
HIV sejtbe jutasanak gatlasan keresztll fejti kHB/ ellenes hatasat (Horvath és mtsai
2005).
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A mi munkacsoportunk vizsgalta a mononukleotid saitaleukémia sejtekra vitro
sejttenyészetekben, illetvein vivo kisérletekben is SCID egerekbe transzplantalt
tumorsejteken. Vizsgaltuk az esetleges toxikus daditéegészséges csontvehintakon és
elhizott, inzulinrezisztens allatokon csonttehyészeteiben is. Csontgekarositd hatasat
dsszehasonlitottuk mas hatdsmechanizmusu, dadanateterapidkban gyakran alkalmazott
citosztatikumokkal.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok:

Kisérleteinket az Eurépai Kbzdsség laboratériunaitdk tartdsara vonatkoz6 atmutatdsainak
betartasaval végeztiik. A kisérleti protokollokabebreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai
Bizottsaga jovahagyta (1/2009. DEMAB).

4.1.1. db/db egér és kontroll parja

Kisérleteinkhez a Janvier S.A.S. forgalmazo6tdl v@lsd 2 hetes him kontroll (24,9+
2,5g) (C57BLKS/JmLef"/+) és leptin receptor-hianyath/db (C57BLKS/ImLep/mLef®)
(45,2+2,79) egereket hasznaltunk fel. Ketrecenkénab egeret tartottunk, melyek

laboratoriumi tapot €s csapvizet kaptak korlatorgkdil.
4.1.2. SCID egér UD29 vizsgélathoz

A Debreceni Egyetem Klinikai Kdzpont (DEKK) dB&linika allathdzaban steril
kordlmények kozott tartott SCID egerek (23,62, fdhasznalasaval tortént meg a leukémias
egérmodell kialakitasa. Kisérleteinkhez 19-20 hetestény SCID egereket alkalmaztunk
(Charles River Kft; Budapest, Magyarorszag). Kedré@nt 3-5 egeret tartottunk, melyek
laboratériumi tapot és csapvizet kaptak korlatorggkil. A DEKK Gyermekklinika
Hematologiai Osztalyaval, Dr. Kiss Csongorral és Beregedi Istvannal kooperalva, a
leukémias egérmodell kialakitasa JY human B-selitesoid leukémia sejtvonal SCID
egerekbe transzplantalasaval tértént. Transzpligiéica 2x10 JY human tumor sejt dézist
alkalmaztunk egyszeri intravénas oltds formajabarely doézis valamennyi allatban
kialakitotta a B-sejtes limfoid leukémiat 100 %kadalozassal. Az allatok boncolasakor nyert

mintakban a csontv&l a maj és a Iép el volt arasztva tumor sejtekkel.
4.1.3. Wistar, Goto-Kakizaki, Zucker patkanyok

Kisérleteink soran a Charles River Kit-{Budapest, Magyarorszag) vasarolt, 11-12
hetes him Wistar (362+199g), Zucker (428+24g) ésodakizaki (305+13g) patkanyokat
hasznaltunk fel. Ketrecenként 3 allatot tartottumielyek laboratoriumi tapot és csapvizet

kaptak korlatozas nélkiil.

4.2. Human mintak:
Munkacsoportunk a DEKK 1l. szamu Belklinikajavabdperalva, a megfel&letikai
szabalyok betartasaval jutott vizsgalati anyagihohuman csontvékejteken torténin vitro

toxicitasi vizsgalatokhoz a DEKK |II. sz. Belkliniin, a Hematoldgiai osztalyon fekw?
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felnétt beteg- akinél nem a granulopoézist érihematoldgiai betegség gyanuja miatt tortént
diagnosztikus csontwel punkcio- csontvél mintajanak egy része jelentette a forrast. A
betegek beleegyéznyilatkozata esetén a megfélemennyiségben nyert diagnosztikus

csontved mintabdl a Helsinki Deklaraciot betartva kapturnksgalatra csontvéi sejteket.

4.3. JY sejtvonal:

A JY sejtvonal a human B-sejtes limfoid leukémiétprezentalja. Ennek
felhasznalasaval lehiteg adodott arra, hogy mind vivo SCID egerekbe transzplantalva
mind koralmények kozott vizsgéljuk a mononukleotidtasat a leukémia stem sejtek
koléniakéepsd képességére. A DEKK Gyermekklinika Hematoldgiazf@lyaval kooperalva

jutottunk hozza a JY sejtvonalhoz.

4.4. UD29:
Az UD29 mononukleotidot Aradi JAnos és Berényi &rédlitottak eb a Debreceni
Egyetem Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intezsté@ és bocsatottak rendelkezéslinkre a

vizsgalatok elvégzéséhez.

4.5. Vegyszerek:

Kisérleteink soran az alabbi, frissen elkészitetiyszereket hasznaltuk: carboplatin
(Paraplatin, Bristol Myers-Squibb, Sermoneta, Qdeszag), doxorubicin (Adriblastina,
Pharmacia & Upjohn SPA, Miland, Olaszorszag), Wiftwracil (Fluorouracil-TEVA,
Pharmachemie, Haarlem, Hollandia). Frissen késikte¢l a torzsoldatokat, az alabbiak
szerint: 10 mg/ml-es carboplatin készitmé&flyld 00-szoros higitast, 50 mg/ml-es 5-
fluorouracil készitményll 5000-szeres higitést készitettiink. A doxorubigifilizatumot
desztillalt vizben oldottuk fel, majd az igy kapdit mg/ml-es oldatot 5000-szeresére
higitottuk meg. A torzsoldatokat McCoy's 5A tapjmh higitottuk a megfelél
koncentraciéra. Az alabbi roziglitazon készitméngtkalmaztuk a kisérleteinkben:
roziglitazon (Avandia, GlaxoSmithKline, Brentfordzgyesult Kiralysag). Roziglitazon
torzsoldat: 3 mg/ttkg ddzisu roziglitazonnal keidklta kisérleti allatokat. Ehhez a 4 mg
hatbanyag tartalmi Avandia tablettat feltortik éfolflottuk 13,2 ml vehikulumban. A

vehikulum savasitott Aqua destillata volt, pH 2-3.
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4.6. Bioldgiai mintak:
4.6.1. Csontval szuszpenzidk kinyerese

4.6.1.1. Csontvélmintak kinyerése egereldt
Az allatokat cervikdlis diszlokacidval exterminddtés a femurt aszeptikus korilmények

kozott eltavolitottuk. A csontvésejteket steril fecskekddsegitségével kimostuk. Vékony
tivel tdbbszor athuzva egy sejtszuszpenziot késnilettAz egyedi sejteket McCoy's 5A
(Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) taptalajpanszpendaltuk. Mindvégig laminéris
fulkében dolgoztunk, tigyelve a steril munkavégzésre

4.6.1.2. Human csontvélmintak kinyerése:
A betegek diagnosztikus célbol nyert csontvwmiintaibdl megfeléd mennyiség esetén a

Helsinki Deklaracié szabalyait betartva hasznaltuak csontveél tenyészeteinkhez
mononuklearis sejteket. A steril korilmények kozvgtert csontveélbdl tartdésitoszer-mentes
heparinnal (Richter Gedeon Gydgyszergyar, Budapdagyyarorszag) McCoy’s 5A (Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag) taptalajt 1:1 YvArdnyban alkalmazva szuszpenziét
készitettiink. Ezt a higitott mintat dévatosan Ficall(specifikus &riiség= 1,077 g/ml;
Immunotrin Ltd., Budapest, Hungary) rétegeztik éscsontvebt 1000 g gyorsulast
alkalmazva 15 perces gradiens centrifugalassal v@usal 30RF, Hettich, Tuttlingen,
Németorszag) szeparaltuk, elvalasztva egymastdirésvértesteket és a granulocytakat. A
10% Ujszulétt borjusavot (Foetal Bovine Serum-FBSIBCO, NY, USA) tartalmazoé
McCoy's 5A taptalajjal a leukocyta rétefjbovatosan leszivott, a mononuklearis sejteket

(MNC) tartalmaz6 frakciot centrifugalas kozbeiks#aal ketszer mostuk.

4.6.1.3. Csontvélmintak kinyerése patkanyokbdl:
Az allatokat magas intravénas dozisu (100 mg/ttkippental injekcioval

exterminaltuk. A csontvékejteket steril fecskeild segitségével kimostuk. Vékonyitt
tobbszor athuzva a combcsonton és dtmosva a feagyrtsejtszuszpenzidt készitettiink. Az
egyedi sejteket McCoy’'s 5A (Sigma-Aldrich, Budaped¥flagyarorszag) taptalajban
szuszpendaltuk. Ezt a sejtszuszpenziot ovatosanil-Féc (specifikus griség= 1,077 g/ml;
Immunotrin Ltd., Budapest, Magyarorszag) rétegeatgka csontvét 1000 g gyorsulast
alkalmazva 15 perces gradiens centrifugélassal v@usal 30RF, Hettich, Tuttlingen,
Németorszag) szeparaltuk, elvalasztva egymastdirdsvértesteket és a granulocitakat. Az
10% FBS-t tartalmazé McCoy's 5A taptalajjal a leaka rétegBl ovatosan leszivott, az
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MNC-ket tartalmazod frakciot centrifugalds kozbetltdival kétszer mostuk. Mindvégig

laminaris fulkében dolgoztunk, tgyelve a steril ikavégzésre.

4.7. Kolbéniastimulalé faktorforrasok:

4.7.1. WEHI-3B sejtvonal fenntartasa
Metcalf és munkatarsai (1969) illetve Warner és katdrsai (1969) szerint tortént a
WEHI-3B sejtek tenyésztése és a kondicionalt médiaszitése.

Megfeleb szamu, fagyasztoban (-ZD-on) tarolt és ékzetesen sterilre it 10 ml 20%
borjusavos szupplementalt McCoy's 5A sejtteny@satédiumot (tovabbiakban taptalaj)
tartalmaz6 sejttenyédrtflaskakat a teljes felolvadasig ®F-os vizfurdbe helyeztik. A
felolvadas utan legalabb 3 6ran keresztiil3ds 5% CQkoncentracioju termosztétba tettik.
Korulbelil 1x16 logaritmikus fazisban novekvsejtet pipettaval az @észitett taptalajt
tartalmazé flaskaba juttatunk. Ezutdn a flaskdk&@C3os 5% CQ koncentrcioju
termosztatba tettik €s naponta inverz mikroszkéfi allerdriztik a sejtek szaporodasat. A

sejtek tovabbi passzalasat sziikség szerint, dalidtaminden 3. nap végeztik.

4.7.2. WEHI-3B kondicionalt médium készitése
A novekw sejteket passzalast kogeh tovabbra is termosztatban tartottuk majd

dsszesen 5-7 nap tenyészési idan a sejtszuszpenziét 50 ml-es centrifuglaes 15 percig
2500 fordulat/perc fordulatszamon centrifugéltulaéeliiliszot eltavolitva, §rés utan, mint

kondicionalt médiumot a csontéebrogenitor sejtek tenyésztésénél hasznaltuk.

4.7.3.Fitohemagglutininnel stimulalt human leukocyta kondionalt médium (PHA-LCM)
készitése:

Egészséges faitt onkéntesil a Helsinki Deklaracioban foglaltakat betartva mirak
periférias vért a human leukocita tenyészetek seanifresch és munkatarsai (1979) szerint
az ebbbiek alapjan szeparalt mononuklearis sejtszusifiedlz 4x1G/ml-t alkalmazva a
sejtek®l 15% human autoldg szerumot tartalmazé McCoy's@Eptdlajpan 17 mg/ml
fitohemagglutininnel és 10 mg/ml levamisol jelegldn szuszpenzids tenyészeteket
készitettlink. 37°C-on CQermosztatban inkubaltuk, majd az 5. napon cemjaifis utan a

kapott feltluszot steril korilmények kdzott Gvegekbltottik és lefagyasztva taroltuk.

4.8. A vércukorszintek és a plazma inzulinszintek eghatarozasa
Periférias vérmintahoz a retroorbitalis plexusbéttimk vérmintat, majd AccuCheck

vércukorszintméivel (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) migbztuk a
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vérglikoz szinteket. A plazma inzulin szintjeinekeghatarozasdhoz a vérmintakat
lecentrifugaltuk 4°C-on, 10000 g gyorsulast alkatwea 2 percig. A plazma mintakat
0sszegyjtottik és lefagyasztottuk, -70°C-on taroltuk. Madglazma inzulin szintek mérése
radioimmunoesszével (RIA) tortént, kereskedelmi g&omban elérhét kitek

felhasznaldsaval ((RK 400 M, Institute of Isotog@sdapest, Magyarorszag).

4.9. Elhizott, inzulinrezisztensdb/dbegereken és kontroll parjaikon végzett vizsgalatak
Ezen kisérleteinkhez a 2-es tipusu diabétesz ganetgérmodelljét hasznaltuk fel. A
db/db egerekben a 4-es kromoszéman taladlhaté mutaciogaelgp a leptin receptor
expresszidjat. A rikodoképes leptin receptor hidnydban a taplalkozasi ntegnyulik a
homozigota egerekbeml§/dh, és a fokozott taplalékbevitel miatt a 2-es tipdgabéteszre
jellemz elvaltozasok alakulnak ki mar az allatok 8 hetegaka (Sharma és mtsai. 2003).
Ezek az elvaltozasok tovabb progredialnak az 4lkai4 hetes koraig, amely életkorban a

kisérleteinket elvégeztik.

* Egyszeri, nagy dozisu carboplatin hatdsa a pewd®riehérvérsejt szamra és az
abszolut neutrofil szamra, tovdbbé a csoniviinkciora az elhizott, inzulin rezisztens

db/db egerekben és kontroll parjaikban

10 darab elhizott, inzulinrezisztedb/db egér, illetve 10 darab kontroll egyed kapott
egyszeri, nagy dozisu (100 mg/ttkg) carboplatinekajét intraperitonedlisan. Az oltast
koveten, 48 ora elteltével meghataroztuk a perifériaberg a fehérvérsejt szamot és az
abszolut neutrofilek szamat, majd megvizsgaltulemdralis csontvél funkcidjat mindkét
csoportban. Meghataroztuk a csondvebssz-sejtszamat, a GM-CFU progenitor sejtek

gyakorisagat és a csonttdkljes GM-CFU tartalmat.

» Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil hatasai db/db egerekh és kontroll

parjukbdl szarmazo6 csontdanintakon

10-10 db/dh illetve kontroll egér exterminaciojat koven, a csontvét steril
kordlmények kozott eltavolitottuk és minden egykat @sontved szuszpenziojabdl specialis
lagy-gél tenyészeteket készitettlink. A tenyészetekiizsgaltuk alb/dbegerek és a kontroll
egyedek GM-CFU progenitor sejtjeinek citosztatikarmékenységét. A csontéemintakhoz
novekw koncentracidban, 0,1-10 mg/L koncentrcidtartorbanyadtuk hozz4 a carboplatint,
0,001-1 mg/L koncentracioban a doxorubicint ésténif®,001-1 mg/L koncentracioban az 5-

fluorouracilt.
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4.10. Wistar, Goto-Kakizaki és Zucker patkanyokon egzett vizsgalatok:
e Wistar, Goto-Kakizaki és Zucker patkanyok vérképrds jellemzése normal
kordlmeények kdzott

Kisérletinkben 10 darab Wistar, 10 darab elhizotlinrezisztens Zucker és 10 darab
nem-elhizott, de inzulinrezisztens Goto-Kakizakitkpayt dolgoztunk fel. Exterminaciot
koveten steril korulmények kozott eltavolitottuk a femnus a kimosott csontuidol
sejtszuszpenziot készitettiink. Meghataroztuk ateslindssz-sejtszamat, a fagocita sejtek
utanpotlasat biztositd granulocita-makrofag progeok ebfordulasi gyakorisagat és a
csontveb telies GM-CFU tartalmat. A progenitor sejt lagy-gényészeteket fizioldgias

kortlmények kdzott tenyésztettik.

» Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil hatasai GM-CFU progenitor sejtek
koloniaképZz képességre Wistar, Zucker és Goto-Kakizaki patdany

csontveftenyészeteiben

A csontveb steril korilmények kozott torténeltavolitasa utan minden egyes allat
csontved szuszpenziojabdl specidlis lagy-gél tenyészetkkesritettiink. A tenyészetekben
vizsgaltuk a 10 darab Zucker és a 10 darab kontmjled GM-CFU progenitor sejtjeinek
citosztatikum érzékenységeét. A csonévelintdkhoz ndveks koncentracidban, 0,1-10 mg/L
koncentraciétartomanyban adtuk hozza a carbopla@@01-1 mg/L koncentraciéban a
doxorubicint és szintén 0,001-1 mg/L koncentracmnaa 5-fluorouracilt.

Annak tisztazaséra, hogy a Zucker patkdnyok inzukmisztencidja hozzgjarul-e a
csontvebi progenitor sejtek fokozott citosztatikum érzéksdyyehez tovabbi vizsgalatokat
végeztink nem elhizott, de a Zucker patkanyokhogotildan, inzulinrezisztens Goto-
Kakizaki patkanyokkal. 10 darab Goto-Kakizaki és d&rab kontroll egyedih szarmazé
csontveb mintakon vizsgaltuk GM-CFU progenitor sejtjeik asiztatikum érzékenységét.
Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil toxikhatasait vizsgélatuk a korabbiakban leirt

koncentraciétartomanyban, specialis lagy-gél tergtekben.

* Inzulin érzékenység meghatarozas Wistar, ZuckeG@®-Kakizaki patkdnyokban

gyors inzulin érzékenységi teszt alkalmazasaval

Mind a harom patkany csoportban meghataroztuk amlim érzékenységet gyors
inzulin érzékenységi teszt felhasznaldsaval (rapidulin sensitivity test- RIST),
csoportonként 8-8 allaton. Ezeket a vizsgalatokaPRitl Barna egyetemi docens végezte

(Debreceni Egyetem, Farmakolégiai és Farmakoterdptazet). A RIST teszt soran
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meghatarozhaté az, az infuziéban adott glikdz mieédgy amely az euglikémias allapot
fenntartdsdhoz szikséges egy intravénasan bolustheih meghatérozott mennyiség

inzulin ellensulyozasara. A bélusban beadott imzatiasa utan a vércukorszint lecsokken.
A normal allatokban, mivel megfetelaz inzulinérzékenység nagyobb meéitdksz a

vércukorszint-csokkenés. Az inzulinrezisztens é@kban, kisebb lesz a vércukorszint
csokkenés, mert az inzulin nem tudja kifejteni #éasat olyan mértékben. igy a normal
allatokban a kontroll vércukor érték eléréseheb gliikdz mennyiségre van sziikség, mig
az inzulinrezisztens allatokban kevesebb glukéz &ekontroll vércukor eléréséhez és

megtartasahoz.

* Roziglitazon elkezelés hatasa nem-elhizott, de inzulinrezisztenso-Kakizaki

patkanyok inzulinérzékenységére

Kisérletiinkben 8 darab Goto-Kakizaki patkany, viée8 darab Wistar patkany kapott
roziglitazon ebkezelést. Az allatokat 3 mg/ttkg dozisu roziglitamal kezeltiik per os, 14
egymas koveét napon keresztil. Az éezelés végén az allatokat 50 mg/ttkg tiopental
injekcidval elaltattunk, majd elvégeztik rajtuk &SR vizsgalatot, az inzulin érzékenyseég

meghatarozasara.

* Roziglitazon elkezelés hatasa nem-elhizott, de inzulinreziszteno-Kakizaki
patkanyok GM-CFU sejtjeinek citosztatikum érzékégéme
A roziglitazon ebkezelést koveéien az allatokat exterminaltuk és a csoritvel
sejtjeikdl  specialis  lagy-gél tenyészeteket készitettlink, elgek  ugyanolyan
koncentricidtartomanyban tartalmaztak a carboplatioxorubicint, 5-FU-t, mint a korabbi
kisérletekben.

Kisérleteink soran 10 darab nem-elhizott, de imzeliisztens Goto-Kakizaki patkany,
illetve 10 darab kontroll, Wistar patkany kapotlyegzulinérzékenyi szert, roziglitazont, 3
mg/testsuly kilogramm dézisban, per os, 14 egyrkése®s napon keresztil. Az @tezelés
végén az allatokat nagy dézisa (100 mg/ttkg) tisdlemjekcioval exterminaltuk, majd
meghataroztuk a csontéel GM-CFU sejtek citosztatikum eérzékenységét, caldiop
doxorubicin és 5-fluorouracil jelenlétében lagy-dgébloniatenyészetekben. A csontvel
mintakhoz ndvek§ koncentracidban, 0,1-10 mg/L koncentracidtartorbanyadtuk hozza a
carboplatint, 0,001-1 mg/L koncentracibban a dokmint és szintén 0,001-1 mg/L

koncentracioban az 5-fluorouracilt.
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» Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil hatas#Vistar patkanyokbdl szarmazo

csontveftenyészetekben roziglitazodledzelést kbvéen

Vizsgaltuk, hogy a roziglitazon hogyan befolyaaaj GM-CFU sejtek citosztatikum
érzékenységét normal metabolizmusu, kontroll patéinan. 10-10 darab allatot kezeltlink
elé, majd a roziglitazon ékezelés utan az allatokat exterminaltuk, csodtgejtszuszpenziot
készitettiink steril korilmények kozoétt, majd ezdklagy-gél tenyészeteket csinaltunk. A
lagy-gél tenyészetekhez adtuk hozza a citosztatikamn noveké koncentracidban.
Carboplatint 1-10 mg/L koncentraciétartomanybartitst a tenyészetekbe, doxorubicint

0,001-1 mg/L koncentraciéban és szintén 0,001-Lrkghcentracioban az 5-fluorouracilt.

4.11. UD29 anti-proliferativ hatasanak és toxicitédnak vizsgalatain vivo ésin vitro

kisérletekben:
* Leukémias egérmodell

A JY humén B-sejtes limfoid leukémia sejtvonalatiB@gerekbe transzplantélva vivo
kortlmények kozoétt vizsgaltuk a 20 napos 250 mgftk UD29 kezelés hatasait az alabbi
paraméterekre a JY sejttel transzplantalt és atn@mszplantalt csoportokban egyarant.

A femur teljes csontvél tartalmat kimosva meghataroztuk annak teljes asggiimat, majd
specidlis lagy-gél tenyészeteket készitettlink lmypésztési id letelte utdn meghataroztuk a
tumor stem sejtek &ordulasi gyakorisagat és teljes tumor stem sejtalmat, melyet
dsszehasonlitottunk a kontroll, kezelést nem kajtzttok hasonlé adataival.

A SCID egerekBl 4 csoportot képeztiink. Az él®s masodik csoport 10-10 darab
allata vehikulumot (a vehikulum Phosphate BuffeBadine- PBS volt) kapott intravénasan a
leukémids JY sejtek helyett. A masodik csoportajperitonealisan 20 napon keresztil
naponta egyszer 250 mg/ttkg UD29 anyagot, mig s edoport allatai e helyett 0,3 ml
vivéanyagot, azaz PBS puffer oldatot kaptak.

A 3. és 4. csoport 10-10 darab SCID egereit trdastfituk JY tumor sejtekkel az
elébb leirtak szerint. Ezekben az immundeficiens ddeme kifejlbdott a human B-sejtes
leukémia. A kontrollként alkalmazott 3. csoportban allatokat a vizsgalati anyag helyett
PBS-sel kezeltik. A 4. csoport egerei naponta kdtezelve intraperitonealisan 250 mg/ttkg
UD29 anyaggal. Az 6sszes kezelt allat ugyanannyodéti anyagot kapott a kezelések
soran. 10 kezelés utan tortént meg az allatok basaadlletve a tovabbi vizsgalatok.

Az el két csoportba tartoz0 egereken vizsgaltuk a vegyhlatasat a normal

hemopoetikus sejtek koloniaképképességére. Mivel ezeknek az allatoknak nemnibmég
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a megbetegitése tumor sejtekkel, igy lébé&g nyilt a mononukleotid hatasat in vivo vizsgalni
egészséges csontied.

1. tAblazat: SCID egerek kezelésének menete kontroll és kegefiortokban

intravénas intraperitonealis
kezelés kezelés

1. csoport vehikulum PBS
(n=10)

2. csoport vehikulum 250mg/ttkg UD29
(n=10)

3. csoport %10 JY PBS
(n=10)

4. csoport 2x10 JY 250mg/ttkg UD29
(n=10)

A kezelés végén az allatokat extermindltuk és abosontot steril korilmények kozott
eltavolitottuk. A femur teljes csontveltartalmat kimosva meghataroztuk annak teljes
sejttartalmat. A korabban leirtak szerint lagy-¢ghyészeteket készitettiink a csorivel
sejtszuszpenzidbdl. Majd a tenyésztéd letelte utan meghataroztuk a tumor stem sejtek
eléfordulasi gyakorisagat és teljes tumor stem sejalmat, melyet 6sszehasonlitottunk a
kontroll, kezelést nem kapott allatok hasonlé agtataMeghataroztuk az UD29 @ezelést
koveten, a mononukleotid hatasat a csortivéssz-sejtszamra, a GM-CFU koloniaszamra és
a teljes GM-CFU tartalomra SCID egerek csoritvehyészetiben a JY sejttel transzplantalt
€s nem transzplantalt csoportokban.

* UD29 mononukleotid antiproliferativ hatasanak viasga human B-sejtes leukémia,

JY sejtvonalon

A JY sejttenyészeth 1x10%ml sejtszam felhasznalasaval készitettiink lagy-gél
tenyészeteket. Mivel leukémia sejtvonalrol van sx@gén koldniastimulalé faktort nem
adtunk a tenyészetekhez. A tenyészeteket 14 nagighbdltuk 5%-0s C@atmoszféraban
telitett vizgz mellett. A tenyésztés sordn a vizsgalati anyaglleed koncentracidsorat

alkalmaztuk. A vizsgalati anyag adott koncentratiojartalmazo tenyészeteib 3-3

parhuzamos tenyészetet inditottunk. A tenyésztiésiatelte utan a vizsgalati anyagot nem
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tartalmaz6 kontroll tenyészetek koloniaszamat 10@86- véve, ehhez viszonyitjuk a
vizsgélati anyag jelenlétébenithkolonidk szamat.

e UD29 hatdsai a normal granulocita-makrofag sejtpldmid koléniaképi
képességére egészséges, human csémewvslészetekben

Az egészséges emberékinyert human csontvéintakat a korabban leirtak szerint
szeparaltuk és a mononuklearis sejtfrakciobdl, gntaitalmazza a GM-CFU progenitor
sejteket is lagy-gél sejttenyészeteket készitettHnkk a tenyészetek tartalmaztak a vizsgalati
anyagot 3-300 uM koncentraciéban. A vizsgélati gngalott koncentracidjat tartalmazé
tenyészetekll 3-3 parhuzamos tenyészetet inditottunk. A tengdszidd letelte utan a
vizsgalati anyagot nem tartalmazé kontroll tenyész&oloniaszamat 100%-nak véve, ehhez

viszonyitjuk a vizsgalati anyag jelenlétébéitt kkolonidk szamat.

* UDZ29 hatdsa a GM-CFU progenitor sejtek koloniakégzé elhizott, inzulinrezisztens

db/db egerek csontvitenyészeteiben

10-10 db/dh illetve kontroll egér exterminaciojat koven, a csontvét steril
kordlmények kozott eltavolitottuk és minden egykat @sontved szuszpenziojabdl specialis
lagy-gél tenyészeteket készitettlink. A tenyészetekiizsgaltuk alb/dbegerek és a kontroll
egyedek GM-CFU progenitor sejtjeinek koldniak&pképességét UD29 mononukleotid
jelenlétében koncentraciéba. A csonévehintakhoz ndvek& koncentraciéban, 3-300 uM

koncentraciétartomanyban adtuk hozza a vizsgakhgoty

4.12. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai analizist GraphPad Prism szoftvewedeztik (GraphPad Software Inc, La
Jolla, CA, USA). Egyes kisérleteinkben az egyedirektdl kapott adatokat hasznaltuk a
statisztikai analizishez. A statisztikai analizisératlan t-proba alapjan végeztik. A

kllonbségeket statisztikailag szignifikAnsnak tedilik, ha P<0,05.

A tovabbiakban az egyedi patkanyokbdl kapott adatblasznaltuk a statisztikai analizishez.
ANOVA analizis utan, ha a csoportok adatai sziggaifis inhomogenitast mutattak, a
statisztikai analizist a Bonferroni-féle modositatteszt alapjan folytattuk, mely tdbb
csoportot egyszerre analizal egymashoz képest. Aonk&égeket statisztikailag
szignifikansnak tekintettiik, ha P<0,05.

A koncentracié-hatds adatokra GraphPad Prism saoftiv 4-paraméteres logisztikus-

variable slope gorbéket illesztettiink.
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5. EREDMENYEK

5.1. Db/db eqgereken véqzett vizsgalatok eredményei:

5.1.1. A testsuly, a vércukorszint és a plazma inkno szintjeinek 6sszehasonlitasa
elhizott, inzulinrezisztens db/db egerekben és kol parjaikban

A leptin rezisztensdb/db egerek a 2-es tipusu cukorbetegség relevans iiinete
mutattak. Szignifikdnsan nagyobb testsulylak voltekvabba hiperglikémia és inzulin
rezisztencia jellemeztéket a kontroll egyedekhez képest (1a. és b. abr&pntroll egerek
leptin receptort expresszalnak, aminek kovetkeztébmmmal testsuly és egészséges glikoz

metabolizmus jellemzéket. Ezek az egerek hasznalhatéak voltak a kisérldien normal,
nem-diabetikus kontrollként.
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1. &bra: A testsuly (a) és a vér glikéz szintjeinek, valanairplazma inzulin szintjeinek (b)
0sszehasonlitdsa 12 hetes elhizott, diabetlkidb egerek és a kontroll parjaik kozoétt (n=10

valamennyi csoportban). Az adatok atlag+tSEM formakennak feltintetve. ***P<0.001
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5.1.2. A csontvdi cellularitds és a GM-CFU koléniaszam 6sszehasotéiga elhizott,
inzulinrezisztens db/db egerekben és kontroll parjaikban normal tenyésztésfeltételek
kozott

A csontveb funkcidja meghatarozhaté a femoralis csoréividsz-sejttartalmaval és a
GM-CFU progenitor sejtek koldéniaszamaval. Mindkérgméter érzékeny a csontite€ro
karosodasokkal szemben, csokkenésik informativatatiaua myelotoxicitas mértékét. A
csontveb Ossz-sejtszama, azaz a cellularitas megadhatéomtved sejtszamanak és a
sejtszuszpenzid térfogatanak szorzataként. Kisérletsoran megallapitottuk, hogy nincs
kilénbség a csontuelcellularitasdban az obez, inzulinreziszteitgdb egerek és kontroll
pérjaik kdzott (2. abra).

A csontvebben a granulocita-makrofag progenitorok gyakorisagspecialis lagy-gél
tenyészetekben tudtuk vizsgalni. A teny8stéptalaj a novekedési faktorokkal egyutt
eléseqiti a sejtszuszpenzidobdl a GM-CFU sejtek pndifelasat és a specialis fél-folyékony
tenyészd kozeg, pedig Osszetartja a progenitor sejteketeanyisejtjeikkel egyutt. A
tenyésztési ié elteltével inverz mikroszkop alatt megszamoltukM-CFU progenitor sejtek
kol6nidinak szamat. Ez az adat arra utal, hogyddtdte 1F-en csontved sejtl mennyi volt
granulocita-makrofag progenitor sejt. Eredményemlkpjan a két egér térzsben nincs
kilénbség a GM-CFU progenitorok szamaban normaléertési feltételek kdzott (2. abra).

Latszélag a vérképzés ép, nem sérllt az elhinat)inrezisztenslb/dbegerekben.
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2. abra: A csontveb 0ssz-sejtszama és granulocita-makrofag koloniagz@aM-CFU) a
kontroll és az elhizott, inzulinreziszterdb/db egerek csoportjaban normal tenyésztési
feltételek kozott (n=10 valamennyi csoportban). @datok atlag+tSEM formaban vannak

feltiintetve.
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5.1.3. A csontvdli cellularitds, a GM-CFU koldniaszam és a teljes faoralis GM-CFU
tartalom db/db egerekben és kontroll parjaikban egyszeri, nagy disa carboplatin

beadasa utan

Egyszeri, nagy doézisu (100 mg/ttkg) carboplatirad#saval idéztink &lsulyos
csontvebkarosodast db/dbegerekben és a kontroll csoportban. Vizsgaltugyraz elhizott,
inzulinrezisztensdb/db egerek fogékonyabbak-e a carboplatin csofik&bsité hatasara a
kontroll parjaikhoz képest. Eredmeényeink alapjangati@pithaté, hogy a 100 mg/ttkg
carboplatin dézis mindkét csoportban karositottaantvebi funkcidkat, azonban az elhizott,
inzulinrezisztensib/db egerekben nagyobb volt a csontvkhrosodasanak mértéke. Mind a
cellularitas (3/a. abra), mind a GM-CFU kol6niasz@tb. abra) és a teljes femoralis GM-
CFU tartalom (3/c. abra) is szignifikAnsan alacsdiy a db/db egerek csoportjaban
0sszehasonlitva a kontroll csoporttal, ennek k@aatben alb/dbegerekben a csontvelek
alacsonyabb a regeneracios képessége, hogy hétgeed funkcidit a carboplatin okozta
karosodast kovéen. Mindez arra utal, hogy a carboplatin sulyosednnsodast idézett@h
db/db egerek csontvéi tenyészeteiben, mint a kontroll csoport mintaibaz elhizott,
inzulinrezisztens allatok fogékonyabbnak bizonyltaz in vivo beadott citosztatikum

csontvebkarositd hatasaira.
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3. &bra: A csontveb 6ssz-sejtszama (a), granulocita-makrofag kol6aiase (GM-CFU) (b)

és a teljes GM-tartalma (c) a kontroll és az elthjzinzulinrezisztensdb/db egerek
csoportjaban carboplatin beadasa nélkil, tovablgazeg, nagy dozisu carboplatin beadasa
utdn (n=10 valamennyi csoportban) Az adatok atl&d#Sformaban vannak feltiintetve.
***P<0.001)
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5.1.4. A fehérvérsejtszam és az abszollut neutroptskzam valtozasa a periférias vérben
egyszeri, nagy doézisu carboplatin beadasa utab/dbegerekben és kontroll parjaikban

A 100 mg/ttkg d6zisban beadott carboplatin injekaidn 48 6raval meghatarozva a
periféerias vérben a fehérvérsejtszamot, azt tapliskf hogy a fehérvérsejtszam
szignifikansan lecsokkent db/db egerek csoportjaban a kontroll allatokhoz képest,a
csokkenés etsorban a periférids vérben keréngeutrofil granulocitak pusztulasat jelentette
(4/a. 4bra). Az abszolat neutrofil szam a carbapliaezelést kovéen kétszer olyan magas
volt a kontroll egerekben, mint az elhizott, didket db/db egerekben (1,35+0,09 x¥D),
mik6zben a carboplatin kezelést nem kapott kontstiporthoz képest nem volt kimutathaté

szignifikans kulonbség a kontroll csoportban a oplétin beadasa utan 48 oraval (4/b. 4bra).
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4. dbra: A fehérvérsejtszam (a) és az abszolut neutrofiins(td) valtozasa a vehikulum-kezelt
kontroll csoportban, illetve a 100 mg/kg carbopiatil kezelt kontroll, ésdb/db egér
csoportokban a kezelést koteh 48 oraval. (n=10 valamennyi csoportban) Az ddato
atlagxSEM formaban vannak feltiintetve. *P<0.0¥%£<0.001)
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5.1.5. In vitro a csontvebi granulocita-makofag progenitor sejtek (GM-CFU)
citosztatikum érzékenysége elhizotib/dbegerekben és kontroll parjaikban

A két eger torzstl szarmazd csontvél sejtekldl specialis lagy-gél tenyészeteket
készitettlink, ezekhez a tenyészetekhez adtuk hezzdilonb6d hatdsmechanizmusu
citosztatikumokat, név szerint carboplatint, doxucint és 5-fluorouracilt novekv
koncentraciéban. Ezéltal a citosztatikumok kozvethatasait tudtuk vizsgalni a csontyvel
GM-CFU progenitor sejt populaciojara.

A carboplatin cstkkentette a GM-CFU progenitortedejkoloniaképé képességét
mind az elhizott, inzulinrezisztemb/db egerek, mind a kontroll parjaik esetében. Azonban
0sszehasonlitva a kontroll csoporttal a GM-CFU ki@ézam cstkkenés szignifikansan
magasabb db/dbegerek esetében (5/a. dbra). Ezeknek az egerek@dK-CFU progenitor
sejtjei erzékenyebbek voltak a carboplatin toxikatisaira.

A doxorubicin szintén cstkkentette a koloniakégepességét mind a kontroll, mind
az elhizott, inzulinrezisztens egyedek GM-CFU pniigeainak. Azonban ebben az esetben is
a db/db egerek esetében szignifikansan nagyobb volt anied@am csokkenés a kontroll
egyedekhez képest (5/b. abra) Az obez, inzulinzeais egerek csontvel GM-CFU
progenitor sejtjei érzékenyebbek voltak a doxornmdk@rositd hatasaira.

A masik két citosztatikumhoz hasonléan, 5-fluoemir hatdséra is csokkent a GM-
CFU kolbéniaszam a kontroll ésdh/dbegerek csontvéltenyészeteiben. Azonban a GM-CFU
koloniaszam csokkenés szignifikhnsan magasabb azmlelhizott, inzulinrezisztens egerek
esetében, dsszehasonlitva a kontroll csopofitat (5/c. abra). Adb/db egerek GM-CFU
progenitorai érzékenyebbek voltak az 5-FU myeldtosihatasaira.
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szazalékdban &abrazolaz elhizott,

inzulinrezisztenglb/db egerek csoportjaban és a kontroll parjaikbanngészetek névekyv

koncentraciéban tartalmaztak carboplatint (a), doliint (b) és 5-fluorouracilt (c) (n=10

valamennyi csoportban) Az adatok atlag+tSEM formakannak feltintetve.**P<0.01 és

***P<0.001).
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5.2. A harom killonbd# patkanytdrzson végzett vizsgalatok eredménvyei:

5.2.1. A csontvdl funkcidi a kontroll Wistar, az elhizott, inzulinrezisztens Zucker, nem

elhizott, de inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkayokban normal tenyésztési feltételek
kozott, citosztatikumok jelenléte nélkul

A csontveb karosodas mértékét a femoralis csortiveljes cellularitasanak és a GM-
CFU progenitor sejtek koloniaszamanak valtozasaatjaut Az allatok exterminaciojat
koveen, a csontvél kimosdsa utan elkészitettik a csordvetuszpenzidkat. A femoralis
0ssz-sejtszamot, a sejtszuszpenzidban megszanjisitése €s a szuszpenzid térfogatanak
szorzataként adjuk meg. Ez a paraméter a Wist@opta-Kakizaki €s a Zucker patkanyok
esetében sem mutatott kiilonbséget (6. abra).

A GM-CFU progenitorok kol6niaszamanak valtozasapectlis lagy-gél
tenyészetekben vizsgaltuk. A tenyészetekben a keeje fiziologias feltételeket
biztositottunk. A kontroll Wistar, az elhizott, wimrezisztens Zucker és a nem-elhizott, de
inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyok mintaib@e@m mutattunk ki kilonbséget a GM-
CFU progenitorok kol6niaszamat tekintve normal tmpyési feltételek kozott (6. abra).
Latszélag a hemopoézis ép az obez, inzulinreziszt€ncker és a nem-elhizott,

inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyokban figigids korulmeények kozott.
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6. abra: A csontveb 0ssz-sejtszama és granulocita-makrofag koloniagz@aM-CFU) a
kontroll Wistar, az elhizott, inzulinrezisztens Kac és a nem-elhizott, inzulinrezisztens
Goto-Kakizaki patkanyok csoportjaban normal teni@sAeltételek kozott (n=10 valamennyi
csoportban). Az adatok atlag+tSEM formaban vannhilrfestve.
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5.2.2. In vitro a csontvebi granulocita-makrofag progenitor sejtek (GM-CFU)
citosztatikum érzékenysége elhizott, inzulinrezisehs Zucker és a kontroll, Wistar
patkanyokban

A két kulonbosd patkany torzsl szarmazd csontvélsejtekldl specialis lagy-gél
tenyészeteket készitettiink, ezekhez a tenyészeteldmtuk hozza a kilonbéz
hatdsmechanizmusu citosztatikumokat, név szerintbopéatint, doxorubicint és 5-
fluorouracilt ndéveké koncentracidban. Ezaltal a citosztatikumok kdzarethatdsait tudtuk
vizsgalni a csontvélGM-CFU progenitor sejt populacidjara.

A carboplatin dozisfugien csokkentette a GM-CFU progenitor sejtek kolOépaix
képességét mind az elhizott, inzulinrezisztens &ucgatkanyokban, mind a kontroll
parjaikban. Azonban 6sszehasonlitva a kontroll adtad a GM-CFU koléniaszam cstkkenés
szignifikansan magasabb a Zucker patkdnyok ese{@b@ndbra). Ezeknek a patkanyoknak a
GM-CFU progenitor sejtjei érzékenyebbek voltak dboglatin myelotoxikus hatasaira.

A doxorubicin szintén csokkentette a koloniakepepességét dozisfuggn, mind a
Wistar, mind az elhizott, inzulinrezisztens egye@M-CFU progenitor sejtjeinek. Azonban
ebben az esetben is a Zucker patkanyok esetélgmifi@nsan nagyobb volt a koloniaszam
csokkenés a kontroll csoport egyedeihez képest ébita) Az obez, inzulinrezisztens Zucker
patkanyok csontvél GM-CFU progenitor sejtjei érzékenyebbek voltak daxorubicin
karosito hatésaira.

A maésik két citosztatikumhoz hasonloan, 5-fluoemilr hatasara is dozisfugen
csokkent a GM-CFU koldniaszam a kontroll és a Zugeatkanyok csontvéltenyészeteiben.
Azonban a GM-CFU koloniaszam csokkenés szignifisansnagasabb volt az elhizott,
inzulinrezisztens patkanyok esetében, 6sszehasmrditkontroll csoporttal (7/c. abra). A
Zucker patkdnyok GM-CFU progenitor sejtjei érzélayek voltak az 5-FU myelotoxikus
hatasaira.
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7. abra: GM-CFU koloniaszam a kontroll szazalékaban abrarolaz elhizott,

inzulinrezisztens Zucker patkanyok és a kontrollistaf patkanyok csoportjdban, a

tenyészetek ndvekvkoncentracidban tartalmaztak carboplatint (a),cdokicint (b) és 5-

fluorouracilt (c) (n=10 valamennyi csoportban). Adatok atlagtSEM formaban vannak

feltiintetve.***P<0.001



5.2.3. Inzulinérzékenység meghatarozas Wistar, Go#gakizaki és Zucker patkanyokban

Osszehasonlitottuk az elhizott, inzulinrezisztBasker patkanyok és a nem-elhizott,
de inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyok RISfAdex értékét a kontroll, Wistar
patkanyokéval. A gyors inzulinérzékenység vizsg&latan az allatok boélusban kaptak
inzulint, majd gluikozt. A teszt sordn egy kontrekrcukor értéket kell bedllitani és a
proceddra sordn mérjuk, hogy mennyi glikéz sziuksége kontroll vércukor érték
fenntartasahoz.

Normal esetben (megfetelinzulinérzékenység) tobb glikoz kell a vércukorékér
megtartdsahoz, igy magasabb oszlopot kapunk, mealsztens Aallatoknal, pedig
alacsonyabb oszlopot fogunk kapni, mert kisebb kedxeadott glikéz mennyisége. Ennek
megfeleben az alabbi abrak mutatjak, hogy a Wistar patkémylképes a Zucker
patkanyoknal alacsonyabb oszlopot kapunk, ami asdkkinzulinérzékenységre utal,
szignifikansan alacsonyabb az inzulinérzékenységidkntroll allatokhoz képest (8/a. abra).
A Goto-Kakizaki patkdnyok esetében szintén szigaifsan alacsonyabb a RIST értékeket

kaptunk, ami az esetikben is cstkkent inzulinénzgkégre utal (8/b. abra).
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8. abra: Gyors inzulinérzékenységi teszttel (RIST) meghatadito inzulinérzékenység a
Zucker és a Goto-Kakizaki patkanyokban tsszehdsand kontroll, Wistar patkanyokkal
(n=8 valamennyi csoportban). Az adatok atlag+tSENhftban vannak feltiintetve.*P<0.05
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5.2.4. In vitro a csontvedi granulocita-makrofag progenitor sejtek (GM-CFU)
citosztatikum érzékenysége nem-elhizott, de inzuliezisztens Goto-Kakizaki és a

kontroll, Wistar patkanyokban

A carboplatin dozisfugien cstkkentette a GM-CFU progenitor sejtek kolO@ypes
képességét a nem-elhizott, de inzulinreziszten®-&akizaki patkanyokban, és a kontroll,
Wistar patkdnyokban is. Azonban a kontroll csopmrttképest a GM-CFU koléniaszdm
csokkenés szignifikansan magasabb a Goto-Kakizkapyok esetében (9/a. abra). Ezeknek
a patkanyoknak a GM-CFU progenitor sejtiei érzélednek voltak a carboplatin
myelotoxikus hatésaira.

A doxorubicin szintén dézisfuggn csokkentette a kol6niaképképességét, mind a
Wistar, mind a normal testsulyd, de inzulinreziestegyedek GM-CFU progenitor sejtjeinek.
Azonban ebben az esetben is a Goto-Kakizaki patéangsontved tenyészeteiben
szignifikansan nagyobb volt a koloniaszdm csokkeaékontroll csoport eredményeihez
képest (9/b. abra). A nem-obez, inzulinrezisztensodKakizaki patkanyok csontv@l GM-
CFU progenitor sejtjei érzékenyebbek voltak a dokarin karosité hatasaira.

A masik két citosztatikumhoz hasonléan, 5-fluoemilr hatasara is dozisfugen
csokkent a GM-CFU koloniaszam a kontroll és a Qtaiizaki patkdnyok csontvél
tenyészeteiben. Azonban a GM-CFU kol6niaszam csiilkszignifikansan magasabb volt a
nem-elhizott, de inzulinrezisztens patkanyok esstélbisszehasonlitva a kontroll csoporttal
(9/c. abra). A Goto-Kakizaki patkanyok GM-CFU prager sejtjei, hasonléan a Zucker
patkanyokhoz, érzékenyebbek voltak az 5-FU myelktsxhatasaira.
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9. abra: GM-CFU koloniaszam a kontroll szazalékaban abraz@vnormal testsulyu, de

inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyok és a kalht Wistar patkanyok csoportjaban, a

tenyészetek ndvekvkoncentracidban tartalmaztak carboplatint (a),cdokicint (b) és 5-

fluorouracilt (c) (n=10 valamennyi csoportban). Adatok atlagtSEM formaban vannak
feltintetve. **P<0.01, ***P<0.001
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5.2.5. Roziglitazon dlkezelés hatasa a Goto-Kakizaki patkanyok inzulinérzkenységére

A Goto-Kakizaki patkanyokat &kezeltik 14 napig, per os 3 mg/ttkg
inzulinérzékenyit szerrel, a roziglitazonnal. Az &dezelést kovéien meghataroztuk az
inzulinérzékenységet gyors inzulinérzékenyseégi tteszaz ebkezelt, a kezeletlen Goto-
Kakizaki és a Wistar patkdnyokban. Eredményeink ramtatjdk, hogy a roziglitazonnal
tortént ebkezelést kovéten megitt az inzulinérzékenység azékezelt csoportokban, az
elokezelt allatok inzulinérzékenysége majdnem el&omatroll csoportét. Mig a kezelést nem
kapott Goto-Kakizaki patkanyokban szignifikansamcabnyabb az inzulinérzékenység a

Wistar és a roziglitazon &tezelt csoportokhoz képest.
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10. &bra: Gyors inzulinérzékenységi teszttel (RIST) meghatditoinzulinérzékenység a
Wistar és a roziglitazonnal nem kezelt, illetvenaiglitazon ebkezelést kapott Goto-Kakizaki
patkanyokban (n=8 valamennyi csoportban). Az adaftlag+tSEM formaban vannak

feltiintetve *P<0.05

5.2.6. In vitro a csontvebi granulocita-makrofag progenitor sejtek (GM-CFU)
citosztatikum érzékenysége Goto-Kakizaki és rozighzonnal ebkezelt Goto-Kakizaki

patkanyokban

Az elokezelt csoportokban csdkkent a GM-CFU progenitgtekeérzékenysége a
carboplatinnal (11/a. abra), a doxorubicinnel (1Bbra) és az 5-fluroruracillal (11/c. abra)
szemben. Roziglitazon @ezelés utan a GM-CFU progenitor sejtek megnovekede
életképességét mutattuk azékadzelt csoportokban dsszehasonlitva a kezeletleto-Go
Kakizaki patkanyokkal. A roziglitazon @Hezelést kovéen rdtt az allatok
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inzulinérzékenysége, amivel parhuzamosan csokkéenaralis GM-CFU progenitor sejtek

érzékenysége a citosztatikumok csordtvélrosité hatasaival szemben. Az alkalmazott

citosztatikumok dézis-hatas gorbéi eltolédtak anmartartomany felé.
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11. abra: GM-CFU koloniaszam a kontroll szazalékaban &abrazodv roziglitazonnal

elokezelt Goto-Kakizaki és a kezeletlen Goto-Kakizakikanyok csoportjaban, a tenyészetek

ndvekw koncentracidéban tartalmaztak carboplatint (a),odokicint (b) és 5-fluorouracilt (c)

(n=10 valamennyi csoportban). Az adatok atlagtSBNnfiban vannak feltiintetve *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001).
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5.2.7. In vitro a csontvedi granulocita-makrofag progenitor sejtek (GM-CFU)
citosztatikum érzékenysége kezeletlen Wistar és rgfitazonnal elékezelt Wistar
patkanyokban

A roziglitazon ebkezelést kovéen kissé emelkedett a GM-CFU kol6niaszam a
specidlis lagy-gél tenyészeteinkben, amelyek a btmakban leirt koncentraciéban
tartalmaztak a carboplatint, a doxorubicint és d@&Jst. Tehat, kimutathatd volt egy enyhe
emelkedés a progenitor sejtek koloniakiépépességében a citosztatikumokkal szemben, de
ezek a legtobb koncentraciépontban nem voltak gifgnsak (12/a, b, c. abra). Ezek az
eredmények megegyeznek munkacsoportunk korabbiigyetdseivel, amikor nem tudtunk
kimutatni a roziglitazonnak és az inzulinnak sZigg@ins hatasait egészséges csorecb

napos dikezelést koveéien (Benk és mtsai. 2003; Djazayeri és mtsai. 2005).
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12. abra: GM-CFU koloniaszam a kontroll szazalékaban &abrazodv roziglitazonnal
elokezelt Wistar és a kezeletlen Wistar patkanyok codgban, a tenyészetek novékv
koncentraciéban tartalmaztak carboplatint (a), doliint (b) és 5-fluorouracilt (c) (n=10
valamennyi csoportban). Az adatok &tlag+tSEM formahannak feltiintetve *P<0.05,
**P<0.01)
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5.3. UD29 mononukleotiddal véqgzett vizsgalatok eredényei:

5.3.1. Az UD29 mononukleotid hatasa vitro JY sejtvonal stem sejtjeinek koloniaképé

képességére

In vitro sejttenyészetekben vizsgaltuk a mononuidedatasait a human B-sejtes
limfoid leukémiat reprezentald JY sejtek koloniak@&pépességére. Az UD29 mononukleotid
dozisfuggen csokkentette a JY leukémia stem sejtek kolopké képességét.
Meghataroztuk a koloniaképdes 50%-0s gatld koncentracio értékét, amidly77 uM-nal

volt (13. abra). 125+
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13. &bra: A JY (B-sejtes limfoid leukémia) sejtek koloniaképZépessége UD29
jelenlétében.In vitro a tenyészetek 1-300 uM koncentracié tartomanylaaraltnaztdk a
vizsgélati anyagot. Az adatok atlag+SEM formabamnek feltlintetve.

5.3.2. Az UD29 mononukleotid hatasan vitro egészséges human GM-CFU progenitor

sejtek koloniaképa képességére

A mononuklearis csontu&l sejteket tartalmazé tenyészetekhez a vizsgalatagn
emelked koncentrcidit adtuk. A két hetes tenyésztésilételte utdn meghataroztuk a &in
koloniak szamat a koncentraciok fuggvényéeben. Aydsmeteket 3-300 UM koncentracio
tartomanyban kezeltUk a vizsgalt vegyulettel. A sgalati anyag még 6Qg/ml-es
koncentracibban sem gatolta jel&ntmértékben a granulocita-makrofag progenitor kejte
koléniaképsdését (koloniaszdm>85%). Meghataroztuk a kolonizbegs 50%-0s gatld
koncentracié értékét, amely 156 uM-nal volt (14a3b

52



1254

1004 u

\I
T

GM-CFU koléniaszam
(6]
o
[

a kontrolhoz viszonyitva (%)

N
g

o
L

-

1 10 100 1000
uM
14. abra: Az egészséges, human csoniveGM-CFU progenitor sejtek koldniaképz
képessége UD29 jelenlétébdn.vitro a tenyészetek 1-300 uM koncentracioé tartomanyban

tartalmaztak a vizsgalati anyagot. Az adatok atkte formaban vannak feltiintetve.

5.3.3. Az UD29 mononukleotid hatasan vivo SCID egerekben megtapadt JY leukémia

sejtvonal koloniakép® képességére

5.3.3.1. UD29 hatasa a femoralis csoni#ebssz-sejttartalmara JY tumor sejttel

transzplantalt és JY-sejttel nem transzplantalt $Cégerekben

In vivo SCID egerekben a JY sejttel transzplantalt csogben az UD29 szignifikAnsan
csokkentette a tumor sejtekkel elédrasztott csobitvisdsz-sejttartalmat, azaz csokkent a
cellularitas a kezeletlen csoporthoz viszonyitveéb/dl abra). Ezzel szemben a JY
sejttranszplantaciot nem kapott csoportban nemkesiika csontvél 6ssz-sejtszama az UD29

kezelést kapott csoportokban, dsszehasonlitvaeldten csoporttal (15/b. abra).
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15. abra: JY tumor sejttel transzplantalt SCID egerek cseljgének 0ssz-tumor stem sejt
tartalma a kezelt és kontroll csoportokban (a).tdsor sejttel nem transzplantalt SCID
egerek femoralis 6ssz-sejttartalma kezeletlen é29umnononukleotiddal kezelt csoportokban
(b) (n=10 valamennyi csoportban) Az adatok atlag¥Stbrmaban vannak feltiintetve.
***P<0.001

5.3.3.2. UD29 hatasa a leukémia stem sejtel¢f@idulasi gyakorisagara, JY-sejttel
transzplantalt SCID egerekben, és a JY sejtet neapdt csoportok normal GM-CFU

koldniaszamara

Az UD29 ebkezelést kdveéien a csontvében a leukémia stem sejt kolGniaszam nem
csokkent a kontroll csoporthoz képest, ami arrd, tizgy az UD29 nem kizérdlag a tumor
sejtpopulacio stem sejtjeit, hanem a tumor tobigtipasat is pusztitia (16/a. abra). A JY
tumor sejttel nem transzplantalt csoportokban a2@Bbkezelést kbvéien nem csokkent

szignifikansan a GM-CFU koloniaszam, a kezeletwwporthoz viszonyitva (16/b. &bra).
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16. abra: JY tumor sejttel transzplantalt SCID egerek cseldjgben a stem sejt koldniaszam
a kezelt és kezeletlen csoportokban (a)tuhor sejttel nem transzplantalt SCID egerekben a
GM-CFU progenitor sejtek koldniaszama az UD29 makésotiddal kezelt és kezeletlen
csoportokban (b) (n=10 valamennyi csoportban). datek atlag+tSEM formaban vannak
feltiintetve.

5.3.3.3. UD29 hatadsa a femoralis csoni#eleljes leukémia stem sejt tartalmara és a
csontved GM-CFU tartalméra a JY tumor sejttel nem transzpitélt SCID egerekben

Osszehasonlitva a kontroll csoporttal, a vizsgalatiyaggal kezelt csoportban
szignifikansan csokkent az dssz-tumor stem sdpiltan és kovetkezésképpen a leukémias
sejtpopulacio (17/a. abra). Ezzel szemben a J¥ekagm transzplantélt csoportokban a teljes
femoralis GM-CFU tartalom nem csokkent szignifikéamsa kezelt csoportban a kontrollhoz

viszonyitva (17/b. 4bra).
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17. abra: JY tumorsejttel transzplantalt SCID egerek csdidfében a teljes stem sejt
tartalom a kezelt és kezeletlen csoportokban (a}uhYor sejttel nem transzplantalt SCID
egerekben a telles GM-CFU tartalom az UD29 monailddal kezelt és kezeletlen
csoportokban (b) (n=10 valamennyi csoportban). datek atlag+tSEM formaban vannak
feltintetve. *P<0.05

5.3.4. In vitro UD29 mononukleotid hatasa a csonliiegranulocita-makrofag progenitor
sejtek (GM-CFU) koloniakép# képességeére elhizott, inzulinrezisztens db/db edween és
kontroll parjaikban

Az UD29 mononukleotidh vitro lagy-gél tenyészetekben dozisfidgg csokkentette a
GM-CFU koléniaszamot, mind db/db egerek, mind a kontroll parjaik tenyészeteiben. A
koléniaszam csokkenés szignifikansan nagyobb vbltelhizott, inzulinrezisztens egerek
esetén, mint a kontroll csoportban. Viszont Osszehiiva a korabban vizsgélt
carboplatinnal, doxorubicinnel és 5-fluorouracilldathaté, hogy az UD29 esetében a
koloniaképzés 50%-0s gatlo koncentracid értékedgagen magasabb volt a kontroll és a
db/dbegerek tenyészeteiben egyarant (2. tablazat)z#éguait anyag tehat kevésbé karositja a
GM-CFU progenitor sejteket, mint a carboplatin, diabicin és 5-fluorouracil.
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18. abra: Elhizott, inzulin rezisztendb/dbegerek és kontroll parjaik csontétdnyészeteiben

a GM-CFU progenitor sejtek koloniakdépzképessége UD29 jelenlétébem vitro a

tenyészetek 1-300 puM koncentracié tartomanybaraltasiztak a vizsgalati anyagoAz
adatok atlagzSEM formaban vannak feltiintetve. *B§0**P<0.01

2. tabldzat: A GM-CFU koldniaképédés 50%-0s gatlé koncentracio értékei, carboplatin,

doxorubicin, 5-fluorouracil vagy 4-tio-uridin-moradzfat jelenlétében a kontroll és az

elhizott, inzulinrezisztendb/dbegerek csoportjaban.

IC50 (uUM) IC50 (uUM)
kontroll egerek csoportja db/dbegerek csoportja
carboplatin 2,22 0,46
doxorubicin 0,0082 0,0018
5-fluorouracil 0,03 0,015
4-tio-uridin-monofoszfat 33,82 11,73
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6. MEGBESZELES

Napjainkban az elhizas ,jarvanysien” terjed, a helytelen taplalkozas, a mozgasszegén
életmdd és a kronikus stressz kdvetkeztében. Aizadbn és a hozza gyakran tarsuld inzulin
rezisztencian alapulé koérallapotok ugy, mint a 2tgsisu diabétesz és a metabolikus
szindréma, sulyos egészségugyi problémat jelenteitdedszerte.

Mivel az elhizas t6bb rosszindulati megbetegedésijamosit, igy a tulsullyal
rendelkedk aranya a daganatos betegek kdzott eg§rérprogndzis sok esetben rosszabb a
magas testtomeg index-szel rendetkbetegek kdrében (McTiernan és mtsai. 2003). Az obe
meghatarozasahoz a testfelszin és a BMI egyarantbdo A testfelszin bar altaldban jo
0sszefliggést mutat a clearance-szel, azonbafsoetmn elhizott betegekben mar nem
elegend a gyogyszerek terapias plazmakoncentraciéjanalithsahoz (Canal és mtsai.
1998). Tobben arra a kovetkeztetésre jutottak, hsglszor aluldozirozzak a talsulyos
embereket, ami a terapia elégtelensége réven wegsabb mortalitashoz (Griggs és mtsai.
2005).

Ugyanakkor az is elképzelliethogy az obezitassal egyiitt jar6 szamtalan patdog
folyamat hat a csontwél vérkép®d sejtekre is. Munkam sorén azt a feltételezést gitaim
tisztazni, hogy az obesitassal tarsulé inzulingaeincia hogyan befolyasolhatja a femoralis
verkéepsd progenitor sejtek dkodéset, kuldndsen citosztatikumok hatasara kiddaku
myelotoxikus allapotokban. Tudomanyos munkdmbamt egdul tiztem ki, hogy kulénbaz
elhizott, inzulinrezisztens, vagy sovany, de inzulirezisztencia tineteit mutato
allatmodellekben vizsgaljam meg a csoniveranulocita-makrofag progenitor sejtpopulacio
miikodését fiziologias korulmeények kdzott, és citosktamok okozta myelotoxikus feltételek
mellett. Tovabbi célom volt, egy Uj fejlesziékorabbi vizsgalatok alapjan anti-HIV és anti-
proliferativ hatdst mutat6é vegyilet, a 4-tio-urisimonofoszfat vizsgélata, mely egy igéretes

terapias agens lehet a tumorellenes kemoterapiaban.

6.1. A kisérleteimben felhasznalt allatmodellelakierizalasa

Az un. db/db egerekben a 4-es kromoszéman talalhaté mutaci@aegp a leptin
receptor expresszigjat. A itkodoképes leptin receptor hianyaban a kontrollalatiardgy,
illetve a megnyult taplalkozasi ddkovetkeztében a homozigéta egyedekben a 2-esutipus
diabéteszre jellendz elvaltozasok mar 8 hetes életkorban kiféjlek (Sharma és mitsai.
2003), és az elvaltozasok progredialnak az alldt@khetes koraig, amely életkorban a

Kisérleteinket végeztik. A munkdm soran felhaszdidltlb homozigota éllatok a kontroll,
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heterozigéta egyedekhez képest, szignifikAnsan aldmytestsulydak voltak (1/a. abra).
Tovabba a vércukor szintjuk és a plazma inzulimtg#k is szignifikAnsan nagyobb volt a
kontroll egyedekhez képest (1/b. abra).db/db egerek tehat a 2-es tipusu cukorbetegség
relevans tlneteit mutattak, mig a kontroll csoportormal testsuly és egészséges glukoz

metabolizmus jellemezte.

A Zucker obez patkanyok az 5-6s kromoszomad leptin receptor gén autoszomalis
recessziv mutacioja miatt az inzulin rezisztendiésulo obesitas megfeteiodelljei. Ezek
az allatok 4-5 hetes korukra elhiznak és a humasitassal tarsuld 2-es tipusu diabetes
mellitus minden tinetét, példaul inzulin reziszianc hiperfagia, hiperlipidémia,
hiperkoleszterolémia, izom atrofia, hiperinzulinéngrodukaljak (Martin-Cordero és mtsai.
2009). A Goto-Kakizaki patkanyok a non-obez inzidimisztens, nem-inzulinfiggdiabetes
mellitus modelljei, az inzulin szekrécio és a glékdlerancia génjeiben |8vmutacio miatt
(Gauguier és mtsai. 1996). Gyors inzulin érzékegydasgalattal megallapitottuk, hogy a
Kisérleteinkhez valasztott két patkany torzs, akéu@s a Goto-Kakizaki patkanyok valéban
inzulinrezisztensek. Osszehasonlitottuk az elhizogulinrezisztens Zucker patkanyok és a
nem-elhizott, de inzulinrezisztens Goto-Kakizakikpayok RIST index értekét a kontroll,
Wistar patkanyokéval. A Wistar patkdnyhoz képesumk&r patkanyoknal szignifikAnsan
alacsonyabb inzulin érzékenységet tapasztaltunk. @bra). A Goto-Kakizaki patkanyok
esetében szintén szignifikhnsan alacsonyabb a Rit&keket kaptunk, ami az esetikben is

inzulin rezisztenciara utal (8/b. abra).

6.2. A csontvef funkcidinak jellemzése az dssz-sejtszammal (@ethd) és a granulocita-
makrofag progenitor sejtek koloniaszamaval norreélyesztési feltételek mellett a kiilonbdz

elhizott, inzulinrezisztens allatmodellekben égdrdifaikban

A csontveb funkciojanak karosodasra jellefhzhogy lecstkken a csontéblen az 6ssz-
sejtszam, a stem és progenitor sejtéifoetiulasi gyakorisaga és a teljes femoralis stem és
progenitor sejt tartalom. A vérképzprogenitor sejtek kdzott a granulocita-makrofagege
képezik a legfontosabb populéciot. &erban ezeknek a sejteknek a pusztuldsa vezet a
stlyos myelotoxikus éllapot kialakulasahoz. igy mémk soran etslleges volt annak
tisztazasa, hogy fiziolégias kortlmenyek kozott omajvan-e kilénbség a csontiel
miikodésében és a célsejtek funkcidiban az elhizmtjlinrezisztens allatokban és kontroll
parjaikban.
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Sem adb/db egerekkel végzett vizsgalatainkban, sem a Zuckez @&s Goto-Kakizaki
patkanyokkal veégzett kisérleteinkben nem tudtunkmutatni eltérést a csontéel
miikodésében a kontroll csoporthoz képest, normal ésaigsi feltételek mellett. Sem a
csontveb 0ssz-sejtszama, sem a GM-CFU progenitor sejt kkészama nem kilonbozott
szignifikansan a kontroll mintdkhoz képest (2; Brag. Latszolag a csontve€p, nikddése

zavartalan az elhizott és/vagy inzulinreziszteteaiban.

6.3. Egyszeri, nagy dozisu carboplatin injekcid6 hatasa caontved funkciojara
(cellularitasara, a GM-CFU koléniaszamra, a telfegnoralis GM-CFU tartalomra), tovabba

a periférias vérben kerirgfehérvérsejt szamra és az abszolut neutrofil saamr

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a 100teslilykilogramm ddézisban
beadott carboplatin mindkét csoportban karositatizsontvel funkciokat a carboplatinnal
nem kezelt kontrollhoz képest, azonban az elhizioizulinrezisztensdb/db egerekben
nagyobb volt a csontuélkarosodasdnak mértéke. Mind a cellularitas (3ea)amind a GM-
CFU kolbniaszam (3/b. abra) és a teljes femorali®-@-U tartalom (3/c. abra) is
szignifikansan alacsonyabldb/dbegerek csoportjaban 6sszehasonlitva a kontrgtiartal,
aminek kovetkeztében ab/db egerekben a csontéelek alacsonyabb a regeneracios
képessége, hogy helyredllitsa a funkciéit a cadioplaltal ebidézett myelotoxicitast
koveten. Mindez arra utal, hogy a carboplatin sulyosi&blpsodast idézett @la db/db
egerek csontvél tenyészeteiben, mint a kontroll csoport mintaijbazek az elhizott,
inzulinrezisztens allatok fogékonyabbnak bizonyltaz in vivo beadott citosztatikum

csontvebkarositd hatasaira.

Hasonldéan a csontu#den leirtakhoz, a carboplatin injekcié utan 48 étavperiférias
vérben a fehérvérsejtszam szignifikansan lecsokaei/db egerek csoportjaban, a kontroll
allatokhoz keépest, ez a cstkkenésosmtsban a periférias vérben keréingneutrofil
granulocitak pusztulasat jelentette (4/a. abra). akszolut neutrofii szam a carboplatin
kezelést koveéien kétszer olyan magas volt a kontroll egerekbent az elhizott, diabetikus
db/db egerekben (1,35+0,09 x¥0), mikdzben a carboplatin kezelést nem kapotttiah
csoporthoz képest nem volt kimutathatd szignifik&igonbség a kontroll csoportban a
carboplatin beadasa utan 48 oraval (4/b. abra).aEa utal, hogydb/db egerekben a

carboplatin dozist kdvéen 48 oraval, mar a korai neutropénia tiinetei nhexfiek.

Tobb munkacsoport is eltéréseket irt le a csobtngikddésében diabétesz fennallasakor.

Gilbert (2013) leirta, hogy a csontéekredeti angiogenetikus progenitor sejteknek csokken a
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szamuk és a funkcibjuk, ami karosodott endoteli@generaciohoz vezet diabéteszben. Wan
és munkatarsai (2013) kimutattak, hogy nem-diabstilallatokbdl kinyert csontwél
mesenchimaliséssejtek diabetikus allatokba toréénranszplantaciojakor a karosodott a
sebgyogyulas folyamata javul, ami szintén a prdgersejtek nikddésének zavarara utal
diabétesz esetén. Hasonl6 eredményeket ir le ShiRegerson (2012), csokkent in vitro
proliferacios kapacitast €s csokkent in vivo gradtiiltetési eredményességet tapasztaltak

db/dbegerekbl nyert csontveli mesenchimali$ssejtek transzplantalasakor.

A jelen kisérleteinkben megfigyelldetfokozottabb myelotoxicitas alb/db egerek
csoportjaban is aldtdmasztja azt a feltételezégly hz obesitasban és a hozza tarsuld inzulin
rezisztenciaban megnyilvanulé6 nagyobb csolkédelosodas okozdja, a célsejtek

funkciézavara, nem pedig a progenitor sejtek szakaaokkenése.

6.4. Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil hatasacaontvefi granulocita-makrofag
progenitor sejtek koldniaképz képességére a kulonl@dzelhizott, inzulinrezisztens
allatmodellekben és kontrolljaikban

Annak érdekében, hogy kodzvetlenll tudjuk mérnitasatatikumok csontvél GM-CFU
progenitor sejtekre gyakorolt hatésait, illetve mgenitor sejtfunkcidkat citosztatikumok
jelenlétében, kidolgoztunk egw vitro kisérleti elrendezést. A kisérleti allatok csoftive
sejtjeit specialis lagy-gél kézegben tenyésztetikmegfeleb tenyészi médiummal és a
koloniastimulalo faktorok keverékével idealis fédéket biztositottunk a csontéel
vizsgalt citosztatikumokat, ndveékoncentraciésorban. A carboplatint, doxorubictfU-t
nem tartalmazé kontroll csoportokhoz viszonyitottuksM-CFU koloniaképiés mértéekét.
Ezzel a modszerrel tudtuk mérni a citosztatikumokvetlen hatasait GM-CFU progenitor

sejtekre, kizarva mas, nem-specifikus hatasokat.

A carboplatin, a doxorubicin és az 5-fluorourasilastkkentette a GM-CFU progenitor
sejtek koléniaképz képességét mind az elhizott, inzulinrezisztdbs&db egerek, mind a
kontroll parjaik esetében. Azonban 6sszehasonlav&ontroll csoporttal a GM-CFU
koloniaszam csokkenés szignifikansan magasabb/db egerek esetében (5/a, b, c. abra).
Tehat az obez, inzulinrezisztens egerek csosit@M-CFU progenitor sejtjei érzékenyebbek

voltak a citosztatikumok karosité hatasaira.

Az elhizott, inzulinrezisztens Zucker patkanyokriselstenyészeteiben is megvizsgaltuk

a carboplatin, doxorubicin és 5-FU GM-CFU kol6nipkésre gyakorolt hatasait. Hasonléan a
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db/db egereken latott eredményekhez, a carboplatin, x@rdbicin és az 5-fluorouracil is

dozisfuggen csokkentette a GM-CFU progenitor sejtek kolo@pedx képességét mind az

elhizott, inzulinrezisztens Zucker patkanyokban,ndnia kontroll péarjaikban. Azonban

0sszehasonlitva a kontroll csoporttal a GM-CFU k@ézam csokkenés szignifikansan
magasabb a Zucker patkanyok esetében (7/a, bra). dlehat az elhizott, inzulinrezisztens
Zucker patkdnyok GM-CFU progenitor sejtjei is émmdkebbek voltak a citosztatikumok
toxikus hatasaira, a kontroll allatokhoz képest.

Azért, hogy az obesitast, mint myelotoxicitast bgeolo tényeét kizarhassuk, olyan
allatmodellt valasztottunk, amely normal testsulyig§zont inzulinrezisztens, ilyenek a Goto-
Kakizaki patkanyok. Szintén vizsgaltuk a Goto-Kakiz patkdnyok GM-CFU
progenitorainak érzékenységét carboplatin, doxoemlkis 5-fluorouracil toxikus hatasaira a

korabbiakban leirt koncentraciotartomanyban, sfisd&gy-gél tenyészetekben.

Az elébbi eredményekhez hasonléan a carboplatin, a dbicinu és az 5-FU is
dozisfiggen csokkentette a GM-CFU progenitor sejtek kolodpeds képességét a sovany,
de inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyokban,aé&ontroll, Wistar patkanyokban is.
Azonban a kontroll csoporthoz képest a GM-CFU k@asram csokkenés szignifikansan
magasabb a Goto-Kakizaki patkdnyok esetében (9/a,dbra). Ezeknek a patkanyoknak a
GM-CFU progenitor sejtjei érzékenyebbek voltak sAtatikumok myelotoxikus hatasaira.
A kulénbség, hasonléan az obez allatokban kapattgkigen kifejezett volt mindharom

vizsgalt citosztatikum esetében.

6.5. Arroziglitazon etkezelés hatasa a Goto-Kakizaki patkanyok inzulméknységére és
a GM-CFU progenitor sejt kol6niaképzésére carbaplaidoxorubicin és 5-fluorouracil
jelenlétében. Roziglitazondkkezelés hatasa Wistar patkanyok GM-CFU kolonialkspeéa

vizsgalt citosztatikumok jelenlétében

Korabbi kisérletek soran, Uj hatasmechanizmusu opyetektiv anyagok kutatasa soran
munkacsoportunk ed&ént publikalta, hogy egy inzulinérzékerdyitegyilet, a roziglitazon
képes mérsékelni az 5-fluorouracil okozta myelativast (Benk és mtsai. 2003). Ez a
megallapitas iranyitotta a figyelminket abba aznyibg, hogy megvizsgaljuk vajon
inzulinrezisztens allatokban, egy inzulinérzékahyivegyllet hatasara csbkken-e a

citosztatikumok altal |étrehozott toxicitds mértéke

Roziglitazon ebkezelést kovéen meghataroztuk az inzulinérzékenységet gyors

inzulinérzékenységi teszttel azokekzelt, a kezeletlen Goto-Kakizaki és a kontrollistar
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patkanyokban. Eredményeink azt mutatjak, hogy aiglitezonnal tortént ékezelést
kovetben megitt az inzulinérzékenység azokezelt csoportokban, az ékkzelt allatok
inzulinérzékenysége majdnem eléri a kontroll cstgioMig a kezelést nem kapott Goto-
Kakizaki patkanyokban szignifikAnsan alacsonyabbirelinérzékenység, a Wistar és a

roziglitazon ebkezelt Goto-Kakizaki csoportokhoz képest.

Megvizsgéaltuk a GM-CFU progenitor sejtek érzékeggsé a korabban alkalmazott
citosztatikumokkal szembem vitro lagy-gél tenyészetekben a roziglitazonnalkekelt,
illetve a kezeletlen Goto-Kakizaki patkanyok esetéls. Az ebkezelt csoportokban csdkkent
a GM-CFU progenitor sejtek érzékenysége a carbopkt (11/a. abra), a doxorubicinnel
(11/b. &bra) és az 5-fluroruracillal (11/c. &brag¢raben. Roziglitazon étezelés utan a GM-
CFU progenitor sejtek megnovekedett életképessagéattuk az élkezelt csoportokban a
kezeletlen Goto-Kakizaki patkanyokhoz képest. Agiitazon ebkezelést koveéen cstkkent
az allatok inzulin rezisztencigja, amivel parhuzaero csokkent a femoralis GM-CFU
progenitor sejtek érzékenysége a citosztatikumohtegb karosité hatasaival szemben.

Tovabbi kisérleteinkben megallapitottuk, hogy aigiitazon ebkezelést koveéen kissé
emelkedett a GM-CFU kolbniaszam azékelzelt Wistar patkanyok specialis lagy-gél
tenyészeteinkben, amelyek a kordbbiakban leirt daminécioban tartalmaztak a carboplatint, a
doxorubicint és az 5-FU-t. Tehat, kimutathato ey enyhe emelkedés a progenitor sejtek
koloniakép®d képességében a citosztatikumokkal szemben, de eaeklegtobb
koncentraciépontban nem voltak szignifikhnsak (12/ac. abra). Ezek az eredmények
megegyeznek munkacsoportunk korabbi megfigyelésaiwmikor nem tudtunk kimutatni a
roziglitazonnak és az inzulinnak szignifikAns haithAsegészséges csontéved 5 napos

elokezelést kovéien (Benk és mtsai. 2003; Djazayeri és mtsai. 2005).

Eredményeink jeletisége, hogy ramutat arra, hogy bar kvantitativ &k nincsenek, a
progenitorok terméldése hasonlé mértékde funkcionalis zavar kimutathatd. Elhizasban a
granulocita-makrofag progenitorok diszfunkciéjanajyanujat veti fel a makrofagok
normalistol eltéb fagocita aktivitasa (Dong és mtsai. 1998). A Arckbez patkdnyokban a
keringd makrofagok interleukin-1 béta és gamma interfemmelése deregulélt allapotban
van, ami az LPS antigénnel szembeni csdkkent imdlasgt eredményez az elhizott
allatokban (Martin-Cordero és mtsai. 2009). Jél e hogy a tulsullyal rendelkék
bizonyos ferdzésekkel szemben fogékonyabbak (Lamas és mtse; Falagas €s Kompoti

2006), ami szintén lehet a GM-CFU progenitorok filiskcidjanak kovetkezménye.
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Kisérleteinkben a citosztatikumokkal szembeni é&n§kég és a toxicitas ndvekedése
nem valamilyen specifikus, a hatasmechanizmusnaketed Utvonal molekulain keresztil
ervéenyesuil. A harom kiulonbétatasmechanizmusu citosztatikum esetében hasamé@hh
volt a toxicitas fokozodasa az elhizott, inzulinseiens allatokban. Nem volt erre hatassal az,
hogy a carboplatin a DNS-sel komplexet képezvealdaldé mechanizmushoz hasonlé
mértéki karosodast okoz a sejtekben, vagy a doxorubiciasha kdzoétt az interkalalédas a
DNS bazisparjai kdze, a szabadgyok képzeés és &twperaz enzim gatlas egyarant szerepet
jatszik, vagy az 5-FU antimetabolitként az RNS &$SDszintézist is gatolja. A toxicitas az
inzulin rezisztencia mértékével volt aranyos éwerjtben mérsékidott a roziglitazon
elékezelés utan, mellyel normalizaltuk az allatok ilmeérzékenységét. A funkciondlis eltérés,
legalabbis részben, az inzulin rezisztencia meattyagcserezavarra vezetheissza. Ez a
toxikus hatasokkal szemben érzékenyebbé teszirailg@ata-makrofag progenitor sejteket,
ami a citosztatikumok alkalmazésakor fokozott pulssukhoz, és kdvetkezményesen
sulyosabb neutropéniahoz vezethet. Ezt érdemeseléigpe venni inzulinrezisztens
korallapotokban a kemoterapia megtervezésénélnAain rezisztencia kezelése, mérséklése

csokkentheti a myelotoxicitas kialakulasanak vesaél

6.6. 4-tio-uridin-monofoszfat hatasainak vizsgalata Ewka stem sejtekre in vitro
tenyészetekben és in vivo leukémias SCID egérrhedell

A vizsgalati anyaggal tortént kezelést kdeat in vitro JY sejtvonalon csokkent a
leukémia stem sejt koldniaszam (13. abta)vivo leukémias SCID egerekben, a kezelést
koveten szintén csokkent a leukémia stem sejt tartalbiia( abra). Valdsziiteg a stem
sejtek a malignus transzforméciok célpontjai, Ktatdul képesek megujulni, és ezzel
fenntartani a tumor folyamatos névekedését (Soliyss mtsai. 2005.)

Mind in vivo SCID egerekben, minth vitro JY sejttenyészetekben lathattuk, hogy a
leukémia stem sejtek, amelyek esszencialis tuls@iga a kolOniaképzés, szama
szignifikansan csokkent UD29 hatasara.

SCID egerekben végzett kisérleteink alkalmasakakolarra, hogy megallapitsuk a
vizsgalati anyag hatas#t vivo végzett kezelések soran. JY tumor sejtekkel tbaeregerek
megbetegitése, amelyekben a fennallo immundefic@lapot miatt kifejpdott a human
B-sejtes limfoid leukémia. A femordlis csontydlssz-sejtszama, mely aramlasi cytometrias
vizsgélatok alapjan 90 % feletti aranyban JY tursejteket tartalmazott volt, a kezelt
allatokban szignifikdnsan csokkent. Specialis kisl@sszé tenyészeteinkben a tenyésztési id

letelte utdan a stem sejtekbképzsdott koldniaszamot dsszehasonlitottuk a kontrddl, aé
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kezelt csoportokban. Eredményeink azt mutattdk,yhagkezelt csoportban csdkkent a
leukémia stem sejtek szama. Aevitro kisérletekben kapott dézis-hatas gorbe szerird ez

stem sejtekre gyakorolt direkt hatas kovetkezméawye,dozisflgg volt.

6.7. 4-tio-uridin-monofoszfat toxicitasanak vizsgalata gészséges human
csontvedtenyészetekben és JY sejttel nem oltott SCID dgmrek

Mikor vizsgélataink azt mutattdk, hogy a 4-tio-umisnonofoszfat mindn vitro mind
in vivo vegzett kisérletekben hatasosan gatolta a stetekskploniaképéadését, olyan
kisérleteket végeztink, amelyekben az UD29 esetlegentvel toxicitasat tudtuk felmérni.
A toxicitasi vizsgalatokain vitro egészséges human csondvalintdkon, illetvein vivo JY
tumor sejttel nem transzplantalt SCID egereken ztgdeel. A vizsgalt UD29 serm vitro,
semin vivo korilmények kozott nem gatolta jeléat mértékben a normal granulocita-
makrofag koloniaképeést (14, 15/b, 16/b, 17/b. abra).

A gyogyszermolekuldk terapias felhasznalhatosdgszeddggésben all a kémiai
szerkezettel és a hatdsmechanizmussal. Azok aagaky amelyek bejutnak a sejtekbe
nagyobb toxicitassal rendelkeznek. Az UD29 monoeotid nem jut be a sejtekbe, mert
makroerg foszfat csoporttal rendelkezik az 5-6sig@oéhkan, €s ennek a nagy toltéssel
rendelked molekulanak a membranon val6 atjutasa gatolt. &ibleg ez 6sszefliggésben
all azzal, hogy a vegyulet kevésbé toxikus.

A jelen vizsgéalatainkban szerépmonomer uvealis melanoma sejteken bizonyult
antiproliferativ hatasunak, mely a szolid tumordakzé& sorolhatd. Antiproliferativ hatasaeért
részben az apoptdzis fokozdsa a é&slelJellemé# apoptotikus sejtelvaltozasok, DNS
fragmentécio és a kaszpaz-9 aktividlodasa volt kithaté a vizsgélati anyaggal tortént

kezelést kovéen az OCM-1 sejtvonalon. (Kemeény-Beke és mtsai6R00

6.8. In vitro UD29 hatdsa a csontv@l granulocita-makrofag progenitor sejtek

koloniakép# képességeére elhizott, inzulinrezisztens db/dke&ben és kontroll parjaikban

A 4.3.1. fejezetben beszdmoltam azokrél az eredeigkmpl, miszerint az elhizott,
inzulinrezisztensdb/db egerek granulocita-makrofag progenitor sejtjeekenyebbek voltak
a citosztatikumok toxikus hatasaira, 0Osszehasenliw kontroll parjaikban kapott
eredményekkel. A specidlis lagy-gél tenyészeteklzanelyek novek¥ koncentracidoban
tartalmaztak a kulonbézcitosztatikumokat, szignifikansan alacsonyabb \&IGM-CFU
koléniaszam alb/db egerek esetében, mint a normal testsulyd és maaiusu kontroll

parjaikban. A természetes immunvalasz kialakitdsalbentos szerepet jatszo, és a
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citosztatikumok csontvékarosité hatasara leginkabb fogékony sejtpopuléatiédt nagyobb
mértékben pusztult el a citosztatikumok jelenlétéae elhizott, inzulinrezisztens allatokban,
mint a kontroll parjaikban (5/a, b, c. abra).

Az elbzéekben bemutattam egy U] fejlesitésmolekulaval, az UD29
mononukleotiddal kapcsolatos eredményeinket. Azegyllet rendelkezik tumor ellenes
hatassal, hiszeimn vitro dozisfliggen gatolta a JY leukémia stem sejtek koloniaképz
képességét, valaminih vivo vizsgalatokban csokkentette a tumor sejtekkel aslptt
csontved 0ssz-sejtszamat és a teljes femoralis tumoragtinat is. Ugyanakkor a toxicitasa
a csontvél GM-CFU progenitor sejtjeire biztaté, mind @z vitro, egészséges human
csontveb mintakon, mind am vivo SCID egereken végzett kisérletek alapjan (14,, 15,
17/b. abra).

Mindezek alapjan vizsgaltuk, hogy az UD29 vajornmgre toxikus adb/db egerek
GM-CFU tenyészeteiben és 6sszehasonlitottuk a kiMépzdés 50%-0s gatld koncentracio
értékét a kordbban vizsgalt citosztatikumok jeleién meghatarozott ¢ ertékekkel a
db/dbegerek esetében és a kontroll csoportban.

Az UD29 mononukleotidn vitro tenyészetekben doézisfiiggn csokkentette a GM-
CFU kolb6niaszamot, mind ab/db egerek, mind a kontroll csoport tenyészeteiben. A
koléniaszam csokkenés szignifikansan nagyobb vbltethizott, inzulinrezisztens egerek
esetén. Viszont 6sszehasonlitva a koradbban vizegalioplatinnal, doxorubicinnel és 5-
fluorouracillal, belathatd, hogy az UD29 esetébdwlaniaképzés 50%-o0s gatlé koncentracio
értéke lényegesen magasabb volt a kontroll éb/db egerek tenyészeteiben egyarant (2.
tabldzat) a masik harom citosztatikumsdQGrtékeihez képest. Az UD29 tehat kevésbé

karositja a GM-CFU progenitor sejteket, mint a optatin, doxorubicin és 5-fluorouracil.

Osszefoglalva az eredményeinket megallapithatjukgyhaz UD29 hatdsosan gatolja a
leukémia stem sejtek koloniaképképességét. En vivo SCID egerekben, illetvim vitro JY
sejttenyészetekben végzett kisérletekben is bejimmalott. Emellett a vegyullet terapias

indexe igéretes a terapias felhasznalas szempohtjab
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elhizas megndveli tébb malignus megbetegedékazatat, ugyanakkor a normal
testsulyl betegekhez viszonyitva, az elhizott lete§gemoterapidja soran sulyosabb
csontvebtoxicitas is ebfordulhat. Kisérleteinkben arra kerestiink valalsagy csak az eltér
farmakokinetikai paraméterek allnak ennek hattarébeagy az inzulinrezisztencia
eredményez-e kuldnbségeket a vérképzésben, elbseddn. In vivo egyszeri, nagy dozisu
carboplatinnal tortént kezelést kofeh nagyobb volt a csontwelkarosodas meértéke az
elhizott, inzulinrezisztenglb/db egerekben. A vizsgalt paraméterek- a csotitvéksz-
sejtszam, a granulocita-makrofag progenitor sej(@M-CFU) koloniaszama, a teljes
femoralis GM-CFU tartalom- mind szignifikansan aacyabbak voltak db/db egerekben.
In vitro tenyészetekben, kulonkbzitosztatikumok hatasait vizsgaltuk funkcional@dania
esszékkel. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az ethiinzulinrezisztens egerek progenitor
sejtjei érzékenyebbek a citosztatikumok toxikusabkata, in vivo és in vitro kisérletek
eredményei alapjan.

Eredményeink  megésitésére  tovabbi  vizsgalatokat veégeztink elhizott,
inzulinrezisztens Zucker, illetve nem-elhizott, utiarezisztens Goto-Kakizaki patkanyok
bevonasaval. Normal tenyésztési korulmények kométh mutattunk ki kilénbséget, de
citosztatikumokkal szemben, a GM-CFU sejtpopuld@i@ekenyebb volt a toxikus hatasokra
a Zucker patkanyokban. Ennek hatterében metabolikndellenességek allhatnak, mivel
hasonld mértédk toxicitast tapasztaltunk nem-obez, inzulinrezisgte Goto-Kakizaki
patkanyokban is. Roziglitazon in vivo addsa utém, imeulin érzékenység fokozasaval
csokkent a csontvéoxicitas mertéke. Mivel az &6 kisérletek azt bizonyitjak, hogy a
klasszikus citosztatikumok harom jeléstképvisebje fokozottan toxikus az obez allatok
GM-CFU sejtjeire, célunk volt talalni olyan dagaslnes szert, amely esetében kevéshé
lenne toxicitas fokozodas kimutathato.

A vizsgalt UD29, kémiailag maodositott mononukléoti4-tio-uridin-monofoszféat)
anti-HIV és anti-tumor aktivitasa miatt szabadaltatzt vegyllet. Az UD29 a betegek
életkilatasai szempontjabdl meghatarozo leukémiasiot stem sejtek koloniaképz
képességét dozisfuggn gatolta. Emellett a vegyllet terapias indexe felelj lehet.
Tovabbéa elhizott, inzulinreziszterttb/db egerek tenyészeteiben 6sszehasonlitva az UD29
toxicitasat a koradbban vizsgalt carboplatinnal, atakicinnel és 5-fluorouracillal szemben,
megallapitottuk, hogy a vizsgalt vegytlet kevestrékus a GM-CFU progenitor sejtekre,
mint a klasszikus citosztatikumok ezen harom képdjis. Ennek jelenisége lehetne az

inzulinrezisztens betegek terapiaja szempontjabol.
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SUMMARY

Obesity leads to many health problems, such as bokta cardiovascular and
pulmonary disorders. Moreover, evidence shows ohasity is related to increased risk of
several types of tumors. It is not clear what iefloe obesity has on anticancer therapy.
According to several studies, the correlation betwebesity and myelotoxicity of cancer
chemotherapy is controversial.

Hemopoiesis — as measured by cellularity, frequeoftygranulocyte-macrophage
progenitors (CFU-GM) and total CFU-GM content oé tlemoral bone marrow — was not
different in obese, insulin resistadb/db mice compared to their non-obese counterparts.
Nevertheless, after in vivo administration of ahhidpse of carboplatin, cellularity of bone
marrow, frequency and total femoral content of OQEM- progenitors were significantly
decreased and the induced neutropenia was mowsearn db/db mice than in the control
animals. The increased myelotoxicity, at leastart,pseemed to be a direct effect on myeloid
progenitors since an increased in vitro sensitigityCFU-GM progenitors oflb/dbmice was
found by culturing them in the presence of thremldished cytotoxic drugs with different
mechanism of actions (carboplatin, doxorubicin &sftliorouracil).

In further investigations we studied the hemopsi@siobese, insulin resistant Zucker
and non-obese, but insulin resistant Goto-Kakizatg. At first sight hemopoiesis was intact
in obese, insulin resistant animals. Neverthelegseased sensitivity of their CFU-GM
progenitor cells to cytotoxic drugs was found bytuing themin vitro in the presence of
carboplatin, doxorubicin and 5-fluorouracil. All ufys were more toxic on CFU-GM
progenitor cells of Zucker rats. This might be lshea metabolic disorders, at least in part,
because we could demonstrate a similar increagiaity of the studied anticancer drugs to
the CFU-GM progenitors originated from Goto-Kakizedts in the same dose ranges. After
in vivo administration of rosiglitazone, an insusansitizer, the anticancer drug sensitivity of
CFU-GM progenitors of Goto-Kakizaki rats was deseghconcurrently with improvement of
insulin resistance. Our aim was to find an antieegintherapeutic agent, which has less
toxicity on CFU-GM progenitors. 4-thio-uridine-magotwoshate showed selective effect on
leukemic stem cells both in vitro and in vivo. Haxee UD29 had no effect on normal CFU-
GM progenitor cells. In addition the fifty percanhibitory concentration of 4-thiouridylate
on CFU-GM cells fromdb/db mice was 25 times higher than carboplatin and 6f&0es
higher than doxorubicin, while in the control mittee same differences were 15 and 4100
times, respectively. This may be an advantage enaffy of malignant diseases for diabetic

and obese patients, if UD29 proved to be a propeg fbr clinical use in the future.
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