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1. BEVEZETES

A fluoropirimidin szdrmazékokat tobb, mint 40 éves torténetiik
ellenére még mindig széles korben alkalmazzak a daganatkemoterdpidban,
elsOsorban elorehaladott colorectalis daganatokban €s emldrdkban. Noha a
fluoropirimidinek pl. elorehaladott colorectalis daganatokban még mindig a
a leghatékonyabb szerek kozé tartoznak, az eredmények tovibbra sem
kielégitoek. Ez indokolja, hogy napjainkban is szamos vizsgélat foglalkozik
hatékonysaguk novelési lehetOségeivel.

Ahhoz, hogy az 5-FU kifejthesse citotoxikus hatdsat, aktiv nukleotid
analogokka kell atalakulnia.  Ezen intracellularisan zajlé anabolikus
folyamatok mellett azonban inaktiv metabolitok is képzodnek. A komplex
anabolikus és katabolikus folyamatok j6 Ilehetdséget adnak az 5-FU
hatdsdnak és toxicitdsdnak un. biokémiai modulatorokkal torténd
befolyasoldasara. A metabolizmusban részt vev0 enzimek mennyiségének,
illetve aktivitdsdnak a tumor €s normadl sejtek és szovetek kozott megfigyelt
kiillonbségei  egyrészt magyardzhatjdk a  biokémiai  modulatorok
szelektivitasat, masrészt viszont lehetdséget nyujthatnak a fluoropirimidin
alapu kemoterdpidra adott valasz elorejelzésére még a terdpia megkezdése
elott, ezzel hozzdjarulva a individualizalt terapidhoz.

A kiilonféle megkozelitések koziill az 5S-fluoro-2’-dezoxiuridin-5’-
monofoszfat (FAUMP) timidilat szintdzhoz (TS) valé kotodésének fokozasa
leukovorin (LV) kombindlt alkalmazdsidval szignifikdnsan javitotta a
kezelésre reagdlok aranydt és a klinikumban széles korben alkalmazasra
keriilt a colorectalis daganatok kemoterapidjdban. Normal szovetekben
korrelaciot figyeltek meg az 5-FU RINS-be valo beépiilése €s a citotoxicitas

kozott, ezért az uridint részletesen vizsgaltdk normal szoveteknek az 5-FU



okozta karosodastodl vald szelektiv védelmére, de klinikai alkalmazasra nem
keriilt, a hat€ékony vérszint eléréséhez sziikséges nagy adagok alkalmazdisa
esetén jelentkezd mellékhatdsok miatt. A kdzelmultban zajlott preklinikai és
klinikai vizsgalatok az uridin ,,prodrug” forméban tortén0 alkalmazasédval és
uridin katabolizmus gétlokkal a normal sejtek védelméhez sziikséges magas
uridin vérszint tarts fenntartdsat céloztak anélkiil, hogy a nagyadagu uridin
kezeléskor fellépd mellékhatasok megjelennének. Ezen vizsgalatok kedvezo
eredményei alatdmasztjdk, hogy az uridin ,rescue” kezelésnek fontos
szerepe lehet az 5-FU dozisanak novelésében és ezaltal a hatdsosabb
kemoterdpiaban. A fluoropirimidinek klinikai effektivitisdnak novelésére az
utobbi idoben alkalmazott egyéb moddszerek két teriiletre fokuszaltak: (1)
ordlisan alkalmazhaté 5-FU profarmakonok kifejlesztésére és (i1) az 5-FU
katabolizmusdban részt vevO enzimek gatldinak alkalmazéasara. Ezen
vizsgalatok két legsikeresebb eredménye a mar klinikai felhasznélédsra
elfogadott tegafur-uracil (UFT™) és capecitabin (Xeloda™).

Sajnos, az Uj anyagokra reagidlé betegek aridnya még mindig nem
kielégitd €s az atlagos tulélés altaldban nem javult. A relativ hatdstalansag
egyik valdszinli oka a tumorok jelentds molekularis szintli heterogenitésa.
Az 5-FU-ra adott valaszt befolydsold sok tényezd kvantitativ kiilonbségei
alapvetden kiilonbozd eredményekhez vezethetnek. Rdadasul a kiillonbségek
nem feltétleniil érintenek minden tumor sejtet, igy a markerek specifikus
hisztolégiai mintdzata is befolydsolhatja a tumor vélaszt, ami pedig a
hagyomdnyos, homogenizalt szovetekkel dolgoz6 eljardsokkal nem
detektdlhat6. A tumorvélasz és a tulélés tovabbi javuldsa varhato a betegek
— relevans molekuléris markerek objektiv meghatarozasan alapul6 — gondos
szelekcigjatol. A mért molekularis paraméterek szamanak novelése és

hisztoldgiai lokalizacigjuk figyelembevétele varhatéan tovabb javitja azon



betegpopuldciok  kivalasztasanak pontossagat, akik reagdlnak a
kemoterapiara.

Remélhetd, hogy az uj pasztdzé lézer citometrids modszer (laser-
scanning cytometry = LSC) — illetve egyéb hasonld technikdk, melyeket
osszefoglaléan gyakran ,targylemez alapu citometria” néven emlegetnek —
alkalmas lesz egynél tOobb marker parhuzamosan torténd kvantitativ
mérésére a korabbi moédszereknél joval nagyobb sebességgel €s pontosaggal
amellett, hogy megobrzi a szovetek hisztologiai strukturgjat és ezzel
gyakorlatilag  Osszekapcsolja ezeket az adatokat a hagyomdnyos
hisztologiaval. A fentebb emlitett tulajdonsdgok nyilvdnvaléan nemcsak a
fluoropirimidin metabolizmusban részt  vevO enzimek vizsgalatiban
bizonyulhatnak hasznosnak, hanem béarmilyen olyan esetben is, ahol egy
jelenség jellemzéséhez tobb antigén kvantitativ meghatarozdsa €s szoveti
lokalizacidja is fontos. A pdsztazo lézer citometria elOnydsen alkalmazhato
fluoreszcens fehérjét expresszalo sejtek (pl. zold fluoreszcens fehérje; GFP)
szovetekben torténd detektalasara és szdmuk meghatarozdsara, még akkor is
ha ezek az 0sszes sejtnek csak igen kis részét teszik ki (<0.1%). Szemben a
konfokdlis pasztazé 1€zer mikroszkopidval, a pasztazé 1ézer citometria joval
nagyobb szdmu sejt analizisére képes sokkal rovidebb id6 alatt, igy
statisztikai analizisre alkalmas mennyiségli adat Osszegylijtése lényegesen
egyszeribb. A fluoreszcens fehérjéket expresszalo sejtek identifikalésa,
osszekapcsolva egyéb markerek egyidejli és kvantitativ meghatarozdsaval
ugyanazon vagy a kornyez0 sejtekben, hasznos moédszernek bizonyulhat a
daganatsejt ,,homing” korai fazisdnak vizsgalatdra is, aminek szerepe igen

jelentds a malignus sejtek terjedésében.



2. CELKITUZESEK

A bevezetésben részletezett okok miatt alapvetd célunk a fluoropirimidin
alapt  kemoterdpia javitdsi lehetdségeinek  tanulmdnyozdsa  volt.
Erdekl6désiink elsdsorban két teriiletre irdnyult: (i) biokémiai moduldtorok
hatdsainak vizsgdlata az 5-fluorouracil myelotoxicitisara a csontvelOi
progenitorsejtek szintjén, (i) a pasztizd lézer citometria lehetdségeinek
felderitése tobb, a tumor szenzitivitist meghatirozé antigén objektiv
meghatdrozasara.  Ezeken kivll vizsgdlni kivantuk a pasztazo 1ézer
citometria  potencidlis  alkalmazhatésiagat a  metasztazisképzddés
vizsgalataban.

Négy mar elfogadott vagy potencidlis modulatornak — LV, U, UDPG
és EDU — az 5-FU-val kezelt egerek vérképzésére gyakorolt hatdsat kivantuk
vizsgalni. Elsdsorban a kovetkez0 kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni:
(1) Hogyan befolyasolja a LV el0kezelés az 5-FU myelotoxicitasat? (i1) Van-
e az U-nek kedvezd hatdsa az 5-FU csontveldkérositd hatasara ha a TS gatlo
hatds fokozdsara LV-nal egyiitt alkalmazzuk? Tovéabba arra is kivancsiak
voltunk, hogy a vérképz0 sejteket védd moduldtorok é€s, az azok
regeneraciojat eldsegitd, granulocita kolonia stimuldlé faktor (G-CSF)
kombinacidja tovdbb mérsékli-e a csontvel0 karosoddsat ¢és a
kovetkezményes neutropeniat. A hatékony ,rescue’-hoz sziikséges, nagy
dozisu U mellékhatisai preklinikai €s klinikai vizsgédlatokban is jelentdsnek
bizonyultak. Ezért megvizsgaltuk, hogy az U profarmakonjanak tekintheto
UDPG rendelkezik-e az U-€hoz hasonlé hatasokkal. Az UDPG ugyanis —
irodalmi adatok szerint — az U-nél jobban toleralhat6, sot néhany orszagban
gyogyszerként is haszndljdk, mds indikdcidban. Egy mdsik lehetséges
biokémiai modulatorrdl az 5-etil-2’-dezoxiuridin-rol korabban kimutattak,

hogy fokozza a 5-FU tumorellenes hatdsat. Ez a hatds azonban csak akkor



kedvez0, ha a citotoxicitds fokozddasa szelektiven csak a malignus sejteket
érinti és nem jelentkezik, vagy legaldabbis nem ugyanolyan mértékben, a
normdl sejtmegujuldsi rendszerekben. Ismereteink szerint ezt a hatast
kordbban nem vizsgdltdk a csontvelOi progenitorsejtek szintjén igy a mi
célunk az EDU és 5-FU kombindcié egerek vérképzésére gyakorolt
hatdsanak jellemzése volt.

A targylemez alapi citometria napjainkban kialakuld6 modszerei
kedvezd lehetoséget nydjthatnak a fluoropirimidin anyagcserében szerepld
enzimek vizsgédlatira a szoveti struktira megorzése és tobb paraméter
egyidejii kvantitativ vizsgalata révén. Célunk a pdsztazo lézer citométer
(laser-scanning cytometer; LSC) lehetOségeinek €s korlatainak felderitése
volt a fluoropirimidin metabolizdl6 enzimek vizsgélatara rutin hisztologiai
vizsgalatra készitett, formalinban fix4lt €s paraffinba 4gyazott szoveti
metszetekben. Mind klinikai, mind pedig preklinikai vizsgédlatok arra
utaltak, hogy a timidin foszforildz (TP) és a dihidropirimidin dehidrogenaz
(DPD) aranya igen fontos a capecitabin terdpiara adott tumorvélasz
meghatarozasdban. Ennek megfelelOen kiilondsen érdekelt ezen két enzim
aranyanak egyidejli €s kvantitativ meghatdrozasa hisztologiai metszetekben.

Az LSC specidlis tulajdonsigai (statisztikailag értékelhetd szdmu sejt
kvantitativ mérése a szoveti struktira meglOrzése mellett) kiillondsen
kedvezoek lehetnek a metasztizis képzOddés in situ viszonyainak
felderitésében. A metasztazisképzodés korai stddiuménak vizsgilatidhoz
elengedhetetlen a ritka sejtek detektdlasanak képessége a kiillonb6zo
szovetekben. Minthogy a GFP transzfektalt sejtek €s GFP transzgén allatok
kiilonosen alkalmasnak igérkezd uj eszkdzok a metasztiazis folyamatdnak
tisztazdsaban, elso 1épésként mi a pasztazod 1€zer citometria érzékenységét
kivantuk vizsgélni a ritka GFP-pozitiv sejtek detektdlasdra egy GFP-negativ

sejtekbdl all6 sejtpopulédcidban.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Az 5-fluorouracil myelotoxicitasanak biokémiai modulatorai

3.1.1. Farmakonok

Az 5-FU myelotoxicitdsait moduldld kiilonféle farmakonokat tobbféle
adagolasi séma szerint alkalmaztuk, melyek részleteiben az értekezés
megfeleld fejezetében keriilnek leirdsra. Az uridint (U) a Sigma-tol (St.
Louis, MO, USA) illetve a Reanal-t6l (Budapest, Magyarorszag) véasaroltuk,
az 5-etil-2’-dezoxiuridint pedig a Magyar Tudomédnyos Akadémia K&zponti
Kémiai Kutaté Intézetében (Budapest, Magyarorszag) szintetizaltidk. Az
egyéb farmakonok - S-fluorouracil, uridin difoszfoglikéz (UDPG),
rekombindns humén granulocita kolonia-stimuldlé faktor (rhG-CSF,
filgrastim), leukovorin — gyari gyogyszerkészitmények voltak.

Minden gyo6gyszert intraperitonealisan alkalmaztunk 10 ml/kg
térfogatban, kivéve a U-t ¢és az UDPG-t, melyeket a szokatlanul nagy
adagok miatt 20 ml/kg térfogatban adtunk be. A kontroll 4llatok a kezelt
allatokkal egyidejiileg a megfeleld oldoszert kaptak.

3.1.2. Kisérleti dllatok
Kisérleteinkben mindkét nembeli, legaldbb 8 hetes (BALB/c x CBA)F1
vagy BDF1 egereket hasznéltunk. Az egerek szdma kezelési csoportonként

€s idopontonként 8-12 (rendszerint 9) volt.



3.1.3. Sejtszdm meghatdrozds

A vérvétel az egerek retroorbitdlis vénds plexusabdl tortént; a csontveldi
sejteket a femurbdl sejttenyészt0 médiummal mostuk ki aszeptikus
koriilmények kozott. A fehérvérsejteket €s a magvas csontveldi sejteket
Tirk oldattal torténd higitds utin Biirker kamrdban mikroszkop alatt
szamoltuk. A kvalitativ vérkép meghatarozdsa May-Griinwald-Giemsa
szerint festett keneteken tortént. Altaldban 100 sejtet szdmoltunk meg, de
még sulyos leukopenia esetén is minimum 50-et. A csontveld cellularitdsan

az egy femurban taldlhaté magvas sejtek szamat értettiik.

3.1.4. Hemopoietikus progenitorsejtek tenyésztése

A koloniaképzd képességgel rendelkezd progenitorsejtek szamat (CFUc =
Colony Forming Unit in culture = GM-CFU = Granulocyte-Macrophage
Colony Forming Unit) az in vivo kezelésre haszndlt gydgyszereket nem
tartalmazd lagyagar tenyészetekben hataroztuk meg. Koldnia stimulalé
faktor forrasként vagy L-sejt kondiciondlt médiumot, vagy WEHI-3B
kondicionalt médiumot alkalmaztunk. Pike és Robinson szerint (1970)
aminosavakkal, vitaminokkal és Na-pyruvittal szupplementalt, 16savot  és
5x10° M 2-merkaptoetanolt tartalmazé McCoy’s SA tapfolyadékot
hasznaltunk. A lagy gél allapotot 0,3% agar hozzdaddsaval értiik el.
Altaldban egy Petri csészébe 1x10° sejtet oltottunk, kivéve ha a CFUc
varhat6é gyakorisdga a magvas csontvelOi sejtek kozott alacsony volt (pl. a
citotoxikus inzultust kovetd elsé napokban). 35 mm atmérdjii miianyag Petri
csészéket hasznaltunk és a tenyészeteket 7 napig CO, termosztitban
inkubéltuk 5% CO,-t és telitett vizgézt tartalmazé levegOben, 37°C

homérsékleten.



A kol6niaszdmolds az inkubécids idOszak végén sztereomikroszkép
alatt tortént. Koldonidnak tekintettiink minden legaldbb 50 sejtbol 4llo
sejtcsoportot.  Allatonként legaldbb harom parhuzamos Petri csészét

vizsgaltunk.

3.1.5. Statisztikai értékelés

Tobb kezelési csoport Osszehasonlitisira nem-paraméteres modszereket
alkalmaztunk: elsOként a Kruskal-Wallis tesztet végeztiik el, majd paronként
hasonlitottuk 0ssze a csoportokat Conover vagy Dunn szerint. Ha csak két
osszehasonlitandé csoport volt akkor a szintén nem-paraméteres Mann-
Whitney tesztet hasznaltuk. A neutropenia incidencidkat Fisher féle exakt

teszttel hasonlitottuk Ossze.

3.2. Pasztazé lézer citometria (LSC) vizsgilata a fluoropirimidin

metabolizmusban szereplé enzimek szintjének meghatarozasara

3.2.1. Sejtvonalak

Kontrollként két human emldrdk sejtvonalat (MDA-MB-231 és ZR-75-1) és
egy human holyagraksejtvonalat vélasztottunk, amelyekben a TP és DPD
aktivitasat korabban mar részletesen jellemezt€ék. Ezek a sejtvonalak az
enzimaktivitds mérések szerint a legalacsonyabb (T-24 ¢s MDA-MB-231) és
a legmagasabb (ZR-75-1) TP/DPD aranyt reprezentaltdk. A daganatsejteket
aminosavakkal,  vitaminokkal,  penicillinnel, streptomycinnel, o-
tioglicerinnel és 5% FBS-sel szupplementalt ,,Dulbecco’s Modified Eagle
Medium”-ban tenyésztettik 5% CO,-ot és telitett vizgdzt tartalmazo

levegbben, 37°C hOmérsékleten. A tenyészetekbdl Osszegylitott sejteket



szilanizalt targylemezre centrifugdltuk egy Hettich Universal 16 citospin

centrifuga segitségével majd szdritds utdn a festésig -20°C-on taroltuk.

3.2.2. Szoveti metszetek

A kordbban emlitett daganatsejtvonalakbdl készitett ,,mesterséges
szoveteket”, vagy standard, formalinban fixalt és paraffinba dgyazott tumor
szoveteket haszndltunk. A ,mesterséges szovetek” elkészitéséhez nagy
mennyiségll tumorsejtet gyiijtottiink, amibol tomor sejt pelletet készitettiink.
Formalin fix4ldst kovetéen a sejt pelleteket eldszor HistoGel ™ -be (Richard-
Allan Scientific, Kalamazoo, MI, USA) 4gyaztuk, majd paraffinba a
standard patholdgiai protokoll szerint. A paraffinba dgyazott sejtvonalakbol
és szoveti blokkokbdl 4-5 um vastag metszeteket készitettiink, melyeket
targylemezekre helyeztiink. A tumor szovetek metszetei mellé a kontroll
sejtvonalak metszetei keriiltek ugyanazon targylemezre. Festés elott a
metszeteket xilollal deparaffinizdltuk, 95%-os etanollal rehidraltuk,
elémelegitett ,,DAKO Target Retrieval” oldatba helyeztiik és 95°C-on 25

percig végeztiik az antigén elOhivast egy paroléedényben.

3.2.3. Az enzimek indirekt immunfluoreszcens jelolése

A péarhuzamos indirekt immunfluoreszcens jeloléshez — a masodlagos
antitestekkel adott keresztreakcio elkeriilése miatt — elengedhetetlen volt
kiillonb6zo fajokbol szarmazéd elsddleges antitestek hasznédlata. Emiatt az
elsOdleges jelolésre egér eredetli anti-huméan-TP (1C6-203) és patkany
eredeti  anti-humdn-DPD  (2H9-1b)  monoklondlis  ellenanyagokat
hasznaltunk. Madsodlagos antitestekként Alexa Fluor 488-cal jelzett kecske
eredetli, patkdny IgG ellenes antitesteket hasznaltunk a patkany eredetd,

DPD ellenes antitest jelolésére. Hasonldan, az egér eredetli TP ellenes
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antitest jelolésére Alexa Fluor 546-tal vagy Alexa Fluor 647-tel jelolt
kecske eredetli, egér IgG ellenes antitesteket hasznaltunk. A kiilonféle
fluoreszcens festékek emisszios spektrumai atfedésének elkeriilésére — jol
elkiilond sejtek vizsgalata esetén — TO-PRO-3 DNS festéket hasznaltunk a
sejtek detektdlasara. A szoveti metszeteken nem volt sziikség magfest€ék
alkalmazdsara €s a kettds jelolés minden esetben Alexa 488 (DPD jel) és
Alexa 647 (TP jel) alkalmazasaval tortént.

A nem specifikus kotdhelyek Superblock oldattal tortén6 blokkoldsa
utdn az elsddleges €s masodlagos antitestek optimalizalt koncentracigjaval
torténo jelolés kozott ovatos, de gondos mosds tortént. A TO-PRO-3-mal
torténd magfestés ezutdn kovetkezett, de csak a citospin centrifugédval
targylemezre helyezett, egymastdl jol elkiillond sejtek vizsgdlata esetén.
Végiil desztillalt vizzel torténd oOblités utdn a mintdkat ,,Prolong antifade”

oldat felhasznalasaval fedolemezekkel takartuk le.

3.2.4. Pdsztdazo lézer citometria (LSC) jol elkiiloniilo sejteken

Festést kovetden a targylemezeket egy pasztdzé 1ézer citométer (Laser
Scanning Cytometer = LSC, CompuCyte Corp, Cambridge, MA, USA)
segitségével vizsgaltuk. Az LSC egy Ar-ion és egy HeNe lézerrel volt
felszerelve. Az Alexa 488 €s 546 fest€kek gerjesztésére az Ar-ion lézert,
mig a TO-PRO-3 gerjesztésére a HeNe 1€zert hasznaltuk. Ezeken a jol
elkiiloniilo sejteken a sejtek felsimerése (,,contouring”) a tdvoli vordsben
(>650 nm) detektdlt TO-PRO-3 fluoreszcencidn alapult. Alexa 488 és 546
festékek fluoreszcencigjat pedig a zold, illetve a narancs csatornaban

detektaltuk.
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3.2.5. Pdsztdazo lézer citometria (LSC) szoveti metszeteken

Szoveti metszeteken a fluoreszcencia intenzitds detektdlasara az LSC
,,phantom contouring” funkcidjat valasztottuk. A mikroszkop 10x objektivjét
hasznéltuk, a ,,phantom contour”-ok sugardt 10 um-re allitottuk be és az
atfedést elkeriilendd, a phantom kozpontok kozotti minimadlis tavolsagot
pedig 20 um-re. Az Alexa 488 festék gerjesztése és detektdldsa az
individualis sejteknél leirtaknak megfeleloen tortént, mig az Alexa 647
gerjesztésére a HeNe 1ézert alkalmaztuk €s emisszidjat a tavoli vorosben

detektaltuk.

3.2.6. Adatfeldolgozds
A magfesték fluoreszcencidja altal azonositott kiillonallo sejtek esetén az
enzimszintek  jellemzésére a megfeleld szinl contour-on beliili
fluoreszcencia Osszintenzitds (integral fluoreszcencia) €s a contour-on beliili
teriilet hanyadosat hasznaltuk az eltérd sejtnagysagokbdl eredd kiilonbségek
korrekcidjara. Metszetekben csak a fluoreszcencia integralt hasznéltuk,
mivel a ,,phantom contour”-ok teriilete allando.

Az 0sszehasonlitisokhoz a mért fluoreszcencia intenzitdsokat a
ZR-75-1 sejtekre normalizéltuk, amelyik irodalmi adatok szerint szamos
daganat sejtvonak kozott a TP/DPD enzimaktivitisra nézve a legnagyobb

hanyadost mutatta.

3.2.7. Enzimszintek, illetve azok ardnydnak térképezése tumor metszetekben
Az LSC standard szoftvere (WinCyte 3.4) képes a detekalt sejtek, illetve
,phantom”-ok X-Y koordinatiinak megfelelden scatter diagramok
abrazolasara, illetve az 4brazolt pontok kiilonb6z0 szinekben torténd

megjelenitésére, pl. az integrdl fluoreszcencia hisztogramon kijelolt
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régidknak megfelelden. A WinCyte 3.4 dbrai azonban gyenge mindségliek.
Jobb mindségli abrdk készitéséhez a ,list mode” adatokat exportaltuk és a

SigmaPlot szoftver segitségével contour térképeket készitettiink.

3.2.8. Tumorsejtvonalak 5’-DFUR érzékenységének meghatdrozdsa

A tumor sejtek 5°-DFUR érzékenységét a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) assay segitségével hataroztuk meg. A
tumorsejteket egy 96 lyuku sejttenyésztdedénybe oltottuk, minden sejt- €s
gyogyszer-koncentraciobol  legalabb  hdrom  parhuzamost készitve.
Mindegyik sejtvonalbdl két kiilonbozd sejtkoncentriciot oltottunk le és 24
6ras, 5% CO,-t és telitett vizg6zt tartalmazé leveg6ben, 37°C hémérsékleten
torténd inkubdlds utan az 5’-DFUR novekvd koncentricioit adtuk hozza.
Ezt kovetd tovabbi 72 6rés inkubdci6 utdn 50 ul MTT (3 mg/ml) hozzdaddsa
kovetkezett, majd ismét 4,5 6réds inkubacié mieldtt S0 ul 25% SDS (pH 2.0)
hozzaadasaval leallitottuk az MTT tovéabbi 4talakulasat a kék formazéin
szarmazékdvd. A tenyésztOedényeket ezutin még egy éjszakdn 4t
inkubdltuk, majd az abszorbancia leolvasdsa egy Tecan Ultra ELISA

leolvasdval tortént 595 nm-es hullamhosszon.

3.3. Pasztazoé 1ézer citometria (LSC) szenzitivitasanak vizsgalata zold

fluoreszcens fehérjét expresszalo sejtek detektalasara

GFP heterozigota (GFP+/-) és vad tipusu C57BL6/J (GFP-/-) egerek
vérébol mononukledris sejteket szepardltunk Nycoprep 1.077A siirliség
gradiens média alkalmazdsaval. Az LSC-vel végzett mérésekhez a szeparalt

sejteket fixalds utdn targylemezre centrifugaltuk. A ritka sejtek
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detektdlasahoz GFP+/— mononukledris sejteket kevertiink GFP—/— sejtekkel
1:1000 aranyban.

A fluoreszcencia mérésekhez az LSC 488 nm hulldmhosszi Ar-ion
lézerét haszndltuk gerjesztésre és az emissziot a zOld csatorndban
detektdltuk. A fenotipus meghatarozasokndl a sejteket az eldreszoras, mint
,,contouring” paraméter alapjan detektéltuk, és a fluoreszcencia intenzitast a
legintenzivebb zold pixellel (,,max pixel”) jellemeztiik, ami a legfényesebb
pixel intenzitdsa egy detektdlt sejten beliill. A ritka sejtek felismerési
érzékenységének vizsgalatakor a zold fluoreszcenciat hasznéltuk
,,contouring” paraméterként és a specificitas biztositisa végett a detektalasi
kiiszobot olyan értékre allitottuk, amivel a negativ kontroll mintidban nem
volt sejt detektdalhatd. Ezt a kiiszobot alkalmaztuk a kevert GFP pozitiv €s

GFP negativ sejteket tartalmazo targylemezek vizsgalatakor.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Biokémiai modulatorok hatasa az 5-FU myelotoxicitasara

Az 5-FU, illetve annak moduldtorokkal és/vagy G-CSF-sel val6
kombinacidinak myelopoiesisre gyakorolt hatdsait négy paraméterrel
jellemeztiik. Az aldbbiak koziil az els6 harom a csontvelOre vonatkozik, mig
a negyedik a neutrofil granulocitdk szdma a periférias vérben.

(1)  cellularitas, a magvas csontvel0i sejtek szadma egy femurban;

(ii) CFUc frekvencia: 10° magvas csontveldi sejtbél képz6dé

kolonidk szadma;
(111) egy femur CFUc tartalma, valdjdban az el6z0 két valtozo

szorzata;



14

(iv)  Abszolut neutrofil szdm (ANC) a periférids vérben.

4.1.1. LV, Uvagy UDPG, és G-CSF hatdsa az 5-FU hematotoxicitdsdra
Amint az varhat6 volt, az 5-FU silyos myelotoxicitdsa mind a négy
paraméter esetén kimutathaté volt; ez egyben nyilvan eldfeltétele is volt
annak, hogy az 5-FU myelotoxicitdsat csokkentd hatdsokat vizsgalhassuk.
LV eldkezelés, ami a TS gatlas tartaminak megnyujtisaval feltételezhetden
szelektiven noveli az 5-FU tumorsejt ellenes toxicitdsat, kisérleteinkben az
5-FU myelotoxicitdsanak enyhe fokozodasat eredményezte.  Bar a
naponkénti Osszehasonlitds statisztikailag szignifikdns kiillonbséget nem
mutatott, az 5-FU eldtt LV-t kap6 csoport medidn értékei tobbnyire kisebbek
voltak, mint a csak 5-FU-t kapé csoportéi.  Annak ellenére, hogy
eredményeink azt sugalljak, hogy a LV tumorsejt szelektivitisa nem
abszolut, ez nem szol a kombinacio klinikai hasznalata ellen, hiszen annak
értékét a klinikai tapasztalat mar bizonyitotta.

Az U 5-FU myelotoxicitést csokkentd kedvezo hatasit eredményeinek
egyértelmlien igazoltdk. @ U ,rescue” hatisdra a csontveld medidn
cellularitdsanak minimuma kordbban jelentkezett és kevésbé alacsony volt, a
regeneracié pedig hamarabb indult meg. Az az idotartam pedig, amig a
medidn ANC a neutropenia szintje alatt (<0.3x10%/liter) volt, négy naprél
kettore csOkkent. Azonban az uridin legnyilvanvalobb hatisa a CFUc
frekvencia és a CFUc tartalom legalabb egy nagysdgrenddel val6
novekedésében jelentkezett az LV+5-FU addsa utdn mar az elsd vizsgalt
1ddponttol kezdddden. A regenerdcidos gorbék meredeksége alapjan arra
lehetett kovetkeztetni, hogy a csontvel6i CFUc populdcid regenerdcidjanak
sebessége az U ,rescue” hatdsira nem novekedett. Ezen eredményeink

legvaloszinlibb magyardzata az, hogy az U-rescue novelte a CFUc-k
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tulélését, és a nagyobb szamu életképes CFUc tette lehetOvé a csontveld
cellularitdsanak és a periférids vér ANC-anak korabbi regeneracidjat.

Az LV+5-FU utdan naponként adott G-CSF a csontveloben nem
okozott jelentOs valtozast a csak LV+5-FU-t kapo csoporthoz képest. Az
ANC tekintetében viszont megmutatkozott a G-CSF kedvez06 hatdsa: korabbi
és kevésbé alacsony minimum, valamint kordbbi visszatérés a kontroll
tartomdnyba. A neutropenia tartama (azon napok szadma, amelyeken a
medidn ANC kisebb, mint a neutropenia hatara) egy nappal csokkent (4-rol
3 napra). Ezen eredményeink azt mutattdk, hogy — amint az varhato volt — a
G-CSF el0Osegitette a neutropeniabol valo felépiilést. Az ANC-re gyakorolt
nyilvanvald hatés és a csontvel0 cellularitdsdra és CFUc tartalméra gyakorolt
minor hatds kozotti kiilonbség egy lehetséges magyarizata az lehet, hogy a
csontveldi CFUc-k egy oszt6do tranzit-populécid részei, amelyben a sejtek
fokozott termelodését fokozott kidramlads ellenstulyozhatja. Egy masik
lehetdség, hogy a G-CSF hatédsa elsdsorban a lépben jelentkezett, amit az
alabbi megfigyelések is tdmogatnak: (i) ismert, hogy ragcsalokban a 1ép
fontos helye a megnovekedett sziikséglet daltal indukalt fokozott
hematopoiesisnek; (i1) egerekben a G-CSF az 08s- és a progenitorsejtek
csontvel0bdl a 1€pbe torténd migracidjat indukalja.

A progenitor sejtek tulélését javito U, €s a granulocytopoiesist
elosegitd G-CSF kombinacidja tovabb javitotta az eredményeket. A kettOs
kombinéci6 feliilmulta mindkét 6nmagédban alkalmazott szert; a csontveld
restiticidjaban megfigyelt javuldssal egyiitt jart a neutropenia mérséklodése,
aminek mértéke meghaladta barmelyik szer kedvezo hatasdnak mértékét.

A LV+5-FU utani U kezelés helyettesitésére az UDPG-t is vizsgaltuk,
melynek biztonsdgossagi profiljat az U-nél kedvezdbbnek irtdk le. Az
LV+5-FU utan adott UDPG kedvezo6 hatdsai az uridinéhez hasonléak voltak,
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ideértve a G-CSF-fel megfigyelt szinergizmust is, aldtimasztva azt a
reményliinket, hogy az UDPG €s a G-CSF kombinéci6ja hasznos lehet a
klinikai onkoldgidban is az 5-FU vagy a LV+5-FU alkalmazas utani

neutropenia mérséklésére.

4.1.2. 5-etil-2’-dezoxiuridin (EDU) hatdsa az 5-FU csontvelotoxicitdsdra

Az EDU-nak, mint az 5-FU moduldtoranak egér vérképzésre gyakorolt
hatdsat azért vizsgdltuk, mert in vivo human tumor xenograftokkal végzett
vizsgalatokban ez a kombinacio igéretes tumor ellenes hatdst mutatott.
Ezekben a kisérletekben az 5-FU-t vagy egyszeri adagban (100 mg/kg) vagy
24 6ranként adott 6t egyenld részben adtuk be (5x20 mg/kg) és az EDU-t
(200, vagy egyszeri adag esetén, 400 mg/kg is) mindig az 5-FU beadasa eldtt
1 6raval alkalmaztuk.

Az 5-FU ugyanazon adagjdnak frakciondlt alkalmazdsa jelentdsen
csokkentette a myelotoxicitdst, mig az dnmagéaban alkalmazott EDU nem
mutatott szamottevd myelotoxicitist, de fokozta az 5-FU myelotoxicitdsat
mind a hdrom vizsgélt kombinéciés séma esetén. Noha az EDU toxicitast
noveld hatdsa az egyszeri adagolés esetén is megfigyelhetd volt, kiilondsen
sulyosnak a frakcionalt séma alkalmazdsa esetén bizonyult. A femordalis
CFUc tartalmat jellemz6 mindkét paraméter tobb nagysagrenddel
alacsonyabb volt az 5X[EDU+5-FU] csoportban mint a csak 5-FU-t kapé
csoportban. Az EDU kedvezdtlen hatisat az abszolut neutrofil szam (ANC)
€s a — klinikai szempontbdl kiillondsen relevans — neutropenia prevalencidja
is alatdmasztotta. A median ANC végig alacsonyabb volt, mint a csak 5-FU-
t kapo csoporté €s folyamatosan csokkent anélkiil, hogy a nadir elérésének
egyértelmi jele lathaté lett volna az 5 napos megfigyelési idOtartam végéig.

A neutropenia prevalencidja ehhez hasonléan a teljes megfigyelési
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iddszakban nagyobb volt az SX[EDU+5-FU] csoportban mint azokban az
egerekben amelyek csak 5-FU-t kaptak és ez a kiilonbség jelentdsen
szignifikans volt az 1., a 4. és az 5. napon. Valdjdban minden vizsgélt
hematolégiai paraméter azt mutatta, hogy a frakcionalds kedvez0 hatdsat az
EDU megszuntette.

Kralovanszky €s munkatdrsai, akik ugyanezeket az adagolasi sémdkat
alkalmaztdk, szintén megfigyelték, hogy az 5-FU toxicitasdinak EDU 4ltal
okozott fokozdédasa sulyosabb volt az ismételt adagolds esetén. Ugyanezen
szerzOk leirtdk azt is, hogy a tumorgatlé hatds novekedése sokkal nagyobb
volt, ha az EDU-t a frakciondlt adagoléasi sémaval kombinaltdk, mint akkor
ha az egyszeri adagoldsi sémanak megfeleloen adtdk. Eredményeink arra
utalnak, hogy az EDU-nak az 5-FU toxicitisait novelo hatdsa nem
korlatozédik a tumor sejtekre, hanem a nem malignus hemopoietikus
sejteken is megfigyelhetd.

Az egyszeri és a frakcionalt adagolds kozott az EDU hatdsdban
megfigyelt jelentds kiilonbségeket tobb tényez0 is magyardzhatja. Az EDU
Osszddzisa nagyobb volt és az ismételten kdérositott, folyamatosan
regeneralddo csontvelOben az EDU tovabb volt jelen. Sejtkinetikai faktorok
is fontosak lehetnek minthogy az 5-FU-r6l — egy sejtciklus specifikus
antimetabolitr6l — ismert, hogy a gyorsan proliferdld, regeneral6do
csontveldt fokozottan kérositja. Rdéadédsul az ismételt 5-FU adagolds utan
bekovetkez6 valtozasok az Ossejt dllomdnyban egyiitt jarhatnak a modulél6
anyagokkal, mint pl. az EDU-val, szembeni érzékenység novekedésével.

Barmi is volt az oka, hogy frakcionalt adas esetén az EDU jelentdsen
fokozta az 5-FU myelotoxicitasat, megfigyeléseink alapjan az EDU-t vagy
hozzd hasonld modulatorokat ismételten alkalmaz6 esetleges klinikai

vizsgélatokat kiilondsen gondosan kell tervezni és végrehajtani.
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4.2. Fluoropirimidin metabolizalé enzimek szintjének mérése pasztazo

lézer citometriaval (LSC)

Eleinte, a kettds jelolés alkalmazhatosdganak vizsgalatara, a TP méréseket
hasonlitottuk 0Ossze egyszeresen, illetve kettosen jelolt, egymadstol jol
elkiiloniilé sejtekben, normal ,,contouring”-ot alkalmazva. A relativ TP
szintek a mért sejtvonalakban hasonldak voltak fiiggetleniil attdl, hogy csak
TP ellenes antitesttel vagy mindkét (TP és DPD) antitesttel tortént a jelolés.
A harom daganatos sejtvonal koziil a T-24-ben mértiik a legalacsonyabb TP
szintet a ZR-75-1-ben pedig a legmagasabbat.

ElOzetes vizsgalatainkban szOveti metszetekben a ,.contouring”
sejtmagokra  torténd optimdalis bedllitisat igen nehézkesnek és
megbizhatatlannak taldltuk, ezért az LSC un. ,,phantom contouring”
képességét haszndltuk arra, hogy a metszetrol torzitismentes véletlen
mintavétellel gyljtsiink informaciot a fluoreszcencia intenzitds eloszlasarol.
Ugyanazon fluorokromok alkalmazasdval, ugyanazon hirom sejtvonalbol
készitett ,,mesterséges” szovetekben hasonlo relativ kiillonbségeket kaptunk
az egyes sejtvonalak kozott. A jel-zaj viszony javitdsa miatt a metszeteken
elonyos volt, hogy a ,phantom contouring” nélkiillozhetdové tette a
magfestést, igy a TP jelolésére Alexa 647-et haszndlhattunk, aminek az
excitacios-emisszios jellemzoi hasonléak a TO-PRO-3-hoz. Ez a valtoztatas
szinttn nem  okozott eltérést a  sejtvonalak  kozotti  relativ
fluoreszcenciaintenzitasok kiilonbségében.

A DPD és TP/DPD hanyados mérések jol elkiiloniilo sejtekben és
,mesterséges” metszetekben is konzisztensen azonos sorrendet adtak a

harom vizsgélt sejtvonalban. A legalacsonyabb DPD szintet a T-24
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sejtekben mértiik, a legmagasabbat pedig az MDA-MB-231 sejtekben. A
TP/DPD héanyados legnagyobbnak a ZR-75-1 sejtekben adodott, mig a T-24
és az MDA-MB-231 sejtekben joval alacsonyabb ért€keket mértiink. A
harom sejtvonalon végzett tobb mérés alapjan a T-24 és a ZR-75-1
sejtvonalakban mért fluoreszcenciaintenzitas értékek jol reprodukalhat6ak
voltak és egymastol jol elkiiloniiltek, igy ez a két sejtvonal alkalmasnak tlint
standard viszonyitasi alapnak a tumor metszetekben mért TP és DPD szintek
Osszehasonlitasdhoz.

Annak vizsgalatira, hogy az immunfluoreszcens mérések
Osszefliggésben dllnak a bioldgiai aktivitassal, az eredményeket
osszehasonlitottuk az MTT assay-vel végzett 5°-DFUR citotoxicitas
eredményekkel. Az 5-DFUR-ra az ZR-75-1 sejtek voltak a
legérzékenyebbek (50% gatlé koncentracié [ICso] = 38 uM), a legkevésbé
érzékenyek pedig a T-24 sejtek ([ICso] = 200 uM). Az MDA-MB-231
sejvonal az el0z0 kettd kozotti érzékenységet mutatott ([ICso] = 120 uM). J6
korrelaciot taldltunk az LSC-vel mért TP/DPD hényados €s a sejtvonalak 5’-
DFUR érzékenysége kozott.

Ezen eredményeink arra utalnak, hogy ez az LSC alapi moddszer
alkalmas lehet szoveti metszeteken kettds festés utdn a TP/DPD héanyados
direkt meghatdrozasara.  Szoveti metszeteken az individudlis sejtek
felismerésében a normdl ,,contouring”-gal tapasztalt problémak megoldédsara
az LSC ,phantom contouring” képességét vizsgaltuk. A ,,phantom
contouring” egy torzitismentes véletlen mintavételi protokoll, mely -
szemben a normdl sejtmagokon alapuld ,,contouring”-gal — nem feltételezi
az individudlis sejtek szabdlyos eloszlasidt, ami tumorszovetekben nem
altalanos, igy a metszeten beliill a fluoreszcenciaintenzitds eloszlasat

pontosabban képes jellemezni. Azonban fontos kiemelni, hogy a ,,phantom
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contouring” nem individudlis sejteket mér, hanem a kiilonféle
mikroanatomiai régiok (pl. tumorszovet, stroma, nekrotikus szovet,
gyulladdsos sejtekkel infiltrdlt teriiletek) fluoreszcencia intenzitasbeli
kiilonbségeit jellemzi.

Egy tumormetszetben bemutattuk modszeriink alkalmazhatosagat a
TP, DPD és a TP/DPD hédnyados metszeten beliili eloszldsanak jellemzésére.
A megbizhatobb jelolés és az ebbdl eredd pontosabb mérés miatt a harom
standard sejtvonalbdl készitett metszetet ugyanarra a targylemezre
helyeztilk, amelyen a tumorminta is volt. A tavoli vorés és a zold
fluoreszcencia hanyadosdnak hisztogramjai (mely megfelel a TP/DPD
hanyadosnak) a vartnak megfelelden azt mutattdk, hogy a TP/DPD hényados
a ZR-75-1 sejtekben nagyobb volt, mint a két masik sejtvonalban és a
tumormetszetben lényegesen nagyobb heterogenitds volt megfigyelheto.
Noha az LSC standard szoftvere is képes a TP/DPD hanyados eloszldsat
kiilonbozd szinekkel térképszertien bemutatni, azonban az igy kapott képek
min0Osége €s a mért kvantitativ informacié bemutatdsa nem megfeleld.
Ennek javitisdra kifejlesztettiink egy moddszert, ami lényegeseb jobb
min0ségli képeken mutatja az enzimszintek, illetve azok hdnyadosainak
eloszlasit a metszetben a szdmszeri mért értékek pontosabb
figyelembevételével.

Noha kisérleteink a TP és DPD mérésére Osszpontositottak, melyek
szerepe a fluoropirimidinek €s kiillondsen a capecitabin metabolizmusédban
jelentds, a leirt modszer elvben alkalmas lehet minden olyan rendszer
vizsgélatara, ahol a folyamatokat feltételezhetden befolydsolo fehérjék

ismertek és elleniik alkalmas antitestek elérhetok.
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4.3. Pasztazoé lézer citometria (LSC) érzékenységének vizsgalata ritka

GFP pozitiv sejtek detektalasara

Annak vizsgalatdra, hogy az LSC milyen érzékenységgel képes a GFP pzitiv
sejteket detektalni eldszor GFP transzgén egerek fenotipusdanak minimalis
mennyiségll periférids vérbol torténd megallapitasdra dolgoztunk ki
modszert. Ha a detektdlasi limitet ugy valasztottuk ki, hogy a negativ
kontroll periférias vérébdl izolalt mononukleéris sejteknek csak kb. 3-4%
volt a limit folott, akkor a GFP+/- és GFP-/- egerek teljes biztonsidggal
elkiilonithetdek voltak. Az atlagos fluoreszcenciaintenzitis a pozitiv
kontrollban legaldbb 4.4-szer nagyobb volt, mint a negativ kontrollban, ami
elegenddnek bizonyult a két fenotipus egyértelmii elkiilonitéséhez.

Az érzékenységi vizsgalatokhoz GFP+/— és GFP—/— egerek periférids
vérébal izoldlt mononukledris sejteket kevertiink 0ssze 1:1000 aranyban. A
sejtdetektdlast a zold fluoreszcencia mérés alapjan végeztiik az ,,Anyagok €s
médszerek” fejezetben lefrtaknak megfelelden. A tirgylemezekre 5x10°
sejtet helyeztiink, hogy a sejtek kozotti atfedést minimalizaljuk.
Targylemezenként kb. 35-50 erdsen zo0ld fluoreszcens sejtet sikeriilt
azonositanunk, ami az elméletileg lehetséges sejtszam mintegy 5-10%-a.
Figyelembe véve ezt az 5-10%-os taldlati val6szinliséget, valamint azt, hogy
egy citospin teriiletre lényeges dtfedés nélkiill maximum kb. 1x10° sejt
helyezhetd el, igy ha 100 GFP+/- sejt talalhat6 egy 1 millié sejtben akkor
legaldbb 5-10 sejtet képesek lesziink megtaldlni, ami minimdlisan kb. 1:10"
érzékenységnek fog megfelelni.

Ez a viszonylag alacsony érzékenység esetleg tovabb novelhetd, pl. a
GFP jel erOsitésével vagy az autofluoreszcencia csokkentésével, de enélkiil

is alkalmas lehet pl. a csontveloben vagy mds szovetekben megjelend
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mikrometasztatikus tumorsejtek detektdldsdra és ezzel egyidejileg egyéb
molekuldk megjelolésével a kornyezet és a metasztatikus sejtek

kolcsonhatdsainak in situ kvantitativ vizsgilatara.
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UJ EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA

Néhédny biokémiai modulator hatdsat vizsgédltuk a myelopoiesis 5-FU
altal okozott karosodasara egerekben. A csontveld kdrosoddsanak és
restiticidjdnak jellemzésére meghataroztuk a femoralis csontveld
cellularitasat és CFU-GM tartalmat, valamint a vérben talalhaté
neutrofil granulocitdk szamat. Az 5-FU-t LV-nal kombindlva
alkalmaztuk, mely a klinikai gyakorlatban alkalmazott szer az 5-FU

tumorsejt ellenes toxicitdsdnak novelésére.

Az LV+5-FU utdan adott uridin (U) jelentésen méréskelte ezen
kombinacié sulyos myelotoxicitisit minden fentebb emlitett
paraméter vonatkozdsaban. A plazma U szintjét szintén novelO és
emberekben biztosdgosabban alkalmazhaté uridin difoszfogliik6z
(UDPG) hasonlé kedvezd hatdsokat mutatott; ennek jelentOségét
tovabb noveli, hogy az UDPG elérhet6 humén felhasznaldsra — mas

indikéacioban — elfogadott gyogyszerként is.

LV+5-FU utdn naponta adott filgrastim, egy G-CSF készitmény,
javitotta a neutropenidbdl valé felépiilést. U és filgrastim
kombinacidja hatdsosabb volt az er6sen myelotoxikus LV+5-FU
kombindcié nem kivant hatdsainak kivédésében, mint U vagy
filgrastim 6nmagdban, igen jelentdsem mérsékelve az LV+5-FU iltal
indukdlt neutropenidt; az U-t helyettesito UDPG hasonl6 eredményt
mutatott. Magyarazat: az U azdltal potencidlta a filgrastim kedvezo

hatdsat, hogy novelte az LV+5-FU kezelést tulélo és erre a citokinre
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5.1.3.

5.2

reagdloé progenitorsejtek szamat. Ez a jelenség tovabbi vizsgéilatokat
indokol és hozzdjarulhat az LV+5-FU kombinicié hatékonyabb

klinikai alkalmazasahoz.

Irodalmi adatok szerint az 5-etil-2’-dezoxiuridin egerekben fokozta az
5-FU  tumorellenes  hatésat. Mi egerekben az 5-FU
myelotoxicitasdnak fokozodasat figyeltik meg, kiillondsen a
frakciondlt 5-FU adagolés esetén, ami arra utal, hogy féként a myeloid

progenitor sejtek késleltetett regeneracioja dllhat a hattérben.

Kifejlesztettiink egy pasztazod-lézer citometridn (LSC) alapuld uj
modszert a  fluoropirimidinekkel = szembeni érzékenység
meghatdrozdasban feltehetden szerepet jatszo két enzim, a TP és a
DPD hényadosdnak direkt és kvantitativ meghatirozdsara szoveti
metszetekben. Az LSC-t eredetileg targylemezen elhelyezkedo,
egymadstol jol elkiiloniild sejteken torténd kvantitativ fluoreszcencia
mérésekre fejlesztették ki, de a nagy sejtstirliség és a sejteknek a
vagasi sikhoz viszonyitott valtozatos elhelyezkedése, szoveti
metszetekben az egyes sejtek detektdlasat €s mérését nagyon
nehézkessé €s pontatlannd teszi.  Ezért mi szoveti metszetek
vizsgalatara egy torzitismentes sztereoldogiai megkozelitést — az LSC
,phantom contouring” funkcidjat — alkalmaztunk, ami a metszetek
kiilobozd régidinak fluoreszcencia intenzitisat pontosabban képes
jellemezni. Ez a modszer uj tavlatokat nyithat annak az
elgondoldsnak a tanulmanyozasihoz, hogy kiilonféle marker enzimek

vagy egyéb proteinek parallel mérése human tumorok hisztologiai
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mintdin hozz4jarulhat altaldban daganatellenes szerek, illetve

kiilondsen a fluoropirimidinek individualizalt hasznalatahoz.

Az LSC fentebb emlitett tulajdonsdgai Kkiterjeszthetok a tumor
metasztazis képzddés egy korai eseményének, a tumorsejtek
megtapaddsdnak vizsgalatara, feltéve, hogy minimdlis szdmu
tumorsejt konnyedén azonosithatd nagyszdmu normal sejt kozott. A
z0ld fluoreszcens fehérje (,green fluorescent protein” = GFP)
kiillobozo eredetli tumorsejtek hasznos markere lehet, ezért mi egy
GFP-pozitiv sejteket detektdlé LSC alapu moddszert dolgoztunk ki,
melynek szenzitivitisa 1:10". Ezt a szenzitivitdst egy olyan metédus
alkalmazdsaval értiik el, amelyben a detektaldsi kiiszobot a GFP
negativ sejtpopuldcioban detektdlt legmagasabb fluoreszcencia szint
folé allitottuk be, ezzel nagyon specifikusan elkiilonitve a GFP pozitiv
sejteket a GFP negativoktol, amelyek szintén relative nagy
autofluoreszcencidt mutattak a detektdlds hulldmhosszan. Ez a
szenzitivitas is alkalmas lehet GFP-vel jelolt sejtek detektdlasdra €s
ezzel egyidejlileg tobb kiilonféle marker mérésére megtartott
anatomiai struktirdk mellett, ami mds jelenleg elérhet6 moddszerrel
nem lehetséges. A ritka tumor sejtek identifikdlasnak és az LSC azon
képességének kombinicidja, hogy alkalmas a tumorsejtekben vagy a
kornyezd sejtekben levd egyéb jelolt markerek kvantitativ

vizsgalatdra, igéretesnek latszik a sejtek megtapaddasnak vizsgalatara.
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5-FU
ANC
CFUc
DPD
EDU
ELISA
FBS
FAUMP
G-CSF
GFP
GM-CFU
LSC

LV
MTT
RNA
TP

TS
UDPG
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ROVIDITESEK

5’-dezoxi-5-fluorouridin, doxifluridine, Furtulon®
S-fluorouracil

abszolut neutrofil granulocitaszam

Colony Forming Unit in culture

dihidropirimidin dehidrogenaz

5-etil-2’-dezoxiuridin

enzyme linked immunosorbent assay

fetalis borju savo (fetal bovine serum)
5-fluoro-2’-dezoxiuridin-5’-monofoszfat

Granulocyte Colony Stimulating Factor, filgrastim
green fluorescent protein

Granulocyte-Macrophage Colony Forming Unit
Pasztazo 1ézer citométer (Laser Scanning Cytometer) vagy
Pasztazo 1ézer citometria (Laser Scanning Cytometry)
leucovorin, 5'-formyltetrahidrofolat
3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,3-difeniltetrazolium bromid
ribonukleinsav

timidin foszforilaz

timidilat szint4z

uridin difoszfogliik6z



28

Az értekezés alapjaul szolgalé sajat kozlemények

Megyeri, A., Bacso, Z., Shields, A. & Eliason, J. F. (2005) Development of
a stereological method to measure levels of fluoropyrimidine
metabolizing enzymes in tumor sections using laser scanning
cytometry. Cytometry Part A, 64A, 62-71.

IF: 1.061

Megyeri, A., Kaplan, J. & Eliason, J. F. (2004) Laser Scanning Cytometry
for selection of green fluorescent protein transgenic mice using small
number of blood cells. Journal of Biochemical and Biophysical
Methods, 61, 183-187.

IF: 1.302

Eliason, J. F. & Megyeri, A. (2004) Potential for predicting toxicity and
response of fluoropyrimidines in patients. Current Drug Targets, 5,
383-388.

IF: 4.104

Megyeri, A., Benko, 1., Jeney, A., Kralovanszky, J. & Kovacs, P. (1996)
Effect of ethyldeoxyuridine on S5-fluorouracil-induced neutropenia.
Acta Physiologica Hungarica, 84,217-218.

Kovacs, P., Benko, 1., Megyeri, A., Hernadi, F., Jeney, A. & Kralovanszky,
J. (1994) Effect of uridine rescue on 5S-fluorouracil-induced
neutropenia. IN Einhorn, J., Nord, C. E. & Norrby, S. R. (Eds.) Recent
Advances in Chemotherapy. Washington, American Soc. Microbiol.
952-952.



29
Egyéb kozlemények

Gidali, J., Feher, 1., Megyeri, A. & Kovacs, P. (2001) Leukaemogenic
potency of WEHI-3B cells grown in vitro or in leukaemic mice. Bone
Marrow Transplantation, 28, 699-704.

IF: 2.554

Benko, 1., Kovacs, P., Szegedi, 1., Megyeri, A., Kiss, A., Balogh, E., Olah,
E., Kappelmayer, J. & Kiss, C. (2001) Effect of myelopoietic and
pleiotropic cytokines on colony formation by blast cells of children
with acute lymphoblastic leukemia. Naunyn-Schmiedebergs Archives
of Pharmacology, 363, 499-508.

IF: 2.472

Benko, I., Hernadi, F., Megyeri, A., Kiss, A., Somogyi, G., Tegyey, Z.,
Kraicsovits, F. & Kovacs, P. (1999) Comparison of the toxicity of
fluconazole and other azole antifungal drugs to murine and human
granulocyte-macrophage progenitor cells in vitro. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 43, 675-681.

IF: 3.296

Benko, I., Marodi, L., Megyeri, A., Kaposzta, R. & Kovacs, P. (1996) Effect
of granulocyte colony-stimulating factor on granulopoiesis of
congenital neutropenic children. Acta Physiologica Hungarica, 84,
169-170.

Benko, 1., Megyeri, A., Hernadi, F. & Kovacs, P. (1996) Antifungélis hatasu
imidazol-szarmazékok hatdsa egér csontvelosejtek in  vitro

koléniaképzésére. Acta Pharmaceutica Hungarica, 66, 241-245.



