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1. BEVEZETES

Napjainkban az dtmenetileg vagy tartésan immundeficiens betegek szdmédnak emelkedésével
megndtt a gombés fertdzések jelentdsége. A gombdk elleni védekezésben dontd szerepet
jatszanak a granulocytdk és monocytdk, igy a neutropenids betegekben stlyos szisztémdas
fertdzések alakulhatnak ki. A daganatos betegek neutropénids iddszakban bekovetkezd
haldlozédsaért tobb mint 50%-ban a szisztémds gombds fertdzések feleldsek a post mortem
vizsgdlatok szerint (Jehn 1988). A neutropenids betegek szisztémds gombds fertdzései
gyakran az antifungdlis terdpia ellenére fatdlis kimeneteliek. Klinikai tapasztalat, hogy a beteg
allapotdnak javuldsa, a megfeleld antifungdlis terdpia ellenére, dltaldban csak a myelopoiesis s
ezzel az abszoldt neutrophil sejtszim normalizaléddsa utdn varhaté (Bodey és mitsai. 1994;
Grauer és mtsai. 1994). Nem kozombos, hogy az alkalmazott gyogyszerek milyen tovabbi
karosodast okoznak az amugy is deprimélt csontveldben. Az egészséges csontveldt jelentdsen
nem kdérositd hatds is elegendd lehet ugyanis a mar mas okbdl karosodott csontveld

regeneracidjanak késleltetésére, mely a prognézist kedvezotleniil befolydsolhatja.

A szisztémds gombas fertdzésekben legrégebben alkalmazott szerek az amphotericin B és az
S-fluorocytosin szdmos mellékhatdssal rendelkeznek. Az azol antifungélis szereket kevésbé
toxikus csoportnak tartjdk. A klasszikus szerek mellett széleskorben felhaszndlast nyertek a
szisztémas fertdzések terdpidjaban, sot a neutropenids betegek esetében prophylaxis céljara
fluconazol, ill. itraconazol kezeléssel probdlkoznak (Bohme és mtsai. 1996; Ellis és mtsai.
1994; Glasmacher és mtsai. 1996; Powderly és mitsai. 1992; Tricot és mtsai. 1987). Az
amphotericin B csontveldtoxicitdsa kozismert (Bennett 1977; Charak és mtsai. 1991; Groll
1998; Koeffler és Golde 1977; Meeker és mtsai. 1983). Mivel az azol antifungélis anyagok
csontveldi hemopoiesisre gyakorolt hatdsai kevésbé feltartak, célunk az azol antifungalis

szerek granulopoiesisre gyakorolt hatdsainak vizsgélata volt.

A neutropenids betegek bakteridlis fertdzéseiben alkalmazott antibakteridlis antibiotikumok
csontvelotoxicitdsanak hasonléan fontos szerepe lehet. A [-laktdm antibiotikumok elleni
legfontosabb rezisztencia mechanizmus, a (-laktamédz rezisztencia kivédésére [-laktamaz

gatlokat alkalmaznak. Intézetiink j [—laktamdz-gatlo hatdssal rendelkezd molekuldk
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fejlesztésével is foglalkozik. Mivel tbb B-laktdm antibiotikum nagyobb ddzisokban,
hosszabb ideig alkalmazva gétolja a granulopoiesist (Hauser és mtsai. 1994; Neftel és mtsai.
1985; Neftel és Hiibscher 1987; Singh és mtsai.1993), a veliik kombindciéban alkalmazhaté
B-laktamdz gatlok hasonlé hatdsa a granulocyta-macrophag progenitor sejtek (GM-CFU)
koléniaképzésére sulyosbithatnd az antibiotikum toxicitdsat. Ezért a sz6bajovo vegyiiletek
GM-CFU sejtek koloniaképzd képességére gyakorolt hatdsainak vizsgédlatat mar a fejlesztés

korai fazisaban célul tiiztiik ki.

Az amphotericin B csontveld-depressziét okozé hatésait a fiziologids hemopoesisben szerepet
jatszo6 citokinek haszndlatdval prébéljak kivédeni (Charak és mtsai. 1994, Grauer és mitsai.
1994; Spielberger €s mtsai. 1992). Az amphotericin B kezelésre rezisztens esetekben G-CSF-
el kombindlva eredményt lehetett elérni llatkisérletekben (Matsumoto és mtsai. 1991). A G-
CSF, ill. a GM-CSF kiegészitd kezelés neutropénids betegekben is segit a gombas fertdzések
lekiizdésében (Dornbusch és mtsai. 1995; Stevens 1998). Ugyanakkor az azol antifungdlis
anyagokat is gyakran kombindljék granulocyta- ill. granulocyta-macrophag kolénia stimulalé
faktorokkal, mivel a polimorphonucleéris sejtek phagocyta és killing funkcidit fokozzak,
kivédik, illetve enyhitik a kiilonb6zd okokbdl kialakulé neutropenidt. Az azol antifungdlis
szerek statikus hatdstak, igy a phagocyta sejtek egylittmikodésére még inkabb sziikség van a
megfeleld terdpids hatds érdekében (Meunier 1994; Natarajan és mtsai. 1997; Niitsu és

Umeda 1996; Stevens 1998).

Napjainkban a human recombinans hemopoetikus novekedési faktorok méar a mindennapi
klinikai gyakorlat részét képezik. Hatdsuk a normdl hemopoetikus sejtek koléniaképzésére
valamint a vérben keringd érett sejtalakokra részletesen vizsgalt, ismert (Broudy 1997; Dexter
1993; Lowry 1992; Metcalf 1992; Mire-Sluis 1998; Vose és Armitage 1995). A cytopenids
allapotok gyakran vagy primeren, vagy secunder médon a hemopoetikus sejteket érintd
betegségekhez kapcsolédnak, vagy a hemopoetikus sejtek malignus betegségeinek
citosztatikus és/vagy sugarterdpidja idézi eld oket. Kevésbé ismert, hogy az alkalmazott
novekedési faktorok hogyan befolyésoljak a kéros hemopoetikus sejteket. Ennek vizsgélatira
a DEOEC Gyermekklinikdjaval kollabordlva a gyermekkorban leggyakrabban eldforduld
leukemiat, az akut lymphoid leukemidt (ALL) valasztottuk. Az ALL-t a lymphoid prekurzor

sejtek clonalis proliferdcigja jellemzi. B vagy T sejt progenitorokra jellemzd markereket
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viselnek, de nem differencialhatd valtozatok szintén eldfordulnak.

Az elsdsorban myeloid sejtvonalak proliferaciéjat €s differencidlédasat befolyasolé CSF-
ekkel kapcsolatos vizsgdlatok lymphoid leukemidk esetében eldszor a receptoraik
kimutatdsara irdnyultak, mivel ezt a myeloid és lymphoid leukemidk -elkiilonitésére
alkalmas djabb lehetdségnek gondoltdk. Ezt igazolni latszott, hogy Shimoda és mitsai.
(1992) valamennyi akut myeloid leukemids (AML) mintdban taldltak G-CSF receptort,
Jubinsky és mtsai. (1994) pedig GM-CSF receptort, mig az ALL-es esetekben nem vagy
csak elvétve, a myeloid antigéneket is hordoz6 akut lymphoid leukemidban (My+ALL)
pedig 5/6 esetben lehetett G-CSF receptor pozitivitdst kimutatni (Shimoda és mtsai.
1992). A stem cell faktor CD 117 néven is szerepld receptorat (c-kit) tobben csak az AML-
es esetekben taldltdk meg, az ALL-es mintdkban nem (Wang €s mtsai. 1989; Lauria és mtsai.
1995). Az elobbiekkel ellentétben Komada és mtsai. (1993) 10/28 ALL-es esetben mutattak
ki GM-CSF receptor pozitivitast, Knapp €és mtsai. (1994) az AML-es mintdk 80%-aban, de
az ALL-es mintdk kozel felében is taldltak c-kit expressziot.

Befolyasolhatjdk-e tehdt a lymphoid leukémids klon proliferdcidjat a terdpidsan szébajovo
novekedési faktorok, a G-CSF, a GM-CSF és az SCF? Errdl a koloniaképzést vizsgald
modszerek szolgdltathatjdk a legpontosabb informdcidt, hiszen a beteg szempontjdbdl a
folyamatos osztédésra képes, clonogen leukemids sejtek jelentik a vesz€lyt. A tumor sejtek
csak igen kis szdzaléka tartozik a clonogen sejtekhez, de ezek a sejtek tartjdk fenn a tumoros
populéciét (Lajtha 1981; Lowenberg és Touw 1993). Ezért valasztott modszeriinkkel a
leukemids csontveldi blast sejtek koloniaképzését vizsgaltuk. Mivel a G-CSF, GM-CSF és
SCF ALL-es clonogen blast sejtekre gyakorolt hatdsairdl kevés €s ellentmondédsos irodalmi
adat van, célul thztiik ki a G-CSF, GM-CSF és SCF hatdsainak vizsgélatat gyermekkori

akut lymphoid leukemids gyermekek csontveldi koloniaképzd sejtjeire.

Misok az esetek egy részében koloniaképzés fokozodast irtak le ALL-ben GM-CSF
(Freedman €s mtsai. 1993), ill. G-CSF, GM-CSF vagy SCF hatédsara (Drach és mtsai. (1994).
Ugyanakkor Piao és Okabe (1990) egy modositott G-CSF molekuldt hatdstalannak talalt.
Tsuchiya és mtsai. (1991) Ph' kromoszéma pozitiv ALL-es esetiikben taldltak G-CSF

receptorokat a blast sejteken, G-CSF és GM-CSF hatdsara proliferaciét tricidlt timidin
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beépiilés vizsgdlatdval, de kolénia novekedést nem tudtak kimutatni ezen citokinek
jelenlétében. A citokin hdl6zat miikodését figyelembevéve tgy gondoltuk, azt is érdemes
tanulmanyozni, hogy tobb citokin egyiittes jelenléte milyen hatdst gyakorolhat a
tumorsejtekre. Ot év alatt sikeriilt megfeleld szdmid csontveld mintat gy(jteniink

vizsgalatainkhoz.

CELKITUZESEK:

Célunk a neutropenids allapotokban alkalmazott egyes hatéanyagok normadl, ill. koros
hemopoietikus koloniaképzo sejtekre gyakorolt hatdsainak tanulmédnyozdsa volt. Az elobbiek

alapjan a vélaszra var6 kérdések €s feladatok a kdvetkezok:

1. Mennyire jellemzd az azol antifungdlis szerekre a granulocyta-macrophag

progenitor sejtek koloniaképzésének gatldsa?

2. Hogyan viszonyul egymdshoz a vizsgélt antifungélis anyagok toxikus potencidja?
3. Hogyan hatnak a fluconazol észter-szarmazékai a GM-CFU koldniaképzésére?
4. Van-e 0Osszefliggés az azolok egér és humdn csontveldsejtek tenyészeteiben

mutatott hatdsa kozott? Az egér kisérletekben meghatdrozhat6 adatok mennyire

prediktiv értékiiek a humén csontveldi sejtek érzékenységére?

5. Hogyan viszonyulnak az in vitro mérhetd koloniaképzést gatlé koncentracié-

tartomédnyok a terdpids adagok utdn in vivo észlelhetd koncentraciokhoz?

6. Hogyan viszonyulnak az in vitro koldniaképzést gatlé koncentricié-tartomanyok

az azol antifungdlis anyagok patogen gombakra vonatkoz6é MIC értékeihez?

7. A csontveldi granulocyta-macrophag progenitor sejtekre gyakorolt hatds



vizsgélata neutropenids dllapotokban szobajovo anyagok gyodgyszerfejlesztésének
korai szakaszdban. Intézetink 1j, [-laktamdz géatlo hatdssal rendelkezo

anyagainak vizsgalata.

Befolyésoljék-e az akut lymphoid leukemids betegek komplex kezelése sordn
sz6bajohetd citokinek, a G-CSF, GM-CSF és SCF a leukemids blast sejtek

kol6niaképzését?

Képesek-e fokozni a citokin kombindciok az egyes citokinek ALL-s betegek

lymphoblastjainak kol6niaképzésére gyakorolt hatdsait?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. SZISZTEMAS GOMBAS FERTOZESEKBEN ALKALMAZHATO ANTIFUNGALIS

GYOGYSZEREK

Az antifungdlis terdpia szdmdra a griseofulvin és a nystatin voltak a legeldszor
hozzéaférhetd szerek (1949-t61). A griseofulvin nagyfoku toxicitdsa és a nystatin rossz
farmakokinetikai jellemzdi (pl. gyakorlatilag nem szivédik fel a gyomor-bél traktusbol)
nem teszik lehetové szisztémds fertdzésekben széleskorli felhaszndldsukat. A nystatin
tovabbfejlesztésével sikeriilt legalabb intravéndsan adhaté polién antifungdlis
molekuldhoz jutni 1957-ben. Ez az elsd €s azéta is jol haszndlhatd szer szisztémads
gombds fertdzések kezelésére az amphotericin B (AMB). Az AMB hazéinkban
Ambisome, Amphocil, Fungizone porampulla gydgyszerkészitményként taldlhaté meg.
Néhény évvel késobb az 5-fluorocytosin (5-FC, Ancotil inftizi6) keriilt forgalomba, mely
szintén csak intravéndsan adhat6. Bar antifungalis spektrum és hatdsossag szempontjabol
mdig nélkiilozhetetlen antifungélis vegyiiletekrdl van szd, szdmos mellékhatdsuk, infiziés

alkalmazasi médjuk korlatozza felhaszndldsukat (Fromtling 1987).

Sokdig varatott magéira egy kevésbé toxikus molekulacsaldid megjelenése. A 60-as
években fejlesztésre keriild azol antifungdlis vegyiiletek tintek ilyennek, melyek koziil
eloszor a miconazolt haszndltdk inflizids kezelésként szisztémds fertdzésekben. A
miconazolt ma mar inkdbb csak lokdlis kezelésekre alkalmazzdk toxicitdsa miatt.
Mazipredonnal kombindlva Mycosolon kendcs, metronidazollal kombinédlva Klion-D 100
hiivelytabletta formdjéban van forgalomban. Silyos szisztémads candidiasis, aspergillosis,
cryptococcosis vagy coccidioidomycosis kezelésében ma is szerepet kaphat a miconazol,

ha a kérokoz6 més antifungélis anyaggal szemben rezisztens, de miconazolra érzékeny.

Az azolok koziil az elsd hosszitavon is sikeres molekula a szisztémés gombads fertdzések
kezelésére a 70-es évek elején bemutatott ketoconazol (Nizoral tabletta) volt. A
sikeresség oka a jobb terdpids index és a per os alkalmazhat6sdg volt, mely a

hosszantarté kezeléseket is lehetové tette a beteg otthondban. Bar a bioldgiai



hasznosuldsa 75% per os alkalmazds utdn, gondot jelent, hogy a gyomornedv pH
viszonyai, igy a tdplalkozds nagymértékben befolydsolhatja. A tart6s alkalmazds sordn
bontakozott ki, hogy a mdj cytochrom P-450 enzimrendszerére gyakorolt gitlds tobb
mellékhatds és gyodgyszerinterakcié oka lehet. A ketoconazol (Nizoral krém, sampon)

szintén alkalmas helyi kezelésre.

Az altalunk vizsgdlt 6t imidazol-szarmazék koziil a tobbit, a clotrimazolt (Canesten
hiivelytabletta, kendcs és oldat, Candibene spray), az econazolt (Pevaryl krém, paszta,

Pevaryl G és Gyno-Pevaryl hiivelykup) és az oxiconazolt lokdlisan alkalmazzak.

A 80-as évektdl az elobbi imidazol molekulacsalad mellett megjelentek a triazolok (Fromtling,
1987; Kauffman and Carver 1997). Koziilikk a fluconazol (Diflucan, Mycosyst, Mycosyst-
Gyno kapszula, infizid), itraconazol (Orungal kapszula) napjaink széleskorben alkalmazott
antifungélis vegyiiletei. A triazol szerkezetmddositastol jobb hatiserdsséget, nagyobb
specificitdst vartak kevesebb gyodgyszerinterakciéval, mivel a cytochrom P-450
enzimrendszerre 1ényegesen kisebb gétlast gyakorolnak mint az imidazolok (Groll 1998). A
saperconazol fejlesztése megtorpant, mivel az A&llatkisérletekben mellékvese tumor

kialakulasat okozta (Groll 1998).

Az azolok tovabbfejlesztésével parhuzamosan a polién molekulacsaldd toxicitdsdnak
csokkentésén is dolgoztak. Tobbféle lipidkomplex, ill. liposzomdlis gydgyszerforma
tervezésével sikeriilt az amphotericin B terdpids indexén javitani (Clark és mtsai. 1991;
Janoff és mtsai. 1993; Mehta és mtsai. 1989; Swenson és mtsai. 1998). Ma mar a
liposzémalis nystatinnal is igéretes vizsgalatok zajlanak (Carrilo-Munoz és mtsai. 1999;

Groll és mtsai. 1999).

2.2. AZ ANTIFUNGALIS ANYAGOK VERKEPZESRE GYAKOROLT HATASAI

Hematoldgiai toxicitdsra vonatkozéan az amphotericin B-vel kapcsolatban taldljuk a
legtobb irodalmi adatot. Ugyanakkor szdmos egyéb mellékhatdst is okozhat, melyek
koziil a nephro- és hepatotoxicitds a legsilyosabbak (Butler 1964; Miller és Bates 1969;

Takécs és mtsai. 1963; Utz és mtsai. 1964). Klinikai tanulményokban a hemoglobin
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koncentracié 18-35%-os csokkenését tapasztaltik, melyet az egyéb lehetséges okokat
kizérva az erythropoiesis csokkenésével lehetett magyardzni (Brandriss és mtsai. 1964).
Nem jétszhat szerepet ebben a human erythrocytdk membranjanak kdrositdsa sem, mivel
az AMB csak joval a terdpids koncentracio-tartomany felett befolydsolja a vorosvértestek
permeabilitisit (Butler és Cotlove 1971). Lin és mtsai. (1990) 3 beteg adatait
feldolgozva azt taldltdk, hogy az amphotericin B kezelés alatt az erythropoietin szint
elmarad az anemia fokdnak megfeleld értékektdl, igy ez is hozzdjarulhat az anemia

fokozodasahoz.

Az AMB hatéasat a csontveld vérképzésére in vitro eloszor Koeffler és mtsai. (1977)
vizsgaltdk. Egér, ill. human csontveldtenyészeteket alkalmazva megallapitottak, hogy az
amphotericin B mind az erythroid mind a macrophag-monocyta progenitor sejtek
koldniaképzését dozisfiiggden gatolta. Az 50%-os gétlast kivalté koncentraciokat 2,0-
2,5 mg/l kozott mérték a CFU-E és GM-CFU egér ill. human progenitor sejtekre
vonatkoztatva. Charak €és mtsai. (1991) 2 mg/l koncentracional 30%-os gétlast
tapasztaltak mindkét progenitor sejtféleségre, mig Meeker és mtsai. (1983) a GM-CFU
sejtek vonatkozdsdban 10 mg/l-nek taldltdk az IC50 értéket normal human
csontvelotenyészetekben. Anemidt in vivo gyakran észlelnek a kezelt betegekben,

neutropenidt ritkdbban (Groll 1998, Harari 1999).

Az 5-fluorocytosin esetében, melyet az AMB-vel gyakran kombindciéban alkalmaznak,
neutropenidt, thrombocytopenidt, pancytopeniat 5%-ban észleltek (Bennet 1977; Groll
1998). A csontveldore gyakorolt toxicitds eloforduldsi gyakorisdga Kkifejezetten és
dozisfiiggden nd 100 mg/l szérumkoncentracié felett (Kauffmann és Frame 1977).
Azonban csontveldtoxicitdsra utald egyértelmi  jelek mar joéval 100 mg/l
sz€érumkoncentracié alatt is eldfordulhatnak (Groll, 1998). A szérum 5-flourocytosin
koncentracidjdnak monitorozdsit javasoljak, hogy elkeriilhetd legyen az akér teljes

csontveld elégtelenségig fokozddo karosodas, mely a beteg életébe keriilhet.

Az S-fluorocytosint amphotericin B-vel kombindlva csontvelore gyakorolt hatdsuk
osszeadddhat. Kombindlt kezelést alkalmazva a betegek 15%-éaban észleltek leukopeniat,

11%-ukban thrombocytopeniat, és a 194 beteg koziil egy csontveld aplasia miatt halt
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meg egy multicentrikus vizsgdlat adatai szerint (Stamm és mtsai. 1987). Hiddemann és
mtsai. (1991) kontrollalt klinikai tanulmanya 87 AML-es betegrol szamol be, akiknél a
citosztatikumok karositotta csontveld vérképzésének regenerdcigjat késleltette az
AMB+5-FC kombindlt antifungdlis terdpia, a neutropenia idotartama szignifikdnsan

hosszabb volt, mint a kontroll csoportban.

Bar az azol antifungdlis anyagok tgy tlinik kevesebb mellékhatdssal rendelkeznek, mint a
klasszikus amphotericin B és az 5-fluorocytosin, hepatotoxicitdssal kell szdmolni, mely
az dtmeneti enzim emelkedéstdl silyosabb majkirosodasig terjedhet (Lavrijsen és mtsai.

1992; Trujillo és mtsai. 1994; Viscoli és mtsai 1991).

A ketoconazol a steroid szintézis megzavardsival férfibetegekben gynecomastiat és
oligospermidt idézhet eld, ill. mellékvese hypofunkciét eredményezhet. A triazolok
kevésbé hatnak a steroid szintézisre, de az itraconazol 400 mg napi dézisai mellett 1%

elofordulasi gyakorisaggal jelentkezhet gynecomastia (Tucker 1990).

Hematoldgiai toxicitdsuk mérsékeltebbnek mutatkozik a klasszikus vegyiiletekkel
Osszehasonlitva. A miconazol kb 5,5%-ban okoz anemiit, mely magasabb dézisok
alkalmazéasanal akar 40-70%-os incidencidt is mutathat egyes szerzok szerint (Sung és
Grendahl 1977). Ugyanakkor az erythrocytdk aggregicidja figyelhetd meg az infuziét
kovetden (Stevens et al 1976). A fluconazol trombocytopenidt okozhat (Agarwal és
mtsai. 1990; Sugar és Saunders 1988). Néhdny esetben észleltek fluconazol kezeléshez
tarsulé agranulocytosist. Ezekben dozist6l és a kezelés idotartamdtdl fiiggetleniil
jelentkeztek a tiinetek (Wong-Beringer és Shriner 2000). Az itraconazol a betegek 0,5%-
aban okoz trombocytopenidt (Tucker et al. 1990). Leukopenia szintén eldfordul (Graybill
és mtsai. 1990; Horst és mtsai. 1996), mig Denning és mtsai. (1989) csak az AIDS-es

betegek korében észlelt neutropenidt az itraconazol kezelés alatt.

Bér az eldbbiek alapjdn az azolok a csontveldre kevésbé toxikusnak tinnek, Meeker és
mtsai. (1983) a miconazolt és a ketoconazolt vizsgdlva direkt gétlast tudott kimutatni
csontveldtenyészetekben a GM-CFU sejtek koloniaképzésére. Az 50%-os gatlashoz 10-

15 mg/l sziikséges a ketoconazolbdl és kb 4 mg/l a miconazolb6l humén progenitor
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sejtek esetében. Ennek alapjan felvetddik a kérdés, mivel gyakran neutropénids betegek
gombds fertdzéseinek kezelésére alkalmazzuk Oket, mennyire biztonsdgosak a vérképzd
sejtek szempontjabdl az azol antifungélis vegyiiletek. Kisérleteinkkel erre a kérdésre

kerestiik a valaszt.

2.3. A G-CSF, GM-CSF ES SCF SZEREPE AKUT MYELOID ES LYMPHOID

LEUKEMIA KEZELESEBEN

A vérképzés fizioldgids serkentd faktorainak a kiillonbozd etiologidju cytopenidk
kezelésére torténd felhaszndldsa kézenfekvonek latszott, és gyorsan elterjedt az utébbi
évtizedekben. Eloszor az erythropoietin nyert torzskonyvezést, majd a G-CSF és GM-
CSF gazdagitotta a lehetdségeket. Akut leukemids korképekben a G-CSF és GM-CSF

tobbféle céllal kertilhet alkalmazdsra, ill. kiprobaldsra.

A G-CSF, ill. GM-CSF lehetséges felhaszndlasi teriiletei akut leukemidk kezelése sordn a
kovetkezok:
- A daganat-kemoterdpids szerek, radioterdpia csontveld kdérositdsa utdni
regeneracid elosegitése
- A daganat-kemoterdpia intenzifikdldsa, a dézisok emelése az alkalmazott
kezelési protokollokban
- Intervencios kezelés ldzas neutropenia vagy igazolt fertozés esetén
- Csontveld transzplantécié eldtti magas dozisu kemoterédpia
- Csontveld transzplanticié utdn a transzplantitum korai megtapaddsinak, a
hemopoiesis helyredllitisanak eldsegitése
- Ossejt mobilizals csontveld transzplanticié céljabol
- A leukemids blast sejt populdcié csokkentése a ,,priming hatds” segitségével

(Ohno 1994, 1998; Ottmann és Hoelzer 1998; Welte 1996)

A GM-CSF dltaldban a G-CSF-éhez hasonld hatdsokkal rendelkezik, kivéve, hogy az
érett macrophagok funkcidira tobb direkt stimuldlé hatdsa van, mint a G-CSF-nek

(Rapoport 1992), de tobb a mellékhatdsa (Rogers 1992). A szisztémds gombds
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fertdzésekben és parazita fertdzésekben a macrophagok stimuldcidja miatt jobb valasztas

lehet a G-CSF-nél (Fleischman 1993).

A stem cell factor (SCF) még klinikai kiprobélési szakaszban van. Mint Gssejt faktor a
korai fejlodési fazisban, mind a prekurzor, mind a progenitor sejtekre hat, igy tobb
sejtvonal expanzidjat okozhatja. Foemldsokben jelentds csontveld hypercellularitast
lehetett elérni 200 pg/kg/map dozisban, emelte mind a GM-CFU mind a BFU-E
progenitor sejtek eldoforduldsi gyakorisdgat (Andrews és mtsai. 1991). Emberben szintén
kimutathat6 a csontveldben mérsékelt hyperplasia harom sejtvonal expanzidjaval, a
promyelocyta, proerythroblast és a hizésejtek szimanak novekedésével (Orazi és mtsai.

1995).

A stem cell faktor gy tlinik tobb mellékhatdssal rendelkezik, mint a G-CSF és GM-CSF,
mivel tobb sejtvonal hyperplasidja johet 1étre. Hatdséhoz mds exogen vagy endogen
citokinek is sziikségesek, ami fokozza a mellékhatdsok valészinliségét. A legnagyobb
gondot a stlyos anaphylactoid reakcidk jelentik, valdszintileg a hizdsejtek felszaporodasa
miatt. Igy lelassult fejlesztése a klinikai stddiumban. ValdészinQ gyakorlati felhasznéldsa
az Ossejtek mobilizaldsdban lesz, mivel G-CSF-el kombinicidéban kisebb ddzisokban is
jelentdsen fokozza a G-CSF mobilizdlé hatdsat, bar jelentds kiilonbségek (100x-0s)

észlelhetok az egyes betegek kozott (Weaver és mtsai. 1996).

2.3.1. A G-CSF és GM-CSF beépitése az ALL kezelési protokolljaiba

Gondolvén, hogy a myeloid novekedési faktorok hatdsai az ALL-es blast sejteken az
AML-hez viszonyitva kevésbé varhatok, az djabb ALL-es protokollokba prébaljak ket
beilleszteni. A kemoterdpids kezelések utan elkezdett CSF terdpia tobb tanulmany szerint
nem okozott kedvezodtlen hatasokat (Ohno 1994, 1998; Pui és mtsai. 1997). Elsdsorban
a fertdzéses szovodmények csokkentésére a magas kockdzati gyermek és felnott ALL-es

betegek kezelésének menetébe illesztették be a CSF-eket.
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Az eurdpai orszagok daltal elfogadottan haszndlt, a német leukemia tdrsasdg
gondozdsdban folyamatosan dtgondolt és mddositott ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-
Miinster) protokoll 1995-6s véltozatdban a high-risk (magas kockdazatd) esetekre
vonatkoz6 ag tartalmazza a G-CSF kezelést 5 pg/kg/nap dozisban minden kemoterdpias
blokk utdn. Ennek elozményeként Ottmann és mtsai. (1993), Welte és mtsai. (1996)
vizsgaltdk a G-CSF hatdséat. Ottman és Hoelzer (1998) osszefoglalta a CSF kezelésekre
vonatkoz6 klinikai farmakoldgiai vizsgélatokat. Azt taldltdk, hogy mig a kemoterdpids
blokkok utdn adott kezelésnek mindig pozitiv hatdsa volt a neutrophil szdm
emelkedésére, a kemoterdpia alatt folyamatosan adagolt CSF kezelés nem mindig volt

hatasos.

A kemoterdpidval egyiitt alkalmazott CSF kezelés esetleg szinkronizdcidra lehet
alkalmas. A szinkronizdciéval az elozdleg nyugvé féazisban 1€vo leukemids sejtek
érzékenyebbé vidlnak a sejtciklus specifikus citosztatikumok irdnt. Molgramostimmal
(GM-CSF) Bettelheim és mtsai. (1991) 18 frissen diagnosztizalt AML-es beteg esetében
magasabb ardnyban tudtak teljes remissziét elérni, mint az addigi, torténeti kontrollként
szolgdalo eseteikben. Azonban e tekintetben ellentmonddak az irodalmi adatok. Estey és
mtsai. (1992) épp ellenkezoleg, ugyancsak AML-es betegeknél a teljes remisszioba
keriilok ardnydnak csokkenését tapasztaltdk szintén molgramostim hatdsdra. Tébben nem

taldltak szignifikans valtozast (Ohno 1998).

Mivel Komada és mtsai. (1993) My+ALL-es esetekben nagy ardnyban taldltak G-CSF és
GM-CSF hatasara DNS szintézis fokozddast az ALL-es blast sejtekben, Visani és mtsai.
(1996) ugy gondoltdk, hogy ALL-es betegekben is lehet szinkronizdcids hatdst elérni G-
CSF-el. Az éltaluk kialakitott FLAG protokollban a fludarabin+cytosin arabinosid
kombindciéhoz adtdk a G-CSF-et. A My+ALL-es betegekben 6/6 esetben sikeriilt

komplett remisszidt elérniiik.

24. A MYELOID KOLONIA STIMULALO FAKTOROK HATASA AZ AML-ES BLAST

SEJTEKRE
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A myeloid kolénia stimuldlé faktorok proliferaciét fokoz6 hatdsa az AML-es blast
sejtekre nem meglepd. Szamos cikk szol arrdl, hogy a G-CSF vagy GM-CSF in vitro és
in vivo fokozza a myeloid leukemids sejtek proliferacidjat. AML-es betegek csontveldi
leukemids blast sejtjein 11/15 esetben tudott GM-CSF receptorokat kimutatni, 9/15
betegben pedig a GM-CSF fokozta a tricidlt timidin beépitését (Budel é€s mtsai. 1989). A
G-CSF 7/7 esetben az AML-es sejtek koloniaképzését fokozta (Piao és mtsai.1990). A
GM-CSF hatdsosabbnak tinik a G-CSF-nél Komada és mtsai. (1993) vizsgalataiban.
Mindkét CSF hatdsat tanulmanyoztdk ugyanazon betegek blast sejtjeire. Fokozott timidin
beépiilést figyeltek meg 21/26 esetben GM-CSF, mig 12/26 esetben G-CSF hatdsara.
Mirro és mtsai. (1993) az 52 AML-es beteg felénél tapasztaltak timidin incorporatioval
proliferaciét mind a G-CSF, mind az GM-CSF esetében.

Az SCF szintén fokozhatja az AML-es betegek blast sejtjeinek proliferaciéjat, 12/17
esetben fokozta a DNS szintézist, €s kb 10 ng/ml volt az 50%-os hatédst kivaltd
koncentraci6. A koléniaképzést G-CSF-el, ill. GM-CSF-el kombiniciéban fokozta
(Pietsch €s mtsai.1992). Kubota és mtsai. (1994) 3/10-ben kol6nia képzodést figyeltek

meg onmagaban alkalmazott SCF hatdsara.

A CSF-ek in vivo szintén stimuldljdk az AML-es blast sejteket. Bar e hatds
szinkronizdcié céljara valé felhaszndldsara torténtek probdlkozasok, az eredmények
ellentmondésosak voltak. Tobb cikk arrdl is beszamol, hogy a leukemids sejtek kifejezett
expansiojiat okozzdk a beteg dallapotdnak romldsdval. Baer és mtsai. (1996) 27/28

kezeletlen AML-es beteg G-CSF addsakor tapasztaltik ezt.

2.5. A MYELOID KOLONIA STIMULALO FAKTOROK HATASA AZ ALL-ES BLAST

SEJTEKRE
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Bar a myeloid kolénia stimuldlé faktorok fizioldgids hatdsspektrumat tekintve nem
varhaté az akut lymphoid leukemids blast sejtjek proliferaci6janak fokozdsa, Kiss és
mtsai. (1993) SCF esetében tapasztaltak proliferdcié fokozé hatdst egy T-ALL-es
sejtvonalon. Tobb szerzd SCF, G-CSF vagy GM-CSF receptorokat tudott kimutatni
ALL-es betegek leukemids sejtjein. Shimoda és mitsai. (1992) csak My+ALL-es
esetekben taldltak G-CSF receptorokat, My-ALL-es eseteikben nem, mig sokan masok
nemcsak myeloid pozitiv antigénekkel rendelkezd ALL-es esetekben is. Ugyanakkor
ellentmonddak az irodalomban taldlt adatok, hiszen az elobbi CSF-ekkel kapcsolatban
receptor negativ ALL-es eseteket szintén leirtak. Az irodalmi adatok Osszefoglaldsat az

1. tablazat tartalmazza.

Ezek a receptorok részben funkcidképesek és proliferativ vélaszok is kivélthatok rajtuk
keresztiil. A legtobbet a koloniaképzést vizsgdlé modszerek mondhatnak errdl, hiszen a
beteg szempontjabdl hosszabb tdvon a folyamatos osztédasra képes, clonogen leukemids
sejtek jelentik a veszélyt. A tumor sejtek csak igen kis szdzaléka tartozik a clonogen
sejtekhez, de ezek a sejtek tartjdk fenn a tumoros populdcidt, és okoznak leukemids
betegséget (Lajtha 1981; Lowenberg és Touw 1993). Az ALL-es blast sejtek
kol6niaképzését az elobbi CSF-ek jelenlétében kevesen vizsgaltdk. Freedman és mtsai.
(1993) valamint Drach és mitsai. (1994) az esetek egy részében koloniaképzés
fokozodast irtak le GM-CSF, ill. G-CSF+ GM-CSF hatésara. Piao és Okabe (1990) egy
modositott G-CSF-el tortént vizsgadlatban azt nem taldltdk hatdsosnak. Handa és mtsai.
(2000) G-CSF-el tudtak 4/14 esetben kifejezett ALL-es blast koloniaképzés fokozddast

kimutatni.

A G-CSF ALL-es blast sejtekre gyakorolt in vivo hatdsdnak lehetdségét Kita és mtsai.
(1993) vetették fel. Relapsust észleltek G-CSF kezelés kozben egy olyan CD7+ ALL-es

betegiiknél, akinek leukemids sejtjei in vitro eldzodleg stimuldlhatok voltak G-CSF-el.

1. tdblazat Myeloid CSF receptorok elofordulésa ALL-es betegek blast sejtjeinek

felszinén
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CSF | Receptor pozitiv/ Irodalmi forras Receptor negativ/ Irodalmi forras
oOsszesetszam oOsszesetszam
SCF 4/12 Nishii és mtsai. 1992 19/19 Kubota és mtsai.1994
17/24 Drach és mtsai. 1994 36/37 Lauria és mtsai. 1995
9/23 B-ALL Knapp és mtsai. 1994 8/8 Muroi és mtsai. 1995
4/7 T-ALL
177 Tomeczkowski és mtsai.
1995
3/9 T-ALL Sykora és mtsai. 1997
15/819 Bene és mtsai. 1998
GM- 7/19 Freedman és mtsai. 1993 | 5/5 Park és mtsai. 1989
CSF 3/13My+B-ALL | Komada és mtsai. 1993 21/21 My- ALL | Komada és mtsai. 1993
1/3 My+T-ALL
18/23 B-ALL Drach és mtsai. 1994 4/4 T-ALL Drach és mtsai. 1994
Jubinsky és mtsai. 1994
G-CSF 5/6 My+ALL Shimoda és mtsai. 1992 3/3 My-ALL Shimoda és mtsai. 1992
27127 Drach és mtsai. 1994 18/18 Touw és mtsai. 1989
13725 Shinjo és mtsai. 1997 5/5 T-ALL Park és mtsai. 1989
5/5 Piao és Okabe 1990
79/80 Mirro és mtsai. 1993

Az eldbbi, egymdsnak ellentmondé irodalmi kozlések alapjan felvetddik a gyand, hogy a

fizioldgids hatdsaiktol eltérden ezek a dontden myeloid sejtvonalakon haté koldnia

stimuldlé faktorok a lymphoid eredeti leukemids sejtek proliferdcidjat is serkenthetik.

Ennek vizsgalatat tiztiik ki célul gyermekkori akut lymphoid leukemids esetekben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. ISMERT HATOANYAGOK

Az antifungélis anyagokat tiszta hatéanyag formdjaban az oldészerben frissen feloldva, majd
taptalajjal megfelelden higitva haszndltuk. Az imidazol szarmazékok a kovetkezok voltak:
clotrimazol, Ms: 344,84; econazolnitrat, Ms: 444,7; miconazol, Ms: 416,12; ketoconazol,
Ms: 531,13; oxiconazol, Ms: 492,1 (Janssen Pharmaceutica Inc., Beerse, Belgium). A triazol
szarmazékok koziil a kovetkezOket vontuk be kisérleteinkbe: itraconazol, Ms: 705,64;
saperconazol, Ms: 672.73 (Janssen Pharmaceutica Inc., Beerse, Belgium) és fluconazol, Ms:
306,3 (Pfizer, Sandwich, Anglia). Ezeket 0,1 N HCI és 96% ethanol 2:1 ardnyu keverékében
oldva, 150 mg/l-es torzsoldatbdl higitottuk, ugy, hogy a sésav végkoncentricidja a
tenyészetekben a kontrollt is beleértve minden esetben 0,00033 N, az etanolé 0,16% volt.
Ebben a koncentracidban az oldészer nem befolyésolta a koloniaképzést. Az itraconazol és a
saperconazol szintén a fenti oldészerkeverékben oldédott, de 2 6rds 80°C-os inkubdldst is
igényeltek ehhez. Ez az eljards nem befolydsolta stabilitdsukat, ahogy ezt az Igazsigiigyi
Orvostani Intézetben Dr. Somogyi Géabor segitségével végzett vékonyréteg kromatografids és
HPLC vizsgdlatokkal bizonyitottuk. Az azol antifungdlis anyagok logP értékeit a
Semmelweis Egyetem Szerves Kémiai Intézetében prof. Dr. Matyus Péter szamitotta ki

Ghose-Crippen szamitégépes program felhasznalasaval.

Az S-fluorocytosint (Ms: 129,1; Roche, Svijc) steril desztilldlt vizben oldottuk. Az
amphotericin B hatdéanyagot gyari készitményébol oldottuk fel mindig frissen a
vizsgélatainkhoz. A Fungizone készitmény (Squibb, Hounslow, Middlesex, Anglia) az
amphotericin B (Ms: 924,1) hatéanyagon kiviil Na-deoxycholatot tartalmaz. Ennek
megfelelden a kontroll tenyészetekben és valamennyi amphotericin B koncentricié esetén a

Na-deoxycholat olddszer végkoncentracidjat azonos értékre (8,2 mg/l) allitottuk be.

3.2. UJONNAN SZINTETIZALT VEGYULETEK
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A kisérleteinkhez sziikséges vegyiileteket a MTA Kozponti Kémiai Kutaté Intézete 4llitotta
eld munkacsoportunkkal kooperdlva. Dr. Tegyey Zsuzsanna és Dr. Kraicsovits Ferenc
kisérleteinkhez a kovetkezd fluconazol észterszarmazékokat és gamma lacton tipusi

vegylileteket szintetizaltak:

Fluconazol szdrmazékok: béta-fenil-propionil-fluconazol, Ms: 511,36; fluconazol-krotonat,
Ms: 447.27; fluconazol-kaproniat, Ms: 478,35. Valamennyi vegyiilet NMR analizise
megfelelden bizonyitotta azonossdgukat. Ezek a szdrmazékok csak dimetilsulfoxidban
(DMSO) oldédtak, igy - a kontrollként haszndlt fluconazol anyavegyiilettel egyiitt - DMSO-
ban oldottuk dket, melynek végkoncentracidja a tenyészetekben 0,066% volt. Ez az olddszer-
koncentraci6 nem befolydsolta a kontroll tenyészetek koloniaszdmét az olddszert nem

tartalmaz6 kontrollokhoz képest.

Gamma-lakton tipusi vegyiiletek: A 3-as és 6-0s szdmui gamma-lacton tipusu vegyiiletek:
C7H1003, Ms: 142,15 és C7HoO:N3, Ms: 167,16; melyeket Tomoskozi és mtsai. (1985,
1992); Gruber és mtsai. (1974); Béres és mtsai. (1988) altal leirt modszerek felhasznalasaval
allitottak eld. Hatdsaikat a hasonld szerkezetli butyro-y-lacton, a Streptomyces griseus A-
faktordnak (Sigma, Ci3H2204, Ms: 242.3) hatdsaival hasonlitottuk 0ssze. Ezek a vegyiiletek
metanolban oldédtak. Az olddészert a tipfolyadék hozzdaddsa eldtt elparologtattuk a
petricsészékbdl. A kontroll petrikben oldott anyag nélkiili metanolt hasznéltunk.

3.3. KiSERLETI ALLATOK
25-35 g sdilya (BALBcxCBA)F1 egerek. Egy-egy kisérletben azonos nemiiek és azonos

életkordak. Mivel nemek kozott eltérést nem tapasztaltunk, a ndstény €s him egerekkel

kapott eredményeket dsszevontuk.

3.4. BETEGEK
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Munkacsoportunk a DEOEC 1I. sz. Belklinikdjaval és Gyermekklinikdjaval kooperdlva Dr.
Kiss Attila és Dr. Kiss Csongor segitségével a megfeleld etikai szabdlyok betartasaval jutott

vizsgdlati anyaghoz.

A human csontveldsejteken tortént in vitro toxicitasi vizsgilatokhoz a DEOEC II. sz.
Belklinikdjan a Hematoldgiai Osztidlyon fekvo 11 felndtt beteg - akiknél nem a
granulocytopoiesist érintd hematoldgiai betegség gyantja miatt tortént diagnosztikus
csontveld punctio - csontveld mintdjanak egy része jelentette a forrast. A 9 nd és 2 férfi
életkora 24-78 év kozott volt (median: 51 év). A betegek beleegyezd nyilatkozata esetén a
megfeleld mennyiségben nyert diagnosztikus csontveld mintdbdl a Helsinki Declaratiot

betartva kaptunk vizsgélatra csontveldi sejteket.

A citokin érzékenységi vizsgdlatokhoz a DEOEC Gyermekklinikdjanak Hematoldgiai
Osztdlyan fekvo 8 gyermek - akiknél nem malignus hematoldgiai betegség vagy csontveld
elégtelenség miatt tortént diagnosztikus csontveld punctio — szolgélt 6sszehasonlitasul. A 3

lany és 5 fia életkora 2-13 év kozott volt (median: 4 év).

A citokinek lymphoid blast sejtekre gyakorolt hatdsainak vizsgélatit Dr. Kiss Csongor a
DEOEC Gyermekklinikdjanak Hematoldgiai Osztalydnak vezetdje segitségével végeztiik. Az
1994-2000 kozott diagnosztizalt leukemids betegek koziil a betegek, ill. sziileik beleegyezd
nyilatkozata és megfeleld mennyiségli csontveld minta esetén az elsd, kezelés elotti
diagnosztikus csontveld punctiobdl elvégezhettiik a csontveldtenyésztést. Igy 13 acut
lymphoid leukemidsnak bizonyult gyermeket vonhattuk be vizsgélatainkba. A 3 lany és 10 fia
életkora 7 hénap és 13 év kozott volt (median: 7 év). A diagndzis a csontvelokenetek May-
Griinwald-Giemsa (MGG) festése, ill. citokémiai reakciok elvégzése, immunfenotipus
vizsgélata, kromoszéma elemzés alapjan tortént a FAB klasszifik4cios rendszer szerint (1.
késobb). A betegek a BFM-ALL-95 nemzetkozi protokoll szerinti rizik6csoportnak
megfeleld kezelésben részesiiltek. Két beteg (a 12. és 13. beteg az 1. tdblazatban) a ALL-
BFM-95 protokoll magas rizikéfaktord betegeknek megfeleld dga szerint G-CSF (Neupogen,
Hoffmann La Roche, Basel, Svdjc) kezelést kapott a remisszios szakaszban. Egy beteg (1.
beteg) stlyos ldzas neutropenia miatt intervenciés adjuvans G-CSF terdpidban részesiilt

kezelésének indukcids fazisaban.
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3.5. CSONTVELO

Az egerek nyaki gerincveld distractioja utdn a kiprepardlt combcsontbdl a csontveldt steril
koriilményeket biztositva tdptalajjal kimostuk. Vékony tlin (Nr. 16) tdpfolyadékkal t&obbszor

atmosva a femoralis csontvelobdl egysejt-szuszpenzidt nyertiink.

A betegek diagnosztikus célbol nyert csontveld mintdibél megfeleld mennyiség esetén a
Helsinki Declaratio szabdlyait betartva haszndltunk a csontveldtenyészeteinkhez
mononuclearis sejteket. A steril koriilmények kozott nyert csontvelobodl tartésitdszer-mentes
heparinnal (Richter Gedeon Gydgyszergyar, Budapest) McCoy’s 5SA (GIBCO, NY, USA)
taptalajt 1:1 (v/v) ardnyban alkalmazva szuszpenzi6t készitettiink. Ovatosan Ficoll Todamide-
ra (specifikus striség = 1,077 g/ml; Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) rétegezve a higitott
csontveldszuszpenziét 1000g gyorsuldst alkalmazva 15 perces gradiens centrifugéldssal
(Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Németorszag) szepardltuk a vorosvértesteket és a
granulocytakat. Az 5% ujsziilott borjisavéot (FBS; GIBCO, NY, USA) tartalmazé McCoy’s
SA taptalajjal a leukocyta rétegbdl Gvatosan leszivott, a mononuclearis sejteket (MNC)

tartalmaz6 frakciot centrifugélas kozbeiktatasaval kétszer mostuk.

3.6. KOLONIA STIMULALO FAKTOR FORRASOK

3.6.1. L-sejt kondicionalt medium (LCM)

Az egér L-929 sejtvonal folyamatos fenntartdisa a DEOEC Humdéngenetikai Intézetében
torténik Dr. Schlammadinger Jozsef segitségével. A sejtek folyamatosan RPMI-1640
taptalajban tenyészthetok. Megfeleld LCM-et nyerhetiink, ha 5-7 naponta cseréljiik rajtuk a
mediumot. Ilyenkor a letapadt sejtek felett 1évé mediumot &vatosan leszivjuk, és friss
taptalajra cseréljiik. A leszivott feliiliszé lesz a kisérleteinkben haszndlt L-sejt kondicionalt
medium. Friss leoltds utdn 1-2 hét sziikséges a megfeleld CSF tartalmi medium

kialakuldsahoz. Az L-sejt kondiciondlt medium minték koldnia stimuldlé hatdsat in vitro egér
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csontveldsejt tenyészetekben teszteljiik. A tovdbbiakban az LCM-et az optimdlis
koléniaképzodést biztositdé mennyiségben (dltaldban 0,2 ml) adjuk az 1 ml taptalajt tartalmazé

tenyészetekhez.

3.6.2. Phytohaemagglutininnel stimulalt huméan leukocyta Kkondicionalt medium

(PHA-LCM)

Egészséges felndtt onkéntenstdl a Helsinki Declaratioban foglaltakat betartva nyertiink
periférids vért a human leukocyta tenyészetek szdmara. Dresch és mtsai. (1979) szerint az
elobbiek alapjan szepardlt mononuclearis sejtszuszpenziébol 4x10°/ml-t alkalmazva a sejteket
15% human autolog szérumot tartalmazé McCoy’s 5A téptalajban 17 mg/l
phytohaemagglutinin és 10 mg/l levamisole jelenlétében szuszpenzids tenyészeteket
készitettiink. 37°C-on CO; termosztitban inkub4ltuk, majd az 5. napon centrifugalds utén a

kapott feliiltiszot steril koriilmények kozott tivegekbe toltottiik majd lefagyasztva taroltuk.

3.6.3. Human recombinans kolonia stimulalo faktorok

A recombinans human (rh) kol6nia stimuldl6 faktorokat rhG-CSF, rhGM-CSF és rhSCF-et
alkalmaztunk (Genzyme, Cambridge, Anglia). Elofordult, hogy Neupogen (Hoffmann La
Roche, Basel, Svidjc) vagy Leucomax (Sandoz, Schering-Plough, Svdjc) készitményt

hasznaltunk, vagy az SCF esetében a Sigma Aldrich cégtdl vasaroltunk.

3.7. CSONTVELOTENYESZETEK

3.7.1. Egér csontvelobol

A csontveldszuszpenzidbol 10°’ml  mononuclearis (MNC) sejtet tartalmaz6 lagyagar
tenyészeteket készitettiink. Pike €s Robinson szerint (1970) aminosavakkal, vitaminokkal és
Na-pyruvittal szupplementélt, 20% 16savét (Mezohegyesi A.G.) tartalmazé, mddositott
McCoy’s 5A tapfolyadékot haszndltunk. A lagy gél éllapotot 0,3% agar (Ionagar No.2,

Oxoid, London, Anglia) hozzdad4sédval értiik el. Koldnia stimuldlé faktor forrasként L-sejt
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kondiciondlt médiumot alkalmaztunk, melyben elsdsorban CSF-1 taldlhaté (Byrne és mtsai.
1981). Harom parhuzamos tenyészetet készitettiink minden vizsgélt dézis szinten. A steril
Greiner milanyag petricsészékbe 1-1 ml-t sz€lesztettiink. A vizsgalt anyagok emelkedd
koncentricidit a tenyésztés kezdetekor adtuk a tdpkozeghez, majd a tenyészeteket 7 napig
CO; termosztatban (New Brunswick Scientific, Edison, NJ., USA) inkubaltuk 5% COQOs-t és

telitett vizgdzt tartalmazé levegdben, 37 °C hdmérsékleten.

3.7.2. Human csontvelobol

A mononuclearis csontveldsejt-szuszpenzidbol 2x10’/ml MNC-t tartalmazé lagy-gél
tenyészeteket készitettiink. A matrixot alkot6 anyag vagy agar vagy metilcellul6z (Methocel,
3000-5000 centipoise, Fluka, Buchs, Svdjc) volt. Az agart 0,3%-ban, a metilcellulézt 1,2%-
ban alkalmaztuk. McCoy’s S5A mddositott szupplementdlt taptalajt 20% jsziilott
borjisavoval egészitettiik ki. Kolonia stimuldlé faktor forrdsként 10% PHA-LCM-et
hasznéltunk. Ez a végkoncentraci6 bizonyult az elokisérletek alapjan megfelelonek, mivel mar
maximalis stimulust jelentett a koldniaképzés szempontjabdl. A tenyészeteket 14 napig

inkubaltuk az elobbiek szerint.

3.7.3. Leukemias csontvelobol

A leukemids betegek csontveld mintdinak vizsgélatakor, ill. a kontroll normal csontveld
mintdk esetén exogen kolonia stimuldlé faktor nélkiili un. spontdn tenyészeteket is
készitettiink. Szintén ezekben a vizsgalatokban haszndltunk recombinans human kol6nia
stimuldlé faktorokat. A szélesztés elott kozvetleniil kevertiik ezeket a tenyészetekhez ugy,
hogy a kivant végkoncentraciot kapjuk. A granulocyta kolénia stimuldlé faktorbol (G-CSF)
30, 300, 3000 ug/l, a granulocyta-macrophag kolonia stimuldl6 faktorbol (GM-CSF) és a
stem cell faktorbol (SCF) 10, 100, 1000 ug/l végkoncentrdciét alkalmaztunk. Pozitiv
kontrollként PHA-LCM-et tartalmaz6 tenyészetek is késziiltek. A kombinécids kisérletekben
a kolonia stimuldlé faktorokat fix koncentraciokban alkalmaztuk, melyek a G-CSF esetében
300 ug/l, a GM-CSF és az SCF esetében 100 ug/l értékek voltak. A tenyésztés koriilményei
az eldozoekben leirtakhoz hasonldak voltak. A tdptalaj még 2-mercaptoethanolt (LOBA,
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Fischamend, Németorszag) is tartalmazott 5x10°M végkoncentraciéban. A tenyészeteket az
elozdek szerint 14 napig inkubdltuk 5%-os CO» atmoszféraban telitett vizgdz mellett. A
mononuclearis sejtszuszpenzidbol 2x10°/ml-t adtunk a lagy-gél tenyészetekhez, melyekben
minden esetben 1,2% metilcellulézt alkalmaztunk. A 14 napos inkubédciés idd0 utdn a
kol6nidkat alkot6 sejtek morphologidjat in situ €s citospin preparatumokban vizsgéltuk. A
leukemids sejtek identifikdldsara May-Griinwald festés mellett citokémiai reakcidkat

hasznaltunk.

3.7.4. In situ preparatumok

A tenyészetek 14gy-gél dllomanyat a benne 1évo koldnidkkal egyiitt tiveglemezre csisztattuk.
Szhrdpapiron keresztiil lenyomtattuk. Ilyen koriilmények kozott a gél néhdny ora alatt

dehidratalédik €s a preparatum a kivant médon megfestve vizsgalhato.

3.7.5. Citospin preparatumok

A lagy-gél metilcelluléz tenyészeteket Gvatosan kimostuk a petricsészékbol, majd a sejtek
kinyerése céljabol centrifugdlds kozbeiktatdsdval 2x mostuk McCoy’s SA tiptalajjal. A
feliiliszot elontve a sejtszuszpenziot 900 fordulat/perc mellett 2 percig centrifugdlva
(Universal 30RF Zyto-Rotor, Hettich, Tuttlingen, Németorszag) a sejteket tobb targylemezre

teritettiik.

3.7.6. Citokémiai reakciok

A citokémiai reakciokat Dr. Kiss Attila (DEOEC II. sz. Belklinika) végezte. A perjédsav-
Schiff (PAS)-festés Hotchkiss mddszerével, a savanyu foszfatiaz (AP) reakcié Goldberg és
Barka, a myeloperoxiddz (MPO), a szudan-fekete (SB) reakcié Sheehan és Storey, az alfa-
naftil-acetat eszteraz (ANAE) reakcié Loffler szerint tortént.

3.8. IMMUNFENOTIPUS MEGHATAROZASA

Az immunfenotipus meghatdrozdsit a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekuldris

Patologiai Intézetében Dr. Kappelmayer Janos végezte.
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A sejtszuszpenziét fluorescein isothiocyanate-tal (FITC) és phycoerythrinnel (PE) jelzett
monoclonalis antitestekkel (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) inkubaltuk. A
vorosvértestek FacsLysing oldattal torténd lyzdldsa utdn a mintdkat 2x foszfat pufferes
sooldatban mostuk és 1% paraformaldehiddel fixaltuk. A mintdk vizsgilata 15SmW argon
laseres FacScan flow cytometerrel Lysis II software felhaszndldsdval tortént (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Minden esetben 10000 sejt vizsgélata alapjan hatiroztuk
meg a leukémids blast sejtek jellemzdit. Az adott antigénre nézve pozitivnak tekintettiik azt a
mintit, amelyikben a sejtek tobb mint 20%-a az izotipids kontrollhoz képest szignifikdnsan

magasabb fluoreszcens intenzitdst mutatott.

3.9. CITOGENETIKAI VIZSGALAT

A citogenetikai  vizsgdlatokat a DEOEC  Gyermekklinikdjanak  Citogenetikai

Laboratériuméban Dr. Balogh Erzsébet végezte.

A konvenciondlis G-sdvozasi technikdt alkalmaztuk a sejtek 24 6ras 20% FBS-t tartalmaz6
RPMI téptalajban torténd tenyésztése utdn. Betegenként 17-20 metafdzist értékeltiink. A
karyotipus jelolésében az International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(Mitelman, 1995) javaslatit kovettik.. A betegek leukemids sejtjeinek karyotipus

meghatarozosakor csak a clonalis kromoszoma aberraciokat vettiik figyelembe.

3.10. A CSONTVELOTENYESZETEK ERTEKELESE

A tenyésztési id0 végén a fent leirt tenyésztési koriilmények kozott osztodni képes
koléniaképzd progenitor sejteket (CFU) a leszdrmazottaikat tartalmaz6 kolonidk jelzik,
melyeket sztereomikroszkop (SZ6045; Olympus, Hamburg, Germany) alatt szamoltunk meg.
Kolénidnak a legaldbb 50 sejtet tartalmazd csoportokat tekintettik. Az egér csontveld
esetében 6-7, a human csontveld esetében 3-4 fliggetlen kisérletet végeztiink, kisérletenként

3-3, esetenként 4 parhuzamos tenyészet adatait értékeltik. A leukemids gyermekektdl a
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kezelésiik megkezdése elott nyert csontvelomintdk vizsgédlatakor ismétlésre természetesen
nem volt modunk, értékelésiik 3-4 parhuzamos tenyészet adatai alapjan tortént. A human
vizsgdlatokban azt a tenyészetet értékeltiik pozitivnak, azaz az alkalmazott stimulusra reagéld
mintdnak, amelyikben legalabb 2 kolénia ndtt a 2x10° csontveldi mononuclearis sejtbol. A
kolonia képzést gitlo hatdsok elemzéséhez a doézis-hatds gorbéknek a képzodott kolonidk
szdma ¢és a hatdanyag-koncentracié logaritmusa kozott linedris Osszefiiggést mutatd
szakaszan a legkisebb négyzetek elve alapjan regresszioszamitast végeztiink. Az igy kapott
regresszids egyenletekbdl szamitottuk ki a koloniaképzddést 50%-kal, illetve 95%-kal
csokkentd koncentraciokat (IC50, ill. IC95). Az dbrdkon a szdmtani atlagot €s a kozépérték
szérasat tiintettiik fel. A dozis-hatds gorbék illesztését GraphPad szdmitégépes program

segitségével végeztiik.

3.10.1. Statisztikai értékelés

A linedris regresszios koefficiensek szignifikancidjét t probaval szamitottuk (Diem és Lentner,
1970). Az egyes citokinek és citokin kombindcidk koldniaképzésre gyakorolt hatdsainak
Osszehasonlitdsa paros Wilcoxon prébdval tortént. Az egyes citokinek maximélis CFU-L
kol6niaszamot stimuldlé hatdsait linedris regresszids analizissel vizsgéltuk SPSS statisztikai

program segitségével.

3.10.2. Kombinativ hatasok elemzése

Additivnak tekintettik a citokinek kombinativ hatdsait az egyes betegek
csontveldsejtjeire, ha a kombindcidban szerepld egyes citokinek okozta koldéniaszdm
atlaganak Osszege beleesett a citokin kombindcié kivaltotta koléniaszam datlag + 2SD
szOrastartomanyaba (pl. 4tlag-koléniaszdmc.cse + 4tlag-koldniaszdmom.cse =  4tlag-

koléniaszdme.csr+om-csk + 2SD).

Szuperadditivnak tekintettiik a citokinek kombinativ hatdsait, ha a kombindci6 kivaltotta
koléniaszdm datlaga — 2SD nagyobb volt az egyes citokinek &ltal kivéltott koléniaszdm
atlagdnak Osszegénél (pl. atlag-kol6niaszame.csr + datlag-koloniaszdmemcse < 4tlag-

koléniaszdmg.csrrgm-cse - 2SD ).
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A citokin kombinaciét nem tekintettiik hatasosnak, ha a citokin-kombinacié altal
stimuldlt kol6nidk szdma nem kiilonbozott szignifikdnsan Student féle t-tesztet

alkalmazva a kombindcioban szerepld egyik citokin hatdsat6l sem.
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4. EREDMENYEK

4.1. ANTIFUNGALIS ANYAGOK HATASA A GRANULOCYTA-MACROPHAG PROGENITOR

SEJTEKRE IN VITRO

Bar az értekezés témdja az azol antifungélis anyagok tanulmédnyozdsa, 6sszehasonlitasul a
két klasszikus, standardnak szdmité antifungdlis vegyiilet, az amphotericin B és az 5-

fluorocytosin hatdsait is vizsgéltuk.

4.1.1. Az amphotericin B és az 5-fluorocytosin hatasa a GM-CFU kol6niaképzésére

Az amphotericin B hatdséit a 0,01-50 mg/l dézistartomanyban vizsgaltuk. Az AMB rossz
oldékonysdga miatt natrium dezoxicholdtot alkalmaztunk oldészerként. Ennek
végkoncentraci6jat  valamennyi tenyészetben azonosra  dllitottuk be, mely
koncentriciéban a koléniandvekedést nem befolydsolta. Osszehasonlitottuk az egér és a
humdan csontveldi granulocyta-macrophag progenitor sejtek koldniaképzésére gyakorolt
hatast. A 0,01-1 mg/l koncentracidtartomdnyban az amphotericin B k6zémbos volt mind
az egér, mind a human GM-CFU progenitor sejtek koloniaképzésére. Tiz mg/l-t
alkalmazva viszont mar csak elvétve lehetett egy-egy koldnidt taldlni a tenyészetekben.
Magasabb koncentrdciéban valamennyi kisérletben ¢és valamennyi parhuzamos
tenyészetben teljes gatlast tapasztaltunk. Lényeges eltérést nem taldltunk az egér ill.
human tenyészetekben kapott dézis-hatds gorbék lefutdsdban, bar a 2 mg/l koncentracid
a human progenitor sejtek koloniaképzését mar észrevehetden csokkentette, mig az egér
sejtekét nem (1. dbra). Ugyanakkor az 50%-os gétlast kivalté koncentraciok hasonléak
voltak: az egér GM-CFU progenitorok esetében 3,2 mg/l mig a human GM-CFU

progenitor sejtekre vonatkoztatva 2,8 mg/l.

Az 5-fluorocytosin hatdsat 12,5-100 mg/l dézistartomdnyban tanulmdnyoztuk az egér
csontveld tenyészetekben, mig a human tenyészetekben 25 mg/l koncentricidig volt

lehetdségiink vizsgdlatot végezni a csontveld mintdk sejttartalma miatt. Az 5-FC a 2,5-
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12,5 mg/l dézistartomdnyban nem befolydsolta a koldniaképzést sem az egér sem a
human csontveld-tenyészetekben. Az egér csontveldtenyészetekben kapott ddzis-hatds
gorbe parhuzamos az AMB dézis-hatds gorbéivel. Szdaz mg/l koncentraciétol teljes

gatlast tapasztaltunk. Az IC50 érték 31,9 mg/l volt az egér tenyészetekben (1. dbra).
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1. ébra: Az amphotericin B és az S-fluorocytosin hatda a csontveloi sejtek

koloniaképzésére
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4.1.2. Imidazol antifungalis anyagok

Kisérleteinkben ot imidazol-szdrmazék esetleges koloniaképzodést gatld hatdsat
tanulmanyoztuk. Az &ltalunk vizsgélt 6t imidazol-szarmazék koziil a clotrimazolt, az
econazolt és az oxiconazolt lokdlisan alkalmazzdk. A miconazol infiziéban adva
hasznédlhat6 szisztémds gombds fertdzésekben. A ketoconazol ordlisan is adhat6 és az
elobbiekhez képest viszonylag kevés mellékhatdsa miatt tartds terdpidra is alkalmas. Az
indik4ciods teriiletnek és az alkalmazds mddjanak megfelelden ezen imidazol-szarmazékok
koziil a ketoconazol és a miconazol esetleges csontveld-kdrositd hatdsanak lehetne
klinikai jelentdsége; a clotrimazolt, az econazolt €s az oxiconazolt a hasonlé kémiai
szerkezetll anyagok hatdsdnak Osszevetése céljabol vontuk be kisérleteinkbe. Hatdsukat
az 1-30 mg/l koncentracio-tartomanyban vizsgaltuk mind egér, mind human csontveld-

tenyészetekben.

4.1.2.1. Imidazol antifungilis anyagok hatiasa az egér GM-CFU

koléniaképzésére

Az 0Osszes vizsgdlt antifungdlis imidazol-szarmazék dozistdl fiiggden gétolta a csontveld
granulocyta-macrophag progenitor sejtjeinek koloniaképzését. A legkisebb dézistartoményba
a clotrimazol gatlé hatdsa esett: mar 7,5 mg/l-es koncentraciondl is csak elvétve lehetett
koléniaképzodést megfigyelni (2. dbra). A ketoconazol, a miconazol és az oxiconazol
esetében ugyanennél a koncentraciondl még a kolonidk 77%-a kifejlodott, az econazol
ugyanekkora koncentricidjanak jelenlétében pedig 59%-os novekedést észleltiink (3-6. dbra).
A doézis-hatds gorbék regresszios egyeneseibdl szamitott 50%-os gatlé koncentraciok (IC50)

3,5-24 mg/l kozott szorddtak (2. tdblazat).

Moléris koncentraciéban kifejezve az 50%-os gatldshoz sziikséges koncentraciokat
felallithatjuk a potencia sorrendet: clotrimazol>econazol>ketoconazol = miconazol

>oxiconazol. A 95%-os gatlast kivalté koncentracidk alapjan hasonlé a sorrend, bar a
ketoconazol miconazolndl meredekebb ddzis-hatds gorbéje miatt a két vegyiilet hatdsa elvalt

egymastol (2. tablazat).
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Hatéanyagok (IC50) (IC95)
mg/l umol/l mg/1 umol/l
clotrimazol 3,54 10,3 6,5 18,8
econazol 8,07 18,1 26,1 58,6
miconazol 14,0 33,7 69,0 165,8
ketoconazol 16,1 30,3 31,9 60,0
oxiconazol 24.0 48,7 101,4 206,1
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4.1.2.2. Imidazol antifungilis anyagok hatasa a human GM-CFU

koléniaképzésére

Valamennyi vizsgdlt anyag a human csontveldsejtek tenyészeteiben is ddzisfiiggd mddon
gétolta a koloniaképzodést (2-6. dbra). Szintén a clotrimazol bizonyult a legtoxikusabbnak. A
molos koncentracioban kifejezett IC50 novekvo értékek alapjan a potencia csokkend

sorrendje: clotrimazol>ketoconazol>miconazol>econazol>oxiconazol (3. tdblazat).

3. tablazat:  Imidazol antifungdis anyagok hatéa human csontveldsejtek

koloniaképzésére
50%-os gétlé koncentraciok 95%-o0s gatld koncentraciok
Hatéanyagok (IC50) (IC95)
mg/l umol/l mg/l umol/l
clotrimazol 2,6 7,5 5,0 14,4
econazol 6,2 13,9 17,1 38,4
miconazol 5,3 12,8 15,0 36,0
ketoconazol 6,3 11,8 33,3 62,7
oxiconazol 8.4 17,0 27,9 56,7

A human progenitor sejtek érzékenyebbnek mutatkoztak az egér GM-CFU sejteknél az
imidazol antifungélis anyagok gitlé hatdsdval szemben. A ddzis-hatds gérbék valamennyi
esetben balra tolédtak (2-6. dbra). Az IC50 értékek kisebb szérddast mutattak és
alacsonyabb koncentracié-tartomanyba estek: 3,54-24 mg/l az egér ill. 2,58-8,38 mg/l a
human GM-CFU esetében (3. tablazat).

4.1.3. Triazol antifungalis anyagok

A triazol antifungélis anyagok fejlesztésével jobb terdpids indexi vegyiiletek létrejotte

volt a cél, ezért megvizsgéltuk, hogy az imidazolokndl észlelt toxikus hatds a csontveld
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GM-CFU vonatkozasaban csokken-e, ha triazol vegyiileteket haszndlunk. Harom triazol
antifungdlis vegyiiletet vizsgdltunk, melyek a szisztémds gombas fertdzések kezelése
szempontjabdl szébajohetd szerek. Az itraconazol €s a saperconazol a ketoconazol
molekula tovédbbfejlesztésével nyert vegyiiletek. A fluconazol mas kémiai szerkezeti, az

Osszes eddigi azol szarmaz€ktol eltérden vizoldékony molekula.

4.1.3.1. Triazol antifungalis anyagok hatiasa az egér GM-CFU

koléniaképzésére

Az altalunk vizsgdlt triazol szarmazékok nem viselkedtek egységesen a koloniaképzés
gatldsa szempontjabol. Az itraconazol €s a saperconazol dézisfiiggden, meredek dézis-
hatds gorbéket rajzolva gatolta a vizsgdlt 1-7,5 mg/l dézis tartomdnyban a
koléniaképzodést (7-8. dbra). Ugyanakkor a fluconazol még 100 mg/l koncentraciéban

sem volt hatdssal az egér GM-CFU kol6niaképzésére (9. dbra).

1.4-

0.6+

0.44

kolonia/10 ®> mononucl. csv. sejt
a kontroll aranyaban (atlag * SEM)
o
(0]
[]
HEH

0.24

0.0- O [ |

0.1 1 10
mg/l itraconazol

7. abra Itraconazol hatéa egér (\) és human (p) csontveloi koloniaképzo sejtekre

34



kolonia/10 ®> mononucl. csv. sejt
a kontroll aranyaban (atlag * SEM)

8. abra

4. tablazat:

1.4-

1.0+

0.8+

0.6+

0.44

0.24

0.0-

35

0.1

1 10
mg/l saperconazol

Saperconazol hatéa egér (L) és human (p) csontveldi koloniaképzo sejtekre

Triazol antifungdis anyagok hatéa egér csontvelosejtek

koloniaképzésére
50%-os gétlé koncentraciok 95%-o0s gatld koncentraciok
Hat6anyagok dC50) dC95)
mg/1 umol/l mg/l umol/l
itraconazol 0,60 0,86 1,19 1,69
saperconazol 1,68 2,50 2,49 3,70
fluconazol >100 >326
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A moldris koncentrdcidban kifejezett 50%-os gatlé koncentraciok Osszehasonlitdsdval
lathat6é, hogy az itraconazol és a saperconazol valamennyi imidazol szarmazéknal
toxikusabbnak bizonyult. Még a 95%-os géatlast kivaltd koncentricidik is 2-4-szer
nagyobbak a legtoxikusabb imidazol-szdrmazék, a clotrimazol 50%-os gétlé

koncentracidjanal (4. tablazat).

4.1.3.2. Triazol antifungilis anyagok hatisa a human GM-CFU

koléniaképzésére

A vizsgélt doézistartomanyt 0,25-3,0 mg/l kozott vélasztottuk meg ill. a fluconazol
esetében eloszor 100 mg/l-ig emeltiik a tenyészetekben a végkoncentracidt. Az
itraconazol €s a saperconazol esetében szintén dézisfiiggd, meredek dézis-hatds gorbéket
kaptunk (7-8. dbra). A legerdsebb hatdst kifejtd itraconazol esetében hasonld lefutdsu,

mint az egér tenyészetek alapjan kapott gorbe, a saperconazol esetében balra tolédik.

—_
o
(]

o
1
(HeH
HH-e
He—
o
HeH
e

—OH-eH

kolonia/10 ®> mononucl. csv. sejt
©
(@)
[

a kontroll aranyaban (atlag * SEM)

a
0.0- O
I v v L | v v LA ) v v LA |
1 10 100 1000
mg/l fluconazol
4. abra Fluconazol hatda az egér (A) és a human (p) csontveldi progenitor

sejtek koloniaképzésére
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A fluconazol esetében probaltuk a dozis-hatds gorbe leszalld szakaszdt is elérni, igy
extrém magas koncentraciokig terjesztettiik ki a vizsgdlatot. Szdmottevd gatldst nem
kaptunk 50 mg/l koncentracidig. Az egér sejtekkel kapott eredményektdl eltérden 100
mg/l koncentrdcidban alkalmazva mar kb. 40%-os gatldst lehet tapasztalni. Az egér
csontveldtenyészetekben még 1000 mg/l koncentracidban sem volt szamottevd a gétlas.
Human csontveldi progenitor sejtek esetében a lassan ereszkedd ddézis-hatds gorbe
alapjan a fluconazol 1000 mg/l koncentriacidban mar megakaddlyozta a kolénidk

képzddését (9. abra).

5. tablazat:  Triazol antifungdis anyagok hatéa human csontveldsejtek
koloniaképzésére
50%-os gétlé koncentraciok 95%-o0s gatld koncentraciok
Hatéanyagok (IC50) (IC95)
mg/1 umol/l mg/1 umol/l

itraconazol 0,55 0,78 1,05 1,49
saperconazol 1,24 1,85 1,97 2,93
fluconazol 202 660 839 2742

A triazolok IC50 értékei alapjan feldllithaté potencia sorrendje hasonlé az egér
progenitor sejtekkel kapotthoz: itraconazol>saperconazol>>fluconazol. Az itraconazol 1
mg/l-es koncentriciéban mar teljes gatldst okozott, a saperconazol 3 mg/l
koncentracioban. Ugyanakkor a fluconazol csak harom nagysdgrenddel nagyobb, 1000
mg/l dézisban alkalmazva eredményezett teljes gatldst a koldnia novekedésben (5.

tablazat).

4.1.3.3. Fluconazol-szarmazékok hatasa a GM-CFU sejtek koloniaképzésére

A fluconazol toxicitdsa a GM-CFU koléniaképzése szempontjabdl jelentdsen kedvezdobb
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volt a tobbi azol-szarmazékndl. Ezért az MTA Kozponti Kémiai Kutaté Intézetében
fluconazolbdl kiindulva észterszarmazékokat llitottak eld a megfeleld antifungdlis hatds
és a hasonléan kedvezd toxicitds reményében. Munkacsoportunk az egér csontveldi
progenitor sejtek koldniaképzésére gyakorolt gatlé hatdst vizsgalta a fenil-propionillal, a
krotonsavval és a kapronsavval képzett észterszdrmazékok esetében. Az anyagokat 1-

100 mg/1 dézis-tartomanyban vizsgaltuk.
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O > 0.6-
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c 2 0.4
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28
® 0.21
0.0-
' v v v v v LN B ) ' v v v v v LN B ) '
10° 10° 102
mg/|
A fluconazol krotonét
m fluconazol kapronat
v béta-fenil-propionil fluconazol
I fluconazol
10. dbra Fluconazol szamazékok hatéa egér csontveldi progenitor sejtekre
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Kideriilt, hogy mindhdrom szdrmazék kiilonb6zd mértékben, de dozisfiiggden gétolta a
koléniaképzést, mig az anyavegyiilet a fluconazol jelenléte nem zavarta azt (10. dbra). A
vizsgalt szdrmazékokban az észterifikdlasban résztvevd savak hatdsat kiilon-kiilon
ugyancsak 1-100 mg/l dézistartomanyban megvizsgidlva nem taldltunk egyik esetében

sem szamottevo gatlast.

6. tdblazat:  Fluconazol szarmazékok hatéa egér csontvelosejtek koloniaképzésére

50%-os gétlé koncentraciok  95%-os gitlé koncentracidk

Hatéanyagok (IC50) (IC95)
mg/1 umol/l mg/l umol/l
fluconazol >1000 >3265
[3-fenil-propionil-fluconazol > 100 > 200
fluconazol kapronét 78,0 163,0 2482 518.,9
fluconazol krotonat 38,2 85,3 105,2 235,2

A potencia sorrend: fluconazol krotondt> fluconazol kaprondt> [-fenil-propionil-
fluconazol (6. tablazat). A legerdsebb hatast kivalté fluconazol krotondt hatékonysdga is
2x kisebb, mint a leggyengébb hatdst mutaté imidazol-szarmazék, az oxiconazol

potencidja.

4.1.4. Azol antifungilis anyagok GM-CFU-ra gyakorolt toxikus hatasa és logP

értékeik kozotti osszefiiggés

Mint lattuk, a vizoldékony fluconazol vizsgalt lipophil szarmazékai joval toxikusabbak
voltak az anyavegyiiletnél. Mivel kiilon-kiilon az észterifikdldsban szerepld savak
aequimoldris dézisai nem befolydsoltdk a koldniaképzést, felvetddott a gyand, hogy a

lipophilitdsnak szerepe lehet a koloniandvekedés gatlasdban.
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A vegyiiletek lipophilitdsdnak szdmszer( jellemzésére az octanol/viz megoszlési
hanyadosuk logaritmusa (logP) haszndlatos. Az A&ltalunk vizsgdlt antifungélis azol-
szarmazékok logP értékeit szerkezeti képletiik alapjan Ghose-Crippen szamitogépes
program segitségével szamitottuk ki. Az azol antifungélis vegyiiletek lipophilitdsat
jellemzd logP értékek és a koloniaképzést gatld hatdsukat jellemzd logIC50 értékek

kozotti korrelaciét tanulmanyoztuk.

egér logIC50 (umol/l)

keto: ketoconazol, eco: econazol, oxi: oxiconazol, mico: miconazol, clo: clotrimazol, sap: saperconazol,
itra: itraconazol

A linedris regresszids egyenes melletti szaggatott vonalak a 95%-os konfidencia intervallumot jelolik.

11. dbra Azol-szamazékok lipophilitéa és koloniaképzést galo hatéa kozotti

osszefiiggés egér GM-CFU esetében

A 1ogIC50 és logP értékek kozotti korrelacids koefficiens, r = 0,7608 az egér sejtek
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esetében (11. dbra). A human sejttenyészetekben a fluconazol adatai is felhasznalhatok
voltak (r = 0,9328; 12. dbra). Ez azt jelenti, hogy mind az egér, mind a human csontveld
esetében a GM-CFU koloniaképzését gatlo hatds részben a vegyiiletek lipophilitdsaval

fligg Ossze.

human logIC50 wmol/l)

logP

fluco: fluconazol, keto: ketoconazol, eco: econazol, oxi: oxiconazol, mico: miconazol, clo: clotrimazol,

sap: saperconazol, itra: itraconazol

A linedris regresszids egyenes melletti szaggatott vonalak a 95%-os konfidencia intervallumot jelolik.

12. dbra Azol-szamazékok lipophilitéa és koloniaképzést galo hatda kozotti

osszefiiggés human GM-CFU esetében

4.1.5. Azol antifungilis anyagok hatasanak osszehasonlitisa az egér és a human

csontvelotenyészetekben

A gybgyszerfejlesztés szdmdra mindig fontos kérdés, mennyire alkalmasak az
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allatkisérletes adatok a human sejtekre gyakorolt hatdsok elorejelzésére. Ezért vizsgaltuk
az egér csontveldtenyészetek alapjan mért adatok prediktiv erejét a human sejt-toxicitas
szempontjabol. Igen szoros és szignifikdns korreldciot sikeriilt kimutatni az egér és a
human progenitor sejtekre gyakorolt gatlé hatést jellemzd logIlC50 értékek kozott (r =
0,9822; P < 0,001; 13. abra).

human logIC50 (umol/l)

-6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0
egér loglC50 (Lmol/l)

itra: itraconazol, sap: saperconazol, clo: clotrimazol, eco: econazol, keto: ketoconazol,

mico: miconazol, oxi: oxiconazol

A linedris regresszios egyenes melletti szaggatott vonalak a 95%-os konfidencia intervallumot jelolik.

13. dbra Azol antifungdis anyagok human és egér csontvelo Ilgy-gél

tenyészeteiben kapott loglC50 értékeinek korrelaidja

A “leave-one-out” moédszert alkalmazva, ha a regresszidszamitasbol a hét anyag koziil
rendre az egyik IC50 értékét kihagyjuk, a tobbi 6 anyag adataibdl szamitott regresszidbol

és a kihagyott anyag egér csontveldtenyészetben mért IC50 értékébdl szamitott, human
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csontveldtenyészetekre vonatkozé IC50 érték 6t anyag esetében <20%-os eltérést

mutatott a kisérletileg mért értéktdl (kivételek: clotrimazol 31%; econazol 62%; 7.
tablazat).
7. tablazat Az azol antifungdis anyagok szdni'tott és mért human IC50 értékei
szamitott*  korreldcids mért IC50/
anyagok mért IC50 (uM) IC50 (uM)  koefficiens**  szamitott IC50  eltérés
egér human human n=06 arany (%)
clotrimazol 10,3 7,5 5,72 0,9853 1,31 +31
econazol 18,1 13,9 8,55 0,9928 1,62 +62
miconazol 33,7 12,8 15,67 0,9822 0,82 -18
ketoconazol 30,3 11,8 14,37 0,9825 0,82 -18
oxiconazol 48,7 17,0 21,28 0,9810 0,80 -20
itraconazol 0,86 0,784 0,97 0,9575 0,81 -19
saperconazol 2,50 1,85 2,04 0,9773 0,91 -9

43

* A szamitott IC50 értékek meghatarozasat 1. a szovegben.
** A human és egér loglC50 értékekbdl az adott sorban jelzett anyag adatainak

kihagydsaval szamitott korrelaciés koefficiens (r)
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4.2. U ﬁ-LAKTAMAZ-GATL() VEGYULETEK HATASA A CSONTVELOSEJTEK

IN VITRO KOLONIAKEPZESERE

Intézetiink B-laktdm antibiotikumokkal kombinécidban alkalmazhat6, uj [-laktaméz-
gatld vegyiiletek keresésére irdnyuld erdfeszitéseinek eredménye néhdny ilyen hatdssal
rendelkezd molekula kiszlirése volt. Mivel a neutropenids betegek kezelésében
alkalmazott antibiotikumok és enzimgatld vegyiiletek csontveldi GM-CFU progenitor
sejteket kérositd hatdsa kedvezotleniil befolydsolhatja a leendd betegek allapotat, Ggy
gondoltuk, érdemes a gydgyszerfejlesztés e korai szakdban megvizsgalnunk, van-e hatdsa

az 4j vegylileteknek a GM-CFU kol6niaképzésére.

A fentebb emlitett vegyiiletek vy-lakton szarmazékok voltak, anyavegyiiletik a
Streptomyces griseus gomba egyik szabalyoz6 molekuldja, az ,,A” faktor volt (14. dbra).
Az egér csontveldtenyészetekben az ,,A” faktor jelentdsen gétolta a GM-CFU progenitor
sejtek koloniaképzését. Az 50%-os gatlashoz sziikséges koncentracié 38 mg/l volt.
Ugyanakkor a vizsgalt szdrmazékok hasonlé doézistartomdnyban nem befolyasoltak

szamottevoen a koloniaképzést (15. abra).

14. dbra Az A-faktor (a), a 3.sz. y-lakton (b) és a 6.sz. y-lakton (c) szerkezeti képlete
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15. abra Gamma-lakton szamazékok hatéa az egér csontvelo koloniaképzésére

4.3. MYELOPOETIKUS ES PLEIOTROP CITOKINEK HATASA AKUT LYMPHOID

LEUKEMIAS GYERMEKEK BLAST SEJTJEINEK KOLONIAKEPZESERE

Kozismert, hogy a citosztatikumok csontveld karosité hatdsa gyakran okoz neutropeniét.
A fatalis kimenetell fertdzésekre hajlamosité immundeficiens iddszakot a myelopoiesist

serkentd citokinek haszndlatdval szeretnék megroviditeni, €s igy csokkenteni a fertdzéses
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szovodményeket. Myeloid leukemidkban 6vatossdgra intenek klinikai hasznélatukkal
kapcsolatban, hiszen szamos kisérleti €és klinikai adat mutat arra, hogy a kéros myeloid
sejtek proliferacigjat is serkenthetik. Kisérleteinkkel azt vizsgéltuk, vajon a lymphoid

eredet(i leukemidk esetében valoban nincs-e hasonld veszély.

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségiigyi Centrumédnak Gyermekklinikdjan akut
leukemia gyandja miatt az esetleges kezelés megkezdése eldtt tortént diagnosztikus
csontveld punkciébdl megfeleld mennyiség esetén citokin érzékenységet vizsgald
csontveldtenyészeteket inditottunk. Az 6t éven at tartd vizsgdlatsorozat alatt a betegek
kozil 13 bizonyult akut lymphoid leukemidsnak, az O vizsgdlati eredményeiket

hasznaltuk fel az értékeléshez.

4.3.1. Betegek

Mind a tizenhdarom beteg akut lymphoid leukémia L; ill. L, tipusdba tartozott a FAB
klasszifikacié szerint (9. tablazat). Kilencnek (No. 1-9) kozonséges ALL (cALL)
betegsége volt, melyet CD10 pozitivitassal egyiitt jelentkezd B sejt markerek (CD19, 20,

22) jeleztek a felszini immunglobulinok jelenléte nélkiil.

Héarom beteg (No. 7-9) leukemids sejtjei ezenkiviil az Ossejtek jellemzdjének tartott
CD34 pozitivitast is mutatott (cALL/CD34+). Myeloid markerekkel koexpresszié volt
lathaté két tovabbi betegiinknél (My+ALL). A 10. szdmmal jelolt betegnél CD13 és
CD34, a 11. szamu betegnél CD13, CD33 és CD34 pozitivitast taldltunk a B sejtes
markerek mellett. Két betegnél (No. 12, 13) leukemids sejtjeik jellemzdi alapjan korai

T-ALL diagnézist lehetett feldllitani. Mindkettejiiknél (cy)CD3, CDS5, CD7 ill. a 13.

betegnél még CDS pozitivitds utalt erre (8. és 9. tablazat).

Az ALL-BFM-95 protokoll szerint kezelt betegek koziil a magas rizikéfaktori csoportba
keriild két beteg (No. 12, 13) a protokoll megfeleld 4dga szerinti profilaktikus G-CSF
kezelésben részesiilt. Bar a G-CSF kezelés kozben betegségre utald tiineteket nem

lehetett észlelni, a 13. betegnél 3 hoénappal késdbb a fenntarté kezelés alatt relapsus
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alakult ki. Az 1. sz. beteg esetében ldzas neutropenia miatt keriilt sor G-CSF addséra a

leukemia ellenes indukciés kezelés 16-23. napja kozott, aki ennek ellenére a 23. napon

sepsis és silyos pseudomembranosus enterocolitis miatt meghalt. A 15. napon vizsgalt

csontveld minta aplastikus képet mutatott, mely a boncolds alkalmival leukemias

lymphoblastokkal infiltralt volt.

8. tdblazat

A vizsgdt betegek adatai

No. Nem Eletkor Diagnézis Karyotipus
1. fia 3év cALL- L, sikertelen
2. lany 7 év cALL-L, 46,XX, 1(9,22)(q34;q11)
3. fia 7 hénap cALL-L, 46,XY, add(1p)
4. fia 19 hénap cALL-L; sikertelen
5. fia 7 év cALL-L> sikertelen
6. fia 5év cALL-L> 46,XY/44XY-1,-7,-12,-17,-18,-19,
+ marl,+mar2,+mar3,+mar4
7. lany 7 év cALL-L/CD34+ 46,XX
8. lany 10 év cALL-L/CD34+ 46,XX/46,XX, del(12p)
9. fia 7 év cALL-L,/CD34+ 46,XY/54-55XY +4,+6,+8,+10,
+14,+17,+21,+22
10. fia 13 év My+ALL-L, 46,XY, del(11)(q23)
11. fia 9 év My+ALL-L; 46,XY
12. fia 13 év T-ALL-L> 46,XY/46XY ,del(11)(q23),del(4q)
13. fia 7 év T-ALL-L> 46XY, add(1q), t(11;17)(p13;p13)
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9. tdblazat: A vizsgdlt acut lymphoid leukemids gyermekek leukemids sejtjeinek immunfenotipusa

Betegek __Nem sejtvonal specifikus _B-sejtvonal specifikus _ T-sejtvonal specifikus  _ Myeloid asszocialt
CD34 HLA-DR CD10 CD19 CD20 CD22 CD3 CD4 CD5 CD7 CDS8 CD13 CD14 (D33

No.
1. 1 82 72 80 30 80 14 10 ND 16 6 3 1 1
2. 11 26 27 57 18 23 6 3 10 7 3 16 2 20
3. 3 0 55 69 12 ND 2 2 11 11 1 2 1 3
4. 1 12 34 34 14 ND 2 1 1 1 2 1 1 4
5. 1 43 30 39 33 37 19 10 19 23 9 10 7 9
6. ND 38 32 35 40 ND 49 24 ND 25 16 2 3 2
7. 26 77 67 75 6 32 16 10 23 19 9 2 1 3
8. 78 78 51 83 1 8 3 1 3 2 2 2 0 1
9. 22 18 25 29 7 ND 33 13 ND 35 ND 4 ND 3
10. 73 95 64 82 5 70 18 6 19 11 12 45 1 0
11. 30 38 37 37 6 41 8 1 13 11 2 31 1 49
12. ND 1 ND 2 1 ND ND 6 93 94 2 1 ND 1
13. 9 16 92 1 6 1 4 1 97 98 97 1 0 1

A flow cytometridsan meghatarozott antigén expressziot mutaté sejtek a vizsgalt sejtek %-aban vannak a tablazatban feltiintetve.
Ha a sejtek tobb mint 20%-4ban a fluoreszcencia intenzitdsa meghaladja az izotipids kontrollét, a mintat az adott antigénre nézve pozitivnak tekintettiik,
és ezt az adatok félkovér szedésével jeloltiik.
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4.3.2. ALL-es blast sejtek koloniaképzése szemiszolid taptalajban

A vizsgdlt 13 akut lymphoid leukemids gyermek koziil hdrom csontveld mintdinak blast
sejtjei képeztek in vitro tenyésztési rendszeriinkben spontdn, exogen kolénia stimuldlé
faktor forrds nélkiil kolénidkat. A koldnidkat alkoté sejteket in situ és citospin
preparatumokban tovéabb vizsgaltuk. MGG festéssel jol 1athaté volt a blastokra jellemzd
morfoldgia és citokémiai reakcidkkal bizonyithaté volt a sejtek lymphoid eredete. PAS
pozitivnak bizonyultak a cALL, cALL/CD34+ és a My+ALL mintdkban és AP
pozitivnak a T-ALL-es esetekben. Ugyanakkor az MPO, SB és ANAE reakcidk negativ
eredményt adtak. Egyediil a 4. sz. beteg esetében tapasztaltuk, hogy a CFU-L kolénidk
mellett GM-CFU kolénidk is kialakultak. A parhuzamos tenyészetekbol késziilt
prepardtumokban a kolénidk 38-43%-a nem blast sejteket tartalmazott. A tablazatokban
csak a CFU-L kolénidkat tiintettiik fel. Osszehasonlitva az egészségesnek bizonyult
gyermekek normdl csontveldi sejteket tartalmazé tenyészeteivel lathatjuk, hogy spontdn
koléniaképzés nem észlelhetd az utdbbiak esetében. A harom spontdn koldniaképzést
mutaté esetben 2x10° csontveldi mononuclearis sejt leoltasdaval 6-39 koldnia nott a

tenyészetekben (10. tablazat).

Konvenciondlis koldnia stimuldlé forrast alkalmazva, mely a phytohemagglutininnel
stimuldlt human mononuclearis leukocytdk feliilisz6jabdl készitett kondiciondlt medium
volt, a reagdlék ardnya megfordult: 10/13 gyerek csontveldi blast sejtjei képeztek
kolénidkat PHA-LCM hatdsdra. A kol6oniaképzd sejtek ardnya a normdl csontveldi
mintdkhoz viszonyitva kevesebb, de a szérds nagy volt, 3-74 kozott volt a 2x10°
mononuclearis sejtbdl képzddd kolonidk szdma. A koldnidkat alkoté sejtek MGG és

citokémiai reakciokkal az eldzoekhez hasonldan blastoknak bizonyultak.
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10. tdblazat ~ ALL-es gyermekek csontveloi sejtjeinek koloniaképzése

CFU-L kolénigk/2x10° csv. sejt

Betegek (2 parhnzamos tenyészetek Atlagai)
No. Diagnézis Exogen CSF nélkiil PHA-LCM (0,1:1,0)
1. cALL 0 13,7
2. cALL 8,3 74,0
3. cALL 0 3,3
4. cALL 39,0 63,0
5. cALL 0 12,7
6. cALL 0 7,0
7. cALL/CD34+ 1,2 9,6
8. cALL/CD34+ 0,3 41,5
9. cALL/CD34+ 0,3 0,5
10. My+ALL 0 0
11. My+ALL 6,0 51,0
12. T-ALL 0 0
13. T-ALL 0 13,3
atlag+SEM 4,3+3.0 222472
median 0 12,7
egészséges gyerekek (n=7) GM-CFU/2x10° ¢sv sejt
atlag+SEM 0,5+0,2 69,0+£12,7
median 0,7 75

CFU-L=leukemids koldénia képzd sejt; a koloniaképzéssel reagalokat félkovér szedéssel jeloltiik

4.3.3. Koldnia stimulalé faktorok hatasa az ALL-es blast sejtek koloniaképzésére

A recombinans human kolénia stimuldlé faktorok hatdsit széles ddzistartomédnyban
vizsgaltuk, mivel nem 4lltak rendelkezésre az irodalombdl a varhaté dézis-hatds gorbékre
vonatkoz6 adatok. Eddig nem volt olyan kozlemény, ami mds citokin forrdst nem
hasznélva az altalunk vizsgalt CSF-ek aktiv kolonia képzd hatdsit bizonyitotta volna
lymphoid leukemids sejteken. Igy a G-CSF esetében 30-3000, a GM-CSF és az SCF
esetében 10-1000 pg/l koncentracié tartomdnyt valasztottunk. Ebben a tartomanyban

10/13 gyermek csontveldi mintdi esetében észleltiink mind a harom CSF-nél valamilyen



mértékll koloniaképzést stimuldlé hatdst (11. tdblazat, 17-19. dbra).

11. tablazat  Kolonia

stimuldo  faktorok

hatda  az

csontvelosejtjeinek koloniaképzésére
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ALL-es  gyermekek

CFU-L kolénigk/2x10° csv. sejt

Betegek (a parhuzamos tenyészetek atlagai)
No. Diagnozis rhG-CSF rhGM-CSF rhSCF
30-3000 pg/l 10-1000 pg/ 10-1000 pg/N
1. cALL 13,7 7,7 3,7
2. cALL 91,3 55,0 108,0
3. cALL 11,6 3,5 18,5
4. cALL 40,0 23,5 97,0
5. cALL 24,2 34,6 8,2
6. cALL 0 0 14,5
7. cALL/CD34+ 19,6 16,4 13,6
8. cALL/CD34+ 44,0 11,5 63,6
9. cALL/CD34+ 6,5 2,3 0,3
10. My+ALL 1,3 0,6 0
1. My+ALL 62,0 33,0 36,0
12. T-ALL 0 0 0
13. T-ALL 15,0 2,6 8,5
atlag+SEM 25,3+£7.57 14,6+4,77 28,6+10,3
median 15,0 7,75 13,6
egészséges gyerekek (n=4-8) GM-CFU/2x10° csv sejt
atlag+SEM 96,1+£32.4 105+£27.7 46,8+18.2
median 77,7 88,7 42

CFU-L=leukemias kol6nia képzd sejt; az rhG-CSF, rhGM-CSF és rhSCF maximadlis stimuladciot
kivalté koncentraciol hatasara nétt koldnidk szamat tiintettik fel a tablazatban; a

koléniaképzéssel reagdlokat vastag szedéssel jeloltiik

A koldnidkat alkoté sejtek MGG és citokémiai reakciokkal, hasonléan az eldzdekhez,

blastoknak bizonyultak. A 4.sz. beteg esetében az rhCSF-ek alkalmazdsa sordn is

észleltiink 31-34% kozotti ardnyban GM-CFU koldnidkat, melyeket a tdbldzatban és az
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abrakon nem tiintettiink fel.

Néhany betegnél méar a legkisebb alkalmazott koncentracié maximalis valaszt valtott ki a

képzodott kolonidk szamdnak 4tlagat tekintve, mig mds esetekben a legnagyobb

koncentracié volt ehhez sziikséges (16. dbra).

esetszam
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Az oszlopok az adott koldnia stimuldlé faktor dézisra maximaélis koléniaképzéssel reagdld
betegek szamat jelzik a 10 reagdld beteg koziil.

16. dbra Az ALL-es gyermekek megoszlsa csontveloi blast sejtjeik kolonia

stimuldo faktor érzékenysége szerint
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Az el6z0 draon a spontdn (0) és a PHA-LCM stimuldt kolonigk szamé is dbrazoltuk.

Mindharom vizsgalt citokin hatdsa dézisfiiggdnek latszott, bar a leukemids
blast sejtek érzékenysége nagymértékben véltozott az egyes betegek
esetében, igy volt akinél mar a legkisebb vizsgalt koncentracié maximalis
kol6niaszdmot eredményezett (17-19. dbra). A doézis-hatds gorbék
pontosabb felvételét korldtozta, hogy csak hdrom dézis szinten tudtunk
vizsgalatokat végezni, mivel a diagnosztikus célbdl levett csontveld mintak
ésszeri megfontoldsok alapjdn nyerhetd mennyisége korldtozta a

csontveldtenyészetekhez rendelkezésre 4ll6 sejtek szamét.
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20. Abra A spontdi kol niakCpzi d@t mutat (3 nem mutat mint4k CFU-L

kol niaszAmainak sszehasonl tAsa

A kiilonb6zd kolénia stimuldlé faktor forrdsok béarmelyike szignifikdnsan magasabb
koléniaszdmot eredményezett a spontdn koloniaképzést mutaté harom betegnél mint a

tobbiek esetében (G-CSF, SCF és PHA-LCM: P<0,01, GM-CSEF: P<0,05; 20. 4bra)
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4.3.4. Kolonia stimulalé faktorok ALL-es blast sejtek koloniaképzésére gyakorolt

hatasanak osszehasonlitasa

A kiilonb6zd koldnia stimuldlé faktor forrdsok hatdsa osszefiiggést mutatott egymadssal.
Ha az egyik hatdsara képzodtek kolonidk, nagy valdszinliséggel egy masik is képes volt
stimuldlni azt. Két kivétel volt csak ez aldl a szabdly aldl; a 6.sz. beteg, akinek blast
sejtjeit egyediil csak az SCF stimulélta, illetve a 9.sz. beteg, aki esetében a G-CSF és
kisebb mértékben a GM-CSF volt hatdsos, mig az SCF illetve a PHA-LCM nem.

A vizsgdlt citokinek kivaltotta vélasz heterogénnek bizonyult, de nemcsak abban a
tekintetben, hogy milyen koncentriciora volt sziikség a maximadlis védlaszhoz, hanem
abban is, hogy milyen mérték{i volt a koloniaképzés stimuldldsa (10. és 11. tablazat, 11.
abra). A maximalisan elérhetd kolonia szam a G-CSF esetében 0-91, a GM-CSF esetében

0-55 és az SCF esetében 0-108 kozott volt.

Az egyes CSF-ek esetében a maximdlis hatdst kivaltd koncentracié mellett észlelt
koléniaszamok o©sszehasonlitdsa azt sugallta, hogy a GM-CSF a legkevésbé hatdsos
stimulus az ALL-es gyermekek blast sejtjeinek koloniaképzése szempontjabdl. Linedris

regresszids analizist végeztiink ennek vizsgdlatara.
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A PHA-LCM és thG-CSF (A, P<0,001), a thGM-CSF (B, P<0,01) és thSCF (C, P<0,001) kozott
szignifikdns volt az Osszefiiggés. Hasonléan a rhG-CSF és a thGM-CSF (D, P<0,001) és rhSCF (E,
P<0,001) kozott és az thSCF és thGM-CSF (F, P<0,01) kozott is. A G-CSF-indukélt vs PHA-LCM-
indukdlt (A) valamint az SCF-indukélt vs PHA-LCM-indukélt (C) kolénidk regresszids egyenesei
szignifikdnsan meredekebbek voltak, mint a GM-CSF-indukalt vs PHA-LCM-indukalt (B) kolénidk
regresszids egyenese (bl=meredekség; A vs B: P<0,001 és C vs B: P<0,01).

A linedris regressziés analizis azt igazolta, hogy a G-CSF, illetve az SCF szignifikdnsan
erdsebb hatdsid, mint a GM-CSF. A G-CSF és az SCF hatéserdssége kozott viszont nem

volt szignifikans kiilonbség (21. dbra).

4.3.5. Citokin kombinaciok hatasa az ALL-es blast sejtek koloniaképzésére

Szerettiik volna megtudni, vajon van-e valamilyen kombinativ hatds az altalunk vizsgalt
citokinek esetében, hiszen a csontveldi Ossejt-progenitor sejtvonalakon fizioldgidsan a
citokinek egymadst szinergista moédon tdmogatjdk, igy hatdsaik felerdsodnek. Fix
koncentriciokat alkalmaztunk a kombindcokban, G-CSF-bdl 300 pg/l-t, a GM-CSF-bol
és az SCF-bol 100 pg/l-t. Tiz esetben sikeriilt a kettds kombindciok, és 9 esetben a

hiarmas kombindci6 hatdsat vizsgélni.

A kombindciok kivéltotta koloniaképzddést a kombindcidban szereplovel azonos
koncentraciéban alkalmazott egyes citokinek okozta koldniaszdmokkal hasonlitottuk
O0ssze paros Wilcoxon prébaval. A G-CSF+GM-CSF kombinécié szignifikdnsan
magasabb koldniaszdmokat eredményezett, mint akdr a G-CSF vagy a GM-CSF
magéban alkalmazva (G-CSF: P<0,05; GM-CSF: P<0,01). Bar a G-CSF és az SCF
hatdsa kozott nem volt szignifikdns kiillonbség, kombindcidjuk tobb koldnidt
eredményezett mint akar a G-CSF (P<0,05) akdr az SCF (0,1>P>0,05) egyediil
alkalmazva. Egy My+ALL minta blast sejtjei (10.sz. beteg) egyik citokinnel sem voltak
stimuldlhatok, viszont barmelyik vizsgalt kombindciéban koldniaképzést indukaltak (12.

tablazat).



12. tdbldzat  CSF kombindciok hatdsa az ALL-es gyermekek csontveloi blast sejtjeinek koloniaképzésére

CFU-L Kkol6nia/2x10’ csv. sejt (parhuzamos tenyészetek atlagai)

Betegek Stimulalé faktorok egyediil alkalmazva Az elobbi stimulalé faktorok kombinacidi
No. rhG-CSF rhGM-CSF rhSCF rhG-CSF+rhGM-CSF rhG-CSF+rhSCF rhG-CSF+
300 pg/l 100 pg/l 100 pg/l rhGM-CSF+rhSCF
1. 13,7 7,7 3,7 ND ND 14,3 N
2. 71,3 55,0 101,0 190,0 S 2940 S 385,0 S
5. 24,2 29,8 8,2 41,6 A 69,2 S 83,8 S
6. 0 0 14,5 1,7 N 12,6 N ND
7. 19,6 16,4 13,6 21,4 N 27,7 A 58,0 A
8. 17,0 11,5 55,0 14,0 N 16,0 N ND
9. 6,5 0 0,3 9.6 A 4,0 N 16,0 S
10. 1,3 0 0 9,3 S 22,6 S 31,3 S
11. 48,0 27,0 21,5 185,0 S 87,0 S 215,0 S
12. 0 0 0 0 N 0,6 N 53 S
13. 13,0 0 3,0 12,0 N 26,0 S 34,5 S
atlag+SEM 19,5+6.7 13,445,3 20,149,5 48,5423 .4 55,9+27.8 03,7+42,2
median 13,3 3,9 6,0 13,0 243 34,5

A kolé6niaképzéssel reagdlok félkovéren szedettek. ND = nem végeztiink (not done), S = szuperadditivitds, A = additivitds, N = nincs valtozas
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A citokinek harmas kombinicidja bizonyult a legerélyesebb stimulusnak. Szignifikdnsan tébb
kolénia képzddott akdr az egyes citokinek, akdr a citokinek kettds kombindacidja dltal okozott
kolénia szdmokndl (P<0,01 valamennyi Osszehasonlitisnal). Egy gyermek esetében (12.sz.
beteg), akinek T sejtes akut lymphoid leukemidja volt, csak a hdarmas kombinécié hatdsira

képzddtek kolonidk (12. tdblazat).
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5. MEGBESZELES

Célunk a neutropenids allapotokban alkalmazott néhany hat6anyag normadl, ill. kéros hemopoietikus
koléniaképzd sejtekre gyakorolt hatdsainak tanulmanyozdsa volt. A neutropenias allapotokban
gyakori szisztémds gombds fertdzések kezelésében az azol antifungélis anyagok haszndlata az
utébbi évtizedekben rohamosan elterjedt. Viszonylag kisebb toxicitdsuk miatt az amphotericin B
mellett alternativ  lehetdoséget képviselnek, ill. tartés kezelésre alkalmasabbak per os
adagolhatésdguk miatt. Feltett kérdéseinkre a kdvetkezd vélaszokat kaptuk kisérleti eredményeink
tiikrében:

5.1. Mennyire jellemzo az azol antifungilis szerekre a granulocyta-macrophag

progenitor sejtek (GM-CFU) koloniaképzésének gatlasa?

Az antifungdlis anyagok csontveldi progenitor sejtekre gyakorolt hatdsairdl kevés irodalmi
adat van (l. Irodalmi Osszefoglalé fejezet). Az azolok koziil a miconazol és a ketoconazol
esetében vizsgaltdk a csontveld progenitor sejtjeinek koldniaképzését befolydsolé hatdst
(Meeker és mtsai. 1983). Doézisfiiggd gatlast tapasztaltak human GM-CFU progenitor sejtek
tenyészeteiben, az 50%-os gatlashoz 10-15 mg/1 volt sziikséges a ketoconazolbdl és kb 4 mg/1
a miconazolbdl. Kisérleti eredményeink jo 0Osszhangban vannak az elobbi adatokkal.
Hasonl6an doézisfiiggd gétlast tapasztaltunk, és a ketoconazol esetében 6,3 mg/l, a
miconazolndl 5,3 mg/l IC50 értéket szdmolhattunk a d6zis-hatds gorbék alapjan szintén human

GM-CFU sejtek tenyészeteiben.

Vizsgdlatainkat az eldzoeken kiviil 6 mésik azol szarmazékra is kiterjesztettiik. Koziiliik otot
alkalmaznak a klinikai gyakorlatban. A 8 vizsgalt anyagbdl 7 doézisfiiggden gatolta mind az
egér, mind a human GM-CFU progenitor sejtek koldniaképzését. Az imidazol szarmazékok:
clotrimazol, econazol, mizonazol, ketoconazol és oxiconazol dézis-hatds gorbéinek leszallo
szakaszai kozeldllo, egymadst fedd dézistartomanyokba, 1-30 mg/l kozé estek. Az imidazolok

50%-o0s gatlé koncentracioi 10-50 wmol/l kozott szérodtak az egér progenitor sejtek esetében,
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mig a human progenitor sejteknél a szords kisebb volt, 7,5-20 umol/l kozotti értékeket

kaptunk.

A vizsgdlt triazol szidrmazékok mar nem viselkedtek egységesen. Az itraconazol és a
saperconazol az imidazolokkal Osszehasonlitva meredekebb doézis-hatds gorbéket adtak,
melyek leszdlld szakaszai alacsonyabb dézistartomdanyba estek, 0,1-3 mg/l kozé. Ugyanakkor
a fluconazol nem befolydsolta a kol6niaképzddést sem az egér-, sem a human progenitor
sejtek esetében, még egy nagysdgrenddel nagyobb, 100 mg/l koncentraciéban sem. Human
sejtek esetében ugyan 50 mg/l felett lassan ereszkedni kezdett a dézis-hatds gorbe, de az 50%-
os gatld koncentracié6 202 mg/l és csak extrém magas 1000 mg/l koncentriciéban gitolta

teljesen a koléniaképzést.

A ketoconazolrdl ismeretes, hogy mds proliferdld, pl. malignus sejtek szaporoddsat gitolja: a
kol6niaképzést 90%-kal gatld koncentraciét Rochlitz és mitsai. (1988) kiilonféle malignus
sejtvonalakon 7-40 mg/l-nek taldltdk. A proliferacié gatldsanak magyardzatra a sejtek szteroid-
szintézisének gatlasat, vagy a membran-permeabilitds koéros megvaltozasat emlitik, de a
mechanizmus nem teljesen tisztdzott. Az itraconazol €s a miconazol gitolja tobb citokin-gén
expresszidjat (Friccius és mtsai. 1992). Ez citokin-dependens, pl. kolénia-stimuldlé faktort (CSF-et)
igénylo sejtek novekedésének gatldsat magyardzhatnd. A csontveldsejtek koloniaképzése ugyan
CSF-fiiggd, a mi kisérleti rendszeriinkben azonban a tenyészetek exogen CSF-et tartalmaztak, ezért
a koléniaképzéshez a tenyészeten beliili CSF-termelés nem volt sziikséges. Igy az azol-
szarmazékok koloniaképzddést gatld hatdsat a citokin-gének expresszidjara gyakorolt hatdsukkal

nem magyarazhatjuk.
A granulocyta-macrophag koloniaképzd sejtekre gyakorolt toxikus hatds az azol antifungélis

vegyiiletek jellemzd, de - mint a fluconazol példdja mutatja - nem sziikségszeri tulajdonsaga.

5.2. Hogyan viszonyul egymashoz a vizsgalt antifungalis anyagok toxikus

potenciaja?
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Az azol-szarmazékok potencia sorrendje az egér és human sejtek esetében alapvetden hasonlé volt.
Valamennyi szarmazék koziil az itraconazol bizonyult a legtoxikusabbnak, az imidazolok koziil
pedig a clotrimazol. Az imidazolok és triazolok ebbdl a szempontbdl nem alkottak elkiiloniild
csoportokat, hanem a triazolok IC50 értékei mintegy korbefogjak az imidazolokéit. A két végletet
képviseld vegyiilet, a legtoxikusabb itraconazol és a koldniaképzést legkevésbé gatld fluconazol

ugyanis egyarant triazol-szarmazék.

Az itraconazol és a saperconazol kifejezetten toxikusabbak voltak, mint a ketoconazol vagy a
tobbi imidazol vegyiilet. A moldris koncentrdcidban kifejezett 50%-os gatlé koncentracidok
Osszehasonlitdsdval lathatd, hogy a human GM-CFU-ra az itraconazol kb.10x toxikusabb, mint
a legtoxikusabbnak bizonyult imidazol-szdrmazék, a clotrimazol, a saperconazol pedig 4x
hatékonyabb a clotrimazolndl. A ketoconazolndl az itraconazol 15x, mig a saperconazol 6x

toxikusabb.

A progenitor sejtekre vonatkozé gatlds az antifungdlis anyagok kozott nemcsak az azolokra
jellemzd. Mint az irodalombdl ismert, a két klasszikus szer az amphotericin B és az 5-fluorocytosin
kifejezett csontveldtoxicitdssal rendelkezik. Kisérleteinkben az amphotericin B esetében hasonld
eredményeket kaptunk, mint Koeffler és Golde (1977), az egér €s human csontveldtenyészetekben
azonos, meredek dozis-hatds gorbéket 2,8-3,2 mg/l IC50 értékekkel. Az 5-FC esetében szintén
dozisfiiggd gatlast tapasztaltunk. Koeffler és Golde (1979) szerint az 5-FC 65 mg/l
koncentraciéban kb 90%-os gatlast eredményezett a human GM-CFU sejtek kol6niaképzésében,
mig Kissling és mtsai. (1988) 100 mg/l koncentracidig nem taldltak eltérést a koloniaszamokban.
Kisérleteinkben 100 mg/l koncentricibban mér teljes gatlast tapasztaltunk. Eredményeink
Osszhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy csontveldtoxicitasra utald klinikai tiinetek 100
mg/l szérumkoncentracié felett nagyon gyakoriak, igy nem ajanlott ennek tillépése, viszont
csontveldtoxicitdsra utald egyértelmii jelek mar jéval 100 mg/l koncentrécid alatt is eldfordulhatnak
(Groll, 1998). Az amphotericin B kétszer toxikusabb volt a clotrimazolndl, de az itraconazol 4x, a
saperconazol 1,5x toxikusabbnak bizonyult az AMB-nél. A vizoldékony 5-fluorocytosin potencidja
a szintén vizoldékony fluconazoléhoz kozelitett. A legkisebb hatékonysagu oxiconazolndl kb. 11x

volt kevésbé hatékony.
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5.3. Hogyan hatnak a fluconazol észter-szarmazékai a GM-CFU kol6niaképzésére?
Az azol-szarmazékok lipophilitisa és GM-CFU-ra gyakorolt toxikus hatasa

kozotti osszefiiggés.

A fluconazol észterszarmazékai az anyavegyiiletnél joval toxikusabbnak bizonyultak. Taldn a
lipophilitdsnak szerepe lehet a csontveldi sejtek koloniaképzésének gétldsa szempontjabol. A hét
lipophil azol szdrmazék IC50 ért€kei <50 pmol/l, mig a vizoldékony fluconazol molekula human
sejtekre vonatkoztatott IC50 értéke 660 pumol/l, vagy a szintén vizoldékony 5-FC esetében 247
umol/l. Kozillik a legkifejezettebben lipoidoldékonynak ismert itraconazol bizonyult a
legtoxikusabb  vegyiiletnek. A vizsgdlt fluconazol észter szarmazékok szintén erdsen
lipoidoldékonyak voltak, csak DMSO-ban oldva tudtuk vizsgdlni Oket. Az azol-szarmazékok
lipophilitasdt szamszerGien kifejezd logP értékek szerinti sorrendjiik hasonld volt, bar nem teljesen
ugyanaz, mint a koloniaképzést gatlo hatast jellemzd IC50 értékek dltal meghatrozott potencia
sorrend. A harom legtoxikusabb vegyiilet a harom legnagyobb logP értékkel rendelkezd vegyiilet
volt. A logIC50 és a logP értékek kozotti korrelacio szignifikans volt (egér GM-CFU: r = 0,7608,
P <0,05; human GM-CFU: r = 0,9328, P < 0,001).

Az azolokra vonatkozé irodalom szerint az érett vérsejtekre gyakorolt hatdsokban szintén
mutatkozik kiilonbség a lipoidoldékony szdrmazékok és a fluconazol kozétt. A miconazol és az
itraconazol <10 mg/l koncentraciéban gétolja a mitogén indukalt lymphocyta transzformaciét vagy
a neutrophil granulocytdk kemotaxisat és baktériumold képességét, mig a fluconazol nem
befolyasolja azokat (Roilides és mtsai. 1989; Rowan-Kelly és mtsai. 1984; Vuddhakul és mtsai.
1990).

5.4.Van-e Osszefiiggés az azolok egér és human csontvelosejtek tenyészeteiben mutatott
hatasa kozott? Az egér kisérletekben meghatarozhaté adatok mennyire prediktiv

értékiek a human csontveloi sejtek érzékenységére?
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A human csontveldsejtek tenyészetei az imidazolok, a saperconazol és az 5-FC esetében
érzékenyebbek voltak az egér csontveldi progenitor sejteknél, a dozis-hatds gorbék balra tolddtak.

Az AMB és a legtoxikusabb itraconazol esetében a két dozis-hatds gorbe nem vélik el egymastdl.

A gyogyszerfejlesztés szamdra mindig fontos kérdés mennyire alkalmasak az 4llatkisérletes
adatok a human sejtekre gyakorolt hatdsok elorejelzésére. Igen szoros és szignifikdns
korreldciot lehetett kimutatni az egér és a human progenitor sejtekre gyakorolt gitlé hatést
jellemzd logIC50 értékek kozott (r = 0,9818; P < 0,001; 8. dbra). Ez azt jelenti, hogy az egér
csontveldtenyészetek alapjan mért adatok megfeleld prediktiv értékkel rendelkeznek a human

sejt-toxicitds szempontjabol.

5.5. Hogyan viszonyulnak az in vitro mérheto gatlé koncentracio tartomanyok az in vivo

terapias adagok utan észlelheté koncentraciokhoz ?

Eredményeink in vivo relevancidjdnak felmérésére irodalmi adatok Osszehasonlitdsdval a
terdpids dozisok utdn kialakul6 szérum gyogyszerszinteket az altalunk kapott in vitro gatlo
koncentraciokkal. A klinikai gyakorlatban az imidazolok koziil a ketoconazolt ill. esetenként a
miconazolt haszndljdk szisztémds gombds fertdzésekben. Embernél 200 mg-os adag utdn a
ketoconazol atlagos szérum-csicskoncentracidja 4,4 mg/l (Daneshmend és mtsai. 1984).
Nagyobb, 400 mg-os adagok utdn a csicskoncentraciok esetenként mar elérhetik a 12,5-18
mg/l tartomdnyt, mig 600 mg-os dézis utdn 30-50 mg/l-es szérumkoncentracidkat mértek
(Brass és mtsai. 1982). Tumoros betegekben a ketoconazol kisfoki kumulécidjat lehetett
megfigyelni egyhetes kezelést kovetden (Maksymiuk és mitsai. 1982). Az éaltalunk human

csontveldtenyészetekben kapott IC50 érték 6,3 mg/l volt.

Miconazollal a szérumban 2-9 mg/l-es csicskoncentracidkat értek el intravénds infizidban
adott 500 mg-os dozist alkalmazva (Heel és mtsai. 1980). A miconazol egyszeri ajanlott
maximdlis intravénds adagja (15 mg/kg) utin még magasabb szérumszint vérhato.
Kisérleteinkben az egér-csontveldsejtek in vitro koloniaképzését 7,5 mg/l miconazol még csak

24%-kal géatolta, de human progenitor sejtek esetében az 50%-os gatlashoz 5,3 mg/l
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koncentracidra volt sziikség.

Az itraconazol 100 mg per os adagja utdn a plazma csicskoncentracidk 0,13-0,16 mg/l kozott
mérhetdok. Intravéndsan alkalmazva kb. 5x magasabb (0,66 mg/l) csicskoncentraciok alakulnak ki
(Negroni és Arechavala, 1993). Az itraconazol kumul4ciéja miatt ismételt dézisok addsa utén a kb.
14. napra kialakuldé egyensilyi koncentracié a p.o. 100 mg napi dézisok utin 0,4 mg/l, de
magasabb ddzisok esetén, pl. 200 mg/nap p.o. adag utdn mar 1,1 mg/l, 400 mg/nap p.o. adag utdn
pedig 1,9-2,0 mg/l (Barone és mtsai. 1993; Negroni és Arechavala, 1993). Ugyanakkor az
itraconazol a szovetekbe jOl penetrdl, igy ott 2-3x magasabb koncentracidkat érhet el, mint a
plazmaban (Heykants és mtsai. 1989). Az altalunk human csontvelStenyészetekben kapott 1C50
érték 0,55 mg/1 volt.

A saperconazollal kapcsolatban, mivel fejlesztése az dllatkisérletes toxicitdsi vizsgalatok miatt
megtorpant — mellékvese tumorok kialakuldsat észlelték - nem taldlni human farmakokinetikai
adatokat. Egerekben egyszeri 100 mg/kg adag utdn a plazma cstcskoncentracié 18 mg/l volt
(Hostetler és mtsai. 1992). Ez tizszer nagyobb az ltalunk tapasztalt 1,68 mg/l-es 50%-os gétl6

koncentracioknal.

A fluconazol szamottevéen nem befolydsolta a koldniaképzddést 100 mg/l koncentracidig. Ilyen
magas koncentraciokat még extrém nagy, 2000 mg/nap dézisok utdn sem lehet a plazméaban mérni
(Anaissie és mtsai. 1995). Az dltalunk human csontveldtenyészetekben kapott IC50 érték 202 mg/l

volt.

Megillapithatjuk, hogy a szisztémds gombds fertdzések terdpidjdban szOobajovd azol
szarmazékok koziil a ketoconazol szokdsos 200 mg/nap adagja utdn az irodalom szerint
mérhetd plazma koncentracidok kisérleteinkben nem gatoltdk jelentdsen a csontveldi progenitor
sejtek koloniaképzését. Azonban a ketoconazol 400 mg vagy a feletti napi dézisait alkalmazva
a kialakulé plazma koncentracick meghaladjdk az 4altalunk mért 50%-os gatlast okozd
koncentracidkat. A miconazol terdpidsan alkalmazott magasabb i.v. adagjai utdn kialakuld
plazmakoncentracio értékek szintén magasabbak a human progenitor sejtekre vonatkoztatott

1C50 koncentracional.
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A triazolok koziil az itraconazol 100 mg/nap p.o. adagja utdn mérhetd koncentracidk ugyan
még nem befolydsoljadk szadmottevdoen a koloniaképzést, de i.v. alkalmazds esetén mdr
meghaladjdk az IC50 értéket. A 100 mg/nap adagok utdn kialakul6 egyensulyi koncentracid
azonban mar megkozeliti az 50%-os gatlast kivaltd koncentracidt, a magasabb, 200 ill. 400
mg/nap adagok utdni egyensilyi koncentriciok pedig jelentdsen meghaladjdk azt. Az
itraconazol esetében ugyanakkor szdmolnunk kell azzal is, hogy a szovetekben mérhetd

koncentraciok jelentdsen nagyobbak a plazmaban mérteknél.

A madsik széles korben alkalmazott triazol, a fluconazol a plazmdban még olyan extrém
dézisok, mint 2000 mg/nap, utdn sem ér el in vivo 100 mg/l koncentraciot, igy nem varhato,
hogy a granulopoiesisre direkt toxikus hatdsa lenne. Eredményiink Osszhangban van azzal,
hogy a fluconazol szedésével Osszfiiggésbe hozhaté — igen ritka — neutropenidt dézistol
fiiggetlennek, nem toxikus, hanem immunoldgiai mechanizmustnak tartjdk (Wong-Beringer

és Shriner 2000).

5.6. Hogyan viszonyulnak az in vitro mérheto koloniaképzést gatlé koncentracio-
tartomanyok az azol antifungilis anyagok pathogen gombaikra vonatkozé MIC

értékeihez?

Osszehasonlitva az egyes azol szdrmazékok gombdkra hatdsos gitlé koncentracio-
tartomdnyait a csontveldi progenitor sejtek koldniaképzését gatld koncentracid-
tartomanyokkal, képet kaphatunk az azolok csontveldi GM-CFU sejtekre vonatkoztatott

terdpids szélességérol.

Irodalmi adatok szerint a clotrimazolnak a Candida torzsek 50%-at gatlé koncentracidja (MIC50)
1,56-3,12 mg/l, mig mds gombatorzseken altaldban magasabb MIC50 értékeket taldltak (Burgess
és Bodey 1972). Az econazol MIC50 értéke kiilonb6zd gombatodrzseken 0,01-10 mg/l, mig
Candida albicansra kevésbé hat (Heel és mtsai. 1978). A miconazol irodalmi adatok szerint 0,5-10

mg/l koncentracidban gétolja a Candida albicans torzsek novekedését (Heel és mtsai. 1980), és a
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ketoconazol MICS50 értéke a kiilonb6zd gombdk esetében 0,01-10 mg/l (Heel és mtsai. 1982). A
human GM-CFU kol6niaképzését gatlé koncentricié- tartomanyokkal Osszevetve az eldbbi
irodalmi értékeket a gombdk szaporoddsit gitlé koncentracié-tartomédnyokkal, a clotrimazol

esetében a kettd egymast jelentdsen atfedi.

A triazolok szerkezetmddositasaval a terdpids sz€lesség javulasat tizték ki célul. Ez részben meg is
valésult, ami nagy jelentdségli tobb mellékhatds (pl. gynecomastia) és a gyogyszerkolcsonhatasok
szempontjabol. Ennek oka, hogy a szelektivitds a cytochrom P-450 3A fiiggd gomba lanosterol
14-alpha-demetildz enzim és az emlds mdj cytochrom P-450 enzimrendszere tekintetében
fokozaédott. Ugyanakkor kisérleti eredményeink szerint a terdpids szélesség az itraconazol esetében
a csontveldi progenitor sejtekre vonatkoztatva szikiilni latszik. Bar a saperconazol Candida, ill.
Aspergillus fajokra vonatkoztatott MIC50 értékei 0,1-0,2 mg/l (Odss 1989), az itraconazolé pedig
0,07-0,1 mg/l1 (Espinel és mtsai. 1984), az itraconazol ajanlott terdpids egyensilyi szérum
koncentracidja (minimélis terdpids koncentracidja), melyet az ismételt adagolds 8-15. napja kdzott
érel, >0,5 mg/l (Groll 1998) megegyezik az altalunk mért 0,55 mg/l IC50 értékkel. Masok még
magasabb, 1 mg/l terdpids szérumszintet javasolnak (Prentice és mtsai. 1994; Summers és mtsai.

1997).

A neutropenids betegek antifungdlis profilaxisa komoly gondot jelent. Per os adagolhatésaguk,
relativ kisebb toxicitdsuk a triazolokat elonyben részesithetik az amphotericin B-vel szemben.
Azonban az ajanlott napi dézisok és plazma koncentraciok az itraconazol esetében elég magasak.
Glasmacher és mtsai. (1996) 600 mg/nap adagot és 0,5-2 mg/l folyamatos plazma koncentraciét
javasol. Bohme és mtsai. (1996) 2x200 mg/nap itraconazol profilaktikus addsaval csokkenteni
tudtdk a szisztémds gombds fertdzések incidencidjat neutropenids hematoldgiai betegségekben
szenvedokben, de az aspergillosisét nem. A fluconazol 2x200 mg/kg adagjaval végzett kontrollalt
klinikai tanulmény szerint csontveld transzplanticion atesett betegek feliileti €s szisztémds gombdas
fertdzéseinek incidencidja sikeresen csokkenthetd volt (Goodman és mitsai. 1992). Huijgens és
mtsai. (1999) madr alacsony dozisi profilaxist javasolnak: itraconazolbél  2x100 mg/nap,
fluconazolb6l 2x50 mg/nap doézisban. 202 beteg vizsgdlatival nem taldltak szignifikdns
kiilonbségeket az elobbi két azol preventiv hatdsa kozott. Eredményeink tiikrében az itraconazol

esetében ajanlott tartds 0,5-2 mg/l plazma koncentracid, de még az alacsonyabb 200 mg napi dézis
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utdn kialakulé egyensilyi plazma koncentraciok is, vesz€lyt jelenthetnek a GM-CFU sejtek

szempontjabol.

Az érett neutrophil granulocytdk funkcidoképessége sem kozombos a szisztémds gombds fertdzések
lekiizdése szempontjdbdl. A  fluconazol nem befolydsolja, mig az itraconazol csokkenti a
phagocytosist, de csak magas, 20 mg/l koncentraciéban (Abruzzo és mtsai. 1987; Vlem és mtsai.
1996). Kimutattdk, hogy 10-20 mg/l koncentricié-tartomanyban mind a miconazol, mind a
ketoconazol jelentdsen csokkenti az érett granulocytdk kemotaxisat €s killing aktivitdsat (Rowan-
Kelly és mtsai. 1984). Alacsonyabb, 10 mg/l alatti koncentracidban a ketoconazolnak nincs ilyen
hatdsa (Marmer és mtsai. 1981). A ketoconazol 400 mg napi ddzis esetén mér géitolhatja mind a
granulocyta-macrophag sejtek képzodését a csontveldben, mind az érett granulocytdk kemotaxisat

és killing aktivitasat.

Jelentds klinikai myelotoxicitast nem irtak le egyik vizsgdlt azol antifungdlis anyaggal kapcsolatban
sem. Azonban neutropenids betegek esetében annak is lehet jelentdsége, ha a neutropenids beteg
kezelésére haszndlt barmely gydgyszer csupdn lassitja a neutropenidbdl vald felépiilést. A
neutropenids betegekben nehéz elkiiloniteni az antifungdlis anyagok okozta myelotoxicitast a
csontvelddepresszidt okozd egyéb hatisoktol. Megtfigyeléseinkkel Osszhangban van, hogy az
itraconazol in vivo, betegekben okoz leukopenidt (Graybill és mitsai. 1990), tobben
immundeficiens betegek kezelésekor szamoltak be neutropenidr6l pl. tumoros vagy AIDS-es

betegek kezelése sordn (Denning és mtsai. 1989; Horst és mtsai. 1996).

5.7. A csontveldi granulocyta-macrophag progenitor sejtekre gyakorolt hatas vizsgalata
neutropenias allapotokban szébajovo anyagok gyogyszerfejlesztésének Kkorai
szakaszaban. Intézetiink 1j, B-laktamaz-gatlo hatassal rendelkezo anyagainak

vizsgalata.

Neutropenids betegek bakteridlis fertdzései kozott nagy ardnyban szerepelnek Gram negativ

korokozok. A széles spektrumu, tjabb [-laktdm antibiotikumok a leggyakrabban alkalmazott
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szerek. Leggyakoribb rezisztencia mechanizmusuk, a [-laktamdz rezisztencia kivédésére béta-
laktamaz gétlokat alkalmaznak. Intézetiink uj [-laktamaz-gatld vegyiiletek fejlesztése sordn
eloallitott két béta-laktamdz gatlé hatdssal rendelkezd y-lakton szdrmazék hatdsat vizsgaltuk. A 3.
sz. és a 6. sz. gamma-lakton szdrmazék in vitro nem gaitolta szdmottevoen a GM-CFU sejtek
koloniaképzését 700 wmol/l ill. 60 umol/l koncentracidig. Biztatd, hogy a vizsgalt szarmazékok az
anyavegyiiletnél lényegesen kevésbé voltak toxikusak, igy hasonlé vegyiiletek elddllitisa és
vizsgilata eredménnyel kecsegtethet. Fontos, hogy a -laktamaz-gatlo vegyiiletek lehetoleg ne
befolydsoljadk a csontveld GM-CFU sejtjeinek koloniaképzését, mivel tobb béta-laktdm
antibiotikumrdl deriilt ki, hogy nagy dézisban, hosszabb idon 4t adva gatoljdk a granulopoiesist. A
cephalosporinok és az imipenemek 3-25x hatékonyabbak a penicillin szarmazékokndl, mig a
monobactamok hatdstalanok (Neftel és Hiibscher 1987). Az in vitro gatlé koncentracidk jol

korreldltak a betegekben neutropenidt okoz6 dtlag napi dézisok értékeivel (Neftel és mtsai. 1985).

5.8. Befolyasoljak-e az akut lymphoid leukemias betegek komplex terapidja soran
szobajoheto citokinek, a G-CSF, GM-CSF és az SCF a leukemias blast sejtek

kol6niaképzését ?

Neutropenids betegek infectios szovodményeinek megeldozésére, kezelésiik hatdsossdganak
novelésére, az antifungdlis anyagok hatdsénak erdsitésére, az érett neutrophilek funkcidinak javitasa
céljabol kézenfekvd a G-CSF és GM-CSF terdpids felhaszndldsa. A jelenleg klinikai kiprébélasi

stddiumban 1évd SCF szintén szébajohet, bar tobb mellékhatas varhatd vele kapcsolatban.

A pleiotropia és redundancia jelensége jol ismert a hematopoietikus target sejtek és a citokinek
interakcidiban (Dexter 1993; Metcalf 1992). Mégis, nincs nagy dtfedés a normdl lympho- és
myelopoiesisben résztvevd prekurzorok és progenitorok proliferacidjat és differencidlédéasat
szabalyozé citokinek hatdsspektruma kozott. A G-CSF-nek és a GM-CSF-nek nincs alapvetd,
ismert szerepe a normal lymphoid érési sor szabdlyozdsdban. Még a legdsibb, korai sejtalakokra
haté SCF-1dl is azt mutattdk ki, hogy nagyobb hatdssal van a myeloid, mint a lymphoid éretlen
progenitor sejtekre (Broudy 1997; Ulich és mtsai. 1991). Ezért ezen citokinek terdpids
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felhaszndldsa az ALL-es betegek kezelése sordn nem tlint kockdzatosnak (Ohno 1994; Welte és

mtsai. 1996b).

A normdl lymphoid progenitor sejtek citokin érzékenységi mintdzata alapjan kialakult
véarakozasokkal ellentétben, néhany szerzd azt taldlta, ezek a citokinek képesek stimuldlni a
leukemids lymphoblastok proliferdcigjat (Drach és mtsai. 1994; Freedman és mtsai. 1993; Pontvert-
Delucq és mtsai. 1996), mig masok az esetek tobbségében nem tudtak ilyen hatdst kimutatni
(Komada és mtsai. 1993; Lauria és mtsai. 1995; Mirro és mtsai. 1993; Piao és Okabe 1990;
Tomeczkowski €s mtsai. 1995). Ezért vizsgdlni kezdtiik az ALL-es gyermekek friss csontveld
sejtjeinek koldniaképzését az elobbi citokinek jelenlétében. Mindhdrom citokin az esetek egy
részében dozisfliggd modon koloniaképzést stimuldlt. A koldnidkat alkoté sejtek lymphoblastoknak
bizonyultak. Néhany esetben mar az alkalmazott legkisebb dézis maximadlis koléniaszamokat
eredményezett, mely a leukemids koloniaképzd sejtek érzékenységének nagyfoku variancidjat
jelenti (16-19. dbra). A reagdlok kozott nemcsak myeloid markerekkel rendelkezd My+ALL vagy
CD34+ ALL mintdkat talaltunk. Més B-ALL és T-ALL mintdk blast sejtjei is stimuldlhatok voltak.
Ez nem egyezik Komada és mtsai. (1993) eredményeivel, akik csak a My+ALL mintdk egy
részében tudtak proliferaciét kimutatni G-CSF és GM-CSF hatasara, My-ALL esetekben nem.

A szignifikdnsan legkevésbé hatdsos citokin a GM-CSF volt, mig a G-CSF, SCF vagy a
konvencionalis, citokin keveréket tartalmazo, PHA-LCM stimulus hasonlé mértékben volt
eredményes. JO korrelaciot lehetett kimutatni az egyes citokinek hatdserdsségében az egyes mintdk
esetében (21. dbra). Ez kissé meglepd, ha arra gondolunk, hogy nincs nagy atfedés az egyes szigndl
transzdukciés udtvonalak kozott (Mire-Sluis és Thorpe 1998). Ugyanakkor a hdarom spontin
kol6niaképzodést mutatd esetben szignifikdnsan tobb koldnia novekedett valamennyi citokin
hatdsdra, mint a spontdn koloniaképzést nem mutatd esetekben. Ehhez hasonlé megfigyelést

kozoltek Pontvert-Delucq és mtsai. (1996) az SCF, 1L-7 és IL-3 citokinekkel kapcsolatban.

Hozzank hasonléan Freedman és mtsai. (1993) a GM-CSF, Drach és mtsai. (1994) a G-CSF, GM-
CSF és SCF esetében kapott koloniaképzést fokozo hatast. Utdbbiak sem taldltak Osszefiiggést a
proliferativ hatds és a myeloid antigének expresszidja kozott. A reagdlok ardnya az ALL-es mintak

kozott alacsonyabb volt, mint a mi esetiinkben. Ezek a szerzok azonban kontrollként feeder layer-
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rel és PHA-LCM-el stimulalt tenyészeteket haszndltak, és azokat a csontveld mintdkat tekintették
pozitivnak, amelyekben a kolonidk szdmét az ilyen kontrollokhoz viszonyitva novelte a
tenyészetekhez adott citokin. A mi kontroll tenyészeteinkhez sem feeder-layert, sem PHA-LCM-et
nem adtunk, tehat azok semmiféle exogen citokint nem tartalmaztak; ez is novelhette a kontroll és a
kezelt tenyészetekben képzddd kolonidk kozotti kiilonbséget. Tovabbi kiilonbség, hogy a
citokineket mi nagyobb koncentricié-tartomdnyban alkalmaztuk, és a tenyésztés idotartama is
hosszabb volt. Piao és Okabe (1990), akik azt talaltdk, hogy egy moédositott human G-CSF (KW-
2228) nem stimuldlta 5 ALL-es betegiik blast sejtjeinek koloniaképzését, szintén alacsonyabb (<100

ug/l) koncentraci6 tratomdnyt vizsgaltak, €s 1ényegesen rovidebb tenyésztési idot alkalmaztak.

A G-CSF, a GM-CSF vagy SCF hatastalansdgat az ALL-es blastok proliferacidjara elsdsorban a
tricialt timidin beépiilését vizsgalok észlelték (Komada és mtsai. 1993; Lauria és mtsai. 1995; Mirro
és mtsai. 1993; Tomeczkowski és mitsai. 1995), bar ezek az eredmények sem voltak teljesen
negativak. Komada és mtsai. (1993) 11/16 My+ALL esetben és 21/21 My-ALL esetben a G-CSF-
et és a GM-CSF-et, mig Lauria és mtsai. (1995) 36/37 esetben az SCF-et, Mirro és mtsai. (1993)
71/75-ben a GM-CSF-et és 79/80 esetben a G-CSF-et taldlta hatdstalannak. A timidin beépiilés
vizsgédlatival a DNS szintézist, kozelebbrol a pirimidin mentési Utvonalat lehet vizsgdlni. A
leukemids sejtek tobbsége termindlis osztddasi szakaszban van és csak a sejtek igen kis frakcidja
osztodik folyamatosan fenntartva a leukemids clont (Lajtha 1981; Lowenberg és Touw 1993).
Ezek a CFU-L kol6nia képzd sejtek joval kisebb ardnyban vannak jelen mint az eldbbiek, igy
proliferaciés aktivitidsuk tricidlt timidin beépiilésével nem észlelhetd. Ezen frakcid sejtjeinek
kimutatdsdra a koldniaképzést vizsgdldé modszerek alkalmasak. A kétféle modszerrel kapott
eredmények divergencidja nemcsak elméleti lehetdség. Consolini és mtsai. (1997) IL-7 hatdséra
kolonidkat képzd gyermekkori ALL-es mintdk esetében nem taldlt proliferacidra utal timidin
beépiilés fokozddast. Tchuchiya és mtsai. (1993) pedig ellenkezdleg a timidin beépiilés fokozddasat
észleltek, de koloniaképzddést nem G-CSF hatdséara Phl-pozitiv ALL-es betegiik esetében.

Az Irodalmi bevezetoben részletezett cikkekben tobben vizsgaltak az adott citokinek receptorainak
expresszidjat ALL-es blast sejteken. Freedman és mtsai. (1993) pozitiv korreldciot taldltak a
receptorok jelenléte és a GM-CSF-re adott clonogen valasz kozott. Més szerzok nem taldltak ilyen

Osszefiiggést ALL-es blast sejtek esetében (Drach és mtsai. 1994). Ez magyarazhat6 azzal, hogy a
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citokinek receptorhoz kotddése a clonogen €s a nem-clonogen frakcid sejtjei kozott megoszlik.
Ugyanakkor a receptorok jelenléte feltétele, de nem bizonyitéka a citokinekre adott proliferativ
véalasznak. Valgdjdban tobb sejtféleség - pl. az érett neutrophilek — viszonylag nagy szdmban
expresszalnak G-CSF vagy GM-CSF receptorokat (Shinjo és mtsai. 1997), melyek nem proliferativ
vélaszokat véltanak ki. Az ALL-es blastok koziil a GM-CSF-re koloniaképzéssel reagdld sejtek
szdma nagysagrendekkel kisebb, mint a GM-CSF receptort expresszdlé sejtek szama. Pl
Freedman és mtsai. (1993) kézleményében a 7. sz. beteg esetében 1:500 GM-CSF receptor pozitiv
csontveldi sejt volt clonogen blast sejt. Forditott irdnyban is taldlunk eltérésekre példat: Drach és
mtsai. (1994) 1/3 T-ALL-es betegének blast sejtjei kolonidkat képeztek, bar kimutathat6 SCF

receptor nem volt rajtuk.

Altaldban a citokin receptorszam denzitds a hemopoietikus érési sor eldrehaladtdval nd. Pl a G-
CSF receptorok szdma sejtenként 400 a CD34-CD33+ sejtekben, mig csak 80 a kevésbé érett
CD34+CD33- normal human csontveldi sejtek felszinén, €s néhany széz az ALL-es blast sejteken
(Shinjo és mtsai. 1997). Ha csak a sejtek kis frakcidja (<0,1%) clonogen és rdadasul az ilyen
sejteken 1€vo kotddési helyek szdma alacsony, a legtobb ma haszndlatos receptor kimutatdsi
modszerrel nehéz felderiteni a hozzdjuk kothetd citokineket. Ez magyardzhatja, hogy az ALL-es
csontveld mintdk kisérleteinkben magas ardnyban reagdltak koloniaképzéssel az adott citokinek
hatdsdra, annak ellenére, hogy az irodalmi adatok szerint a betegek kisebb hdnyaddnak ALL-es
sejtjeit tartottdk az adott citokinek receptoraira pozitivnak (Bene és mtsai. 1998; Knapp és mtsai.
1994; Lauria és mtsai. 1995; Shimoda és mtsai. 1992; Shinjo és mtsai. 1997). Rédadasul a legtébb
szerzd akkor tekintette pozitivnak a receptorok expresszidjat, ha a sejtek >20%-anak felszinén
jelenvoltak (Bene és mtsai. 1998; Komada és mtsai. 1993; Shimoda és mtsai. 1992), mig a sejtek

<0,1%-anak receptor pozitivitasa elég lehet az dltaluk észlelt szamu kol6nia képzodéséhez.

Az, hogy a spontdn koldniaképzést mutatd blast sejtek barmely citokinnel szignifikdnsan jobban
stimuldlhatdk, mint a spontdn kol6niaképzést nem mutaté mintak sejtjei, felveti annak lehetoségét,
hogy a leukemids sejtek ltal termelt citokinnel szinergista hatds jott 1étre. Annak ellenére, hogy az
SCF fiziol6gidsan onmagdban nem, csak mads citokinekkel egyiitt, azok hatdsat potencirozva
fokozza a koloniaképzést (Dexter 1993), kisérleteinkben a citokinek koziil az Onmagiban

alkalmazott SCF hataséra észleltiik a két legmagasabb koléniaszamot két spontdn koldnia képzést
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mutaté ALL-es minta esetében. Ezt magyardzhatja, hogy akut lymphoid leukemids sejtek autokrin
citokin termelését tobben bizonyitottdk. Freedman és mtsai. (1993) GM-CSF termelését mutattak

ki egyik ALL-es betegiik esetében.

Az SCF-nek onmagdban alkalmazva nemcsak a spontdn koléniaképzok kozott volt hatdsa
vizsgalatainkban. Ennek egyik oka lehet addig alacsony autokrin citokin termelésiik fokozasa. Kiss
és mtsai. (1993) GM-CSF-et termeld T-ALL-es sejtvonal esetében SCF hatdséra kifejezett GM-
CSF termelodés fokozddast mutattak ki. A citokinek egymdst tdmogatd, szinergista hatdsait a
normdl hemopoiesisben gyakran tapasztalhatjuk (Broudy 1997; Dexter 1993). Ezért vizsgéltuk

citokin kombindciok hatdsait is az ALL-es betegeink esetében.

5.9. Képesek-e fokozni a citokin kombinaciok az egyes citokinek ALL-s betegek
lymphoblastjainak koloniaképzésére gyakorolt hatasait?

Kisérleteinkben a kettds és a hdrmas citokin kombindciok szignifikinsan magasabb
kol6niaszamokat eredményeztek, mint a kombinaciét alkoté egyes citokinek kiilon-kiilon. A
hiarmas kombinécié volt a leghatdsosabb, mely a kettds kombindcidkhoz képest is szignifikdnsan

tovabb emelte a koloniaszamokat (12. tablazat).

Bar a csonveld mintdk sejttartalmdnak korldtozott volta miatt a dézis-hatds gorbék tobb
pontjdnak meghatirozasara és isobologramok elemzésére nem volt lehetdségiink, a Médszerek
részben definidlt médon szuperadditiv és additiv szinergizmus utalhat a vizsgalt citokinek
kozotti interakcidkra. Feltétleniil pozitiv interakcidra utalnak rdadasul a 10. és a 12. sz. beteg
adatai, hiszen esetiikben egyik citokin sem valtott ki koloniaképzést bnmagédban alkalmazva,
ugyanakkor a 10. sz. beteg csontveldi blast sejtjei valamennyi kombinécié hatdsara képeztek
kolénidkat. A 12. sz. beteg sejtjeinek koloniaképzését csak a hdrmas kombindci6é tudta
kivéltani. A harmas kombinéci6é legeredményesebb voltat bizonyitja, hogy a szuperadditiv,
potencirozé szinergista hatds eldforduldsi gyakorisdga itt a legnagyobb. A kilenc esetbdl
hétben szuperadditiv hatést észleltiink, mig a kettds kombinacidk esetében 3/10 (G-CSF+GM-
CSF) ill. 5/10 (G-CSF+SCF) esetben (12. tdblazat).
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Mivel a hemopoietikus novekedési faktorok a szervezetben nem izoldlt médon fejtik ki a
hatdsaikat, hanem citokin hdlézatot alkotva, ugy gondoljuk, a citokin kombinacids kisérletek
kozelebb allnak az in vivo koriilményekhez. Az akut lymphoid leukemids betegek endogen
citokin szintje megemelkedhet akédr az infectiok okozta CSF stimulécid, akar a terdpidsan
alkalmazott citokinek miatt (Sallerfors és Olofsson 1991). A blast sejtek proliferaciéjat vagy
mobilizacidjukat eredményezd pozitiv szinergizmus az endogen és az exogen citokinek kozott

lehetové vélhat egyediil, 5nmagdban alkalmazott citokin terdpia esetén is.

Lathattuk, hogy még a myelopoetikus €s pleiotrop citokinek is, melyek a terdpids gyakorlatban
szObajohetnek, képesek stimuldlni a blast sejtek clondlis proliferaciéjat gyermekkori ALL-ban.
Nem volt olyan esetiink, melyben ne lehetett volna vagy egyediill vagy kombinicidban
alkalmazva kolénia novekedést stimuldlni. Ez a G-CSF, GM-CSF és SCF terdpia lehetséges
kockdzatat  jelentheti még akut lymphoid leukemia esetében is. Autolog csontveld
transzplantacio céljara G-CSF-el mobilizdlt stem sejt frakcié leukemids blast sejtekkel tortént
szennyezOdését irtdk le remisszioban levd Phialdelphia kromoszéma pozitiv ALL-es betegnél
(Kobbe és mtsai. 1998). Az dltalunk vizsgalt 13 beteg adatai természetesen nem elegenddek az
in vitro €s az in vivo hatdsok kozotti Osszefiiggések vizsgalatara, a CSF-terdpia kockdzatanak
felmérésére. Azonban az 1. sz. betegiink elvesztése az intervenciondlis adjuvans G-CSF terédpia
alatt, mikozben az addig blast mentes csontveldje leukemids blastokkal volt eldrasztva a
boncolds idopontjdban, tovabbi vizsgélatokra sarkall. Az in vitro koléniaképzddés vizsgalata

segithet az egyes betegeknél a citokinek lehetséges hatdsainak elozetes felmérésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

A gyodgyszerek csontveldtoxicitisa kiilonos figyelmet érdemel, ha neutropeniés betegnek adjuk oket, mert még
a csekély mértéki myelotoxicitds is ronthatja a progndzist a csontveld regeneracidjanak késleltetésével.
Neutropenids iddszakban szobajovo hatéanyagokat vizsgéltunk: antifungdlis anyagokat, $-laktamaz-gatlokat,
melyek a nagy ddzisban esetenként neutropenidt okozd a-laktdm antibiotikumok védelmére adhatdk, és a
csontveld citosztatikum-okozta kdrosodasbdl vald gydgyuldsiat eldsegitd myelopoetikus és pleiotrop
citokineket. Ez utébbiak hematoldgiai malignus betegségekben valé alkalmazasakor azonban felmeriilhet,
hogy veliik - nem kivant médon - a malignus sejtek szaporodasét is serkenthetjilk. A lymphoid leukemids
sejtek myelopoetikus és pleiotrop citokinekkel szembeni érzékenységérol taldlhaté irodalom ellentmondd

adatokat tartalmaz.

E teriileten végzett kisérleteink j eredményei:

1. Antifungalis anyagok hatasa a GM-CFU-ra
1.1. A granulocyta-macrophag koldniaképzd sejtek in vitro koléniaképzését a
vizsgélt antifungdlis azol-szarmazékok gatoltdk, egy kivétellel: a nyolc vizsgélt anyag
koziil egyediil a fluconazol nem gatolta a koloénidk képzodését, még a terdpids adagok

utdn észlelhetd szérumszinteknél 1ényegesen nagyobb koncentricidban sem.

1.2. E hatés tekintetében az imidazolok és a triazolok nem alkottak elkiiloniild
csoportokat. Potencia sorrendjik a human GM-CFU sejtek esetében:
itraconazol>saperconazol>clotrimazol>ketoconazol>miconazol>econazol>
oxiconazol>fluconazol-krotondt>fluconazol-kaprondt>b-fenil-propionil-fluconazol

>>fluconazol volt.

1.3. A GM-CFU koloéniaképzésének gatldsa Osszefiiggést mutatott az azolok
lipophilitasat jellemzd logP értékekkel, amelyek a gétléhatds potencia sorrendjéhez
hasonléan az itraconazol>saperconazol>clotrimazol esetében voltak a legnagyobbak. A
vizoldékony fluconazol lipophil szdrmazékai jelentdsen toxikusabbak voltak az

anyavegyliiletnél.
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1.4. Az egér csontveldtenyészetekben mért 1ogIlC50 adatok j6 prediktiv értékkel

rendelkeztek a human sejt-toxicitds szempontjabol.

2. Béta-laktamazt gatlé gamma-lakton szairmazékok hatasa a GM-CFU-ra

A potencidlis [-laktamazgitld vegyiileteket — megfeleld [-laktdm antibiotikumakkal
kombindlva — neutropenids betegekben is alkalmazhatjdk. Ezért célszer az ilyen anyagok
esetleges myelotoxicitdsat mar a gyogyszerfejlesztés korai szakaszaban vizsgélni. Intézetiink 4j
B-laktamézt gatl6 y-lakton szdrmazékai az anyavegyiiletnél kevésbé toxikusaknak bizonyultak,

szamottevo koloniaképzést gatlé hatdsuk nem volt.

3. G-CSF, GM-CSF és SCF hatasa akut lymphoid leukemias betegek csontveldi blast
sejtjeire

3.1. A vizsgalt myelopoetikus €s pleiotrop citokinek (G-CSF, GM-CSF és SCF) -

fiziol6gids hatdsaik alapjan nem véart médon - képesek stimuldlni ALL-es gyermekek

blast sejtjeinek koloniaképzését. A GM-CSF volt a legkevébé hatdsos, mig a G-CSF és

SCF hatdsa kozott nem volt kiillonbség.

3.2. Az ot év alatt vizsgdlt 13 friss ALL-es gyermek esetében a csontveldi blast
sejtek citokin-érzékenysége és a maximdlis vdlasz mértéke jelentds individudlis

kiillonbségeket mutatott.

3.3. A spontdn koloniaképzést mutaté csontvelomintdk blast sejtjei valamennyi
citokin hatdsdra magasabb koldniaszamokkal reagaltak, mint az exogen citokinek

hozzdadasa nélkiil kolénidkat nem képzok.

3.4. A G-CSF, GM-CSF és SCF kombindci6i az egyes citokinekkel 6nmagukban
nem stimuldlhaté esetekben is képesek voltak az ALL-es blastok koloniaképzését
kivaltani. Minden esetben a harmas kombindci6é hatdsdra nott a legtobb koldnia.

3.5. Az eldbbiek alapjan az egyes betegek citokin terdpidjat az ALL-es esetekben is
érdemes gondosan mérlegelni. Az in vitro koloniaképzddés vizsgélata segithet az egyes
betegeknél a citokinek lehetséges hatdsainak elozetes felmérésében.
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