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Bevezetés

Az agressziv, kombindlt kemoterdpia, az irradidcios kezelés, a megfeleld indikécié alapjan
elvégzett csontvelOtraszplanticid, a javulé szupportiv terdpia ellenére az akut lymphoid
leukémids gyermekek egy jelentds csoportjat ma is elveszitjilk egyrészt a terdpidra nem
reagédldé alapfolyamat, masrészt az agressziv kemoterdpia okozta csontveld depresszid, s a
kovetkezményes cytopenia okozta infekcidk és vérzések miatt. A korszeri daganatellenes
terdpia célja ezért a tdlélok szamdnak tovabbi novelése és a tilélok életmindségének javitdsa
egy hatdsosabb, de a maindl kevésbé toxikus kezelés alkalmazasaval. A terdpia hatdsossaga a
kezelés agresszivitdsdnak novelésével mar nem fokozhats. A megoldiast a kockazathoz
adoptalt, differencialt, individudlis kezelés lehet6ségének megteremtése jelentheti. E cél
eléréséhez két lehet6ség kinalkozik:

1. A tumorsejtek gydgyszerérzékenységének meghatarozasa, hatdsos citosztatikumok és
citosztatikum-kombindcidk kivédlasztisa. Ebben nyujt segitséget a tumorsejtek in vitro
gyogyszerérzékenységének vizsgalata, amelynek eredményei prognosztikai faktorként
hasznélhatok.

2. A misik lehetség a terdpia alatt jelentkezd cytopenia kivédése, vagy a cytopenids
fazis lerdviditése, azaz a csontveldi regenerdcié eldsegitése. E téren kedvezd
tapasztalatokat szereztink a csontveldi novekedési faktorok (granulocyte-colony
stimulating factor G-CSF, granulocyte-macrophage-colony stimulating factor GM-
CSF ) hasznélataval, de a megfeleld betegségek korének kivalasztdsa, a novekedési
faktorok addsanak optimdlis ideje €és dodzisdnak pontos meghatirozdsa még
vizsgélatokat igényel.

A daganatsejtek bioldgiai jellemzoi, genetikai eltérései alapvetden befolydsoljdk a daganatok
citosztatikum érzékenységét. Az azonos fenotipusi daganatok esetében is jelentOs
kiilonbségek  lehetnek a  daganatok  bioldgiai,  genetikai  jellemzdiben,  igy
gyogyszerérzékenységében is. Ez a differencidlt kezelés bevezetésének fontossagat hizza ala.
A végso célt a beteg adott daganatanak egyedi tulajdonsdgai alapjan Gsszedllitott, egyénileg
megvalasztott, individualizalt terdpia jelentheti.

A jelen tanulmény célja egy olyan 4j gyogyszerérzékenységi teszt kifejlesztése, amelynek
segitségével nagyszdmu citosztatikum vizsgalhaté egyszerre kevés sejt felhaszndldsdval.
Hérom in vitro modellt dolgoztunk ki annak tanulmédnyozisira, hogy az in vitro
gyogyszerérzékenységi eredmények mennyiben alkalmazhatok a klinikai gyakorlatban, a

terdpids protokollok tovabbfejlesztésében, vagy 1j protokollok megalkotdsaban.



1. In vitro modellként lymphoblastoid sejtvonalakat (lymphoblastoid cell line, LCL)
vizsgaltunk az EBV asszocialt lymphoproliferativ betegségek
gyogyszerérzékenységének tanulmanyozasara.

2. Vizsgéltuk az NK (natural killer) sejtek 616képességét citosztatikumok jelenlétében
annak megallapitasara , mely citosztatikumok befolyasoljak az NK sejt-alapt
immunterdpiat egyiittes alkalmazas esetén.

3. Harmadik modellként a KG-1 myeloid leukémids sejtvonalon tanulmdnyoztuk a
granulocyta koldnia stimuldlé faktor (G-CSF) hatdsat leukémids sejtek citosztatikum

érzékenységére.

A poszttranszplantaciés lymphoproliferativ betegség (PTLD) és kezelési lehetoségei

A transzplantaciot kovetden jelentkezd malignus B-sejtes lymphomdk a graft tiléléséhez
sziikséges ~ immunszuppressziv ~ kezelés  mellékhatdsaként  fejlédhetnek  ki. A
poszttranszplantdciés lymphoproliferativ betegségben (posttransplant lymphoproliferative
disorder; PTLD), és az AIDS-hez tarsulé immunoblasztos lymphomédban (AIDS related
immunoblastic lymphoma; ARL) az esetek 90%-dban igazolhat6 az Epstein-Barr virus (EBV)
szerepe. A PTLD mortalitasa gyakran eléri az 50 %-ot. Az EBV a herpesvirusok csalddjaba
tartozik, fert6zést kovetden az egyén egész élete sordn perzisztal. A virus altal kodolt virus-
transzformécioval kapcsolt fehérjék vezetnek a B lymphoblastok proliferacidjahoz. Az EBV
altal transzformalt sejtek kilenc, latencidval kapcsolt virusfehérjét expresszdlnak: EBNA1-6,
LMP-1, -2A és -2B. Ezt a latencia programot hivjdk Ill-as tipusu latencidnak. Ugyanez a
latencia program mikodik az in vitro proliferdld lymphoblastoid sejtvonalakban
(Iymphoblastoid cell lines; LCLs), amelyeket human B-lymphocytik EBV fert6zésével
hoznak 1étre. In vitro fertdzést kovetden és in vivo a primer fertdzés alatt maga az EBV felelds
a humdn B lymphocytdk proliferaciéjaért. Az EBV dltal kdédolt latens fehérjék ellen azonban
in vivo er8s T-sejt-medidlt immunvélasz 1€p fel. Az EBV-asszocidlt lymphoproliferativ
betegség igy csak a citotoxikus T-sejtek kompetens immunvalaszanak hidanyakor alakulhat ki.
Az immunszupprimdlt egyénekben kifejlddé EBV-asszocidlt lymphomdk, a kisérletesen SCID
(severe combined immunodeficiency disease) egérben EBV szeropozitiv donorok
lymphocytdival 1étrehozott lymphomadk és az in vitro koriilmények kozott tenyésztett LCL-ek
fenotipusa hasonl6. Mindharom tipus ugyanazokat a felszini markereket, B sejt aktivacids
antigéneket és adhézidés molekuldkat hordozza. Mindharom normal kariotipussal rendelkezik
€s ugyanazt a virus-génexpresszids mintdzatot mutatja. A PTLD kialakuldsanak kockéazata

fligg a transzplantalt szerv tipusatol, az immunszuppressziv kezeléstdl, a beteg koratdl és az



atiiltetéskori EBV statuszt6l. A PTLD kezelésével kapcsolatban nincsenek multicentrikus
kontrolldlt tanulmanyok. A betegség terdpidjaban a kovetkezd eljardsokat alkalmazzak:
immunszuppresszid csokkentése, antivirdlis terdpia és kemoterdpia. A B-sejt ellenes
monoklondlis antitestek haszndlata hatdsosnak bizonyult PTLD-ben, a figyelem a CD20
ellenes humanizalt monoklondlis antitest, a rituximab felé fordult. A terdpids vélasz a
rituximabbal szemben 65%, ugyanakkor a relapszus rita 18%. Azokban az esetekben, ahol a
beteg nem reagdl a fenti kezelési médokra, a kemoterdpidt alkalmazzdk. A leggyakrabban
haszndlt kemoterdpids sémdk az antraciklint tartalmaz6 CHOP (cyclophosphamid,
doxorubicin, vincristin és prednison), a VAPEC-B (doxorubicin, etopozid, cylophosphamid,
methotrexat, bleomycin és vincristin), VACOP-B (cyclophosphamid, vincristin, bleomycin,
prednison, ndvekvd dézisi doxorubicinnal és etopoziddal) vagy DHAP (cisplatin, cytosin-
arabinosid, dexamethason). Az antraciklin alapi kombindlt kemoterdpidn atesett betegek
69%-a kerill remisszioba. A PTLD esetén végzett kemoterdpids kezelésben a betegek
mortalitdsa azonban a kezelés sordn jelentkezd toxicitdsok miatt nagy, mivel azok a graft
talélését is hatranyosan befolydsoljadk. Az alacsonyabb koncentraciéban is hatdsos
gyogyszerek, varhatéan kevesebb mellékhatdst okoznak és a graft tdlélését is kevésbé

csokkentik.

NK sejtek alkalmazasa citosztatikummal kombinalt daganatellenes immunoterapiaban

Az adjuvans immunterdpia célja, hogy az effektor immunsejteket stimuldlva, azok malignus
sejteket pusztitsanak el, ezdltal javitva a gyogyuldsi esélyeket. Solid tumorokban az infiltrdlé
gyulladasos sejtek jelenléte jOl ismert jelenség. Tobb tanulméany is kimutatta, hogy a malignus
tumorok NK sejtes infiltrdciéja kedvezdbb betegségkimenettel tirsul. Az NK sejtek a
szervezetben kozvetleniil képesek elpusztitani a daganatsejteket és a virussal fert6zott
sejteket. Az NK sejt-célsejt kozotti interakcid kimenetelét a gatlé és aktivald szignadlok
finoman Osszehangolt egyensilya hatdrozza meg. Mivel az NK sejtek spontdn médon képesek
a tumor sejtek lizisére, a kutatok nagy eréfeszitéseket tettek azért, hogy az NK sejtek e hatasat
a daganat-ellenes terdpidban hasznosithassdk. Az NK sejtek fejloddésének és miikodésének
megismerése vezetett az NK sejtek 6l6képességén alapulé immunterdpids probalkozasokhoz..
Igéretesnek tiint az az eljards, amely sordn in vitro felszaporitott allogén NK sejtklénok
szuszpenzidjat juttattdk leukémids betegekbe. Primer tiid6- és veserdk terdpidjaban
alkalmaztak magas vagy alacsony ddzisu IL-2 kezelést magiban vagy - a szervezeten kiviil
interleukin-2-vel (IL-2) aktivalt, periférids vérbol szepardlt - lymphocytdkkal és tisztitott NK

sejtekkel kombindlva. Solid tumoros és leukémids betegekben kemoterdpidval kombindlva



adtak alacsony dozisu IL-2-t NK sejtek aktivaldsara. A daganatellenes kemoterdpia elnyomja
az immunrendszer hatdsos miikodését és szignifikansan csokkenti az NK sejtek szintjét a
vérben. Vannak olyan citosztatikumok, amelyek befolydsoljak az NK sejtek aktivitasat. A
topoizomerdz gitlok esetében megfigyelték, hogy a targetsejteket e szerrel kezelve
megnovekedett az NK sejt medidlta citotoxicitds. Ezzel szemben a mikrotubulus miikodése
ellen hat6é szerek az NK sejtek aktivitdsat gitolhatjdk. Fontos ezért ismerni a kemoterdpids
szerek NK sejtekre gyakorolt hatdsdt minden olyan esetben, amikor a kemoterdpiat és az NK

sejt medidlta immunterdpidt egyiittesen kivanjuk alkalmazni.

sz 2,

A gyermekkori malignus betegségek kb. 30%-at a leukémia adja. A gyermekkori leukémidk
két legfontosabb tipusa az akut lymphoid (ALL) és az akut myeloid leukémia (AML). A
gyermekkori leukémia javul6é gydgyuldsi eredményeihez az agressziv kemoterapia és a javuld
szupportiv terdpia mellett a kiilonboz6é bioldgiai moduldtorok alkalmazdsa jarult hozza.
Ugyanakkor az ALL-es betegek 20 %-at, az AML-es betegek 50%-at ma is elveszitjiikk a
kialakult gydgyszerrezisztencia és/vagy az agressziv kemoterdpia mellékhatdsai miatt. A
haldlozas leggyakrabban a citopenia okozta vérzésekre és infekcidkra vezethetd vissza. A
lazas neutropenia a jelenlegi kemoterdpids kezelés éEletveszélyes mellékhatdsa. Tobb
tanulmany vizsgalta a kolénia stimuldlé faktorok (CSF) hatasat solid tumoros, ALL-es és
egyes AML-es betegek neutropenids id0szakéanak lerdviditésére és a lazas id6szak kivédésére,
bizonyitani azonban nem sikeriilt, hogy a betegek teljes tulélését a novekedési faktorok
kedvezden befolyasolndk. Napjainkban a hemopoetikus novekedési faktorokat, igy a GM-
CSF-et, az erythropoetint (Epo), és a G-CSF-et széleskorben alkalmazzdk a klinikai
gyakorlatban. A G-CSF a normdl myeloid eldalakok differencidlédasat és proliferacidjat
indukélja. Receptora a normdl myeloid vonalakon expresszalodik, a megfeleld el6alakok
granulocytdkka érését serkenti, proliferaciéjukat indukdlja és apoptosisukat gétolja. Az AML-
es blasztok G-CSF-re adott in vitro vdlasza bizonyitast nyert, ezért a G-CSF haszndlatat
myeloid leukémidk kezelésében a gyermekonkoldgidban kontraindikdltnak tekintették. Kettds
vak klinikai vizsgdlatok azonban azt mutattdk, hogy a G-CSF addsa nem indukalja a blasztok
proliferacigjit AML-es betegekben. Ezekre az adatokra tdmaszkodva klinikai
tanulmanyokban alkalmazzdk a G-CSF-et AML-ben neutropenia kivédésére és az ugynevezett
,priming”’-ra (a leukémids sejtek szinkronizaldsa S-fazisban), hogy fokozzdk a leukémids
sejtek S-fazis-specifikus gydgyszerek (cytarabin és fludarabin) irdnti érzékenységét.

Ugyanakkor leukémids lymphoblastokon elméletileg nem véarhaté a G-CSF stimulalé hatésa,



mivel a lymphoid sejtek felszinén G-CSF receptor nem lévén, azok proliferacidjat és
differencialodasét e citokin nem befolyésolja.

Jollehet a novekedési faktorok hatasa sejtszinten nem teljesen tisztazott, a G-CSF hasznélata
gyermekkori lymphoproliferativ betegségben a kemoterdpia indukdlta myelosuppressio
kivédésére széles korben elterjedt. Néhany tanulmény arra vilagit rd, hogy egyes T- és B-
sejtes ALL-es esetek, vagy bifenotipusos leukémia sejtek G-CSF receptorokat expresszalnak
és reagdlnak a kiils6leg adott G-CSF-re. Ez alapjén felmeriil a kérdés, hogy a gyermekkori
ALL ldzas neutropenidjanak szupportiv kezelésében alkalmazott G-CSF kizdrélag a normaél
myeloid sejtek szaporoddsdhoz vezet, vagy képes a leukémids blasztsejtek szaporoddsdnak
indukcigjara is. Az, hogy a G-CSF kezelés befolydsolja-e a blasztsejtek

gyogyszerérzékenységét, ugyancsak megvélaszolando6 kérdés.

Célkitiizések

1. Uj, nagyérzékenységii, automatizalhaté gyégyszerérzékenységi teszt kifejlesztése,
amelynek segitségével nagyszamu citosztatikum hatasat tudjuk egyszerre vizsgalni
kevés sejt felhasznalasaval.

2. Vizsgalni kivantuk az Epstein-Barr virus (EBV) dltal transzforméalt lymphoblastoid
sejtek in vitro gydgyszerérzékenységét azzal a céllal, hogy a leggyakoribb, az EBV
indukalta lymphoproliferativ betegségek kezelésére eddig még nem hasznalt
citosztatikumok koziil kivalasszuk az in vitro hatdsosnak bizonyul6 gydgyszereket.

3. Vizsgdlni kivantuk, hogyan befolydsolja a klinikumban leggyakrabban hasznalt 29
citosztatikum az immunterdpidban is alkalmazott NK (natural killer) sejtek
0loképességét. Olyan szereket kerestiink, amelyek kemoterdpidval kombinalt NK
sejtes immunterdpia esetén is haszndlhatodak, és a lehetd legkisebb mértékben
befolydsoljdk az NK sejtek 6l0képességét.

4. A G-CSF-citosztatikum kolcsonhatds tanulmanyozdsara KG-1 myeloid leukémids
sejtvonalon vizsgaltuk, hogy befolyasolja-e, s ha igen, hogyan befolyasolja a
leukémias sejtek G-CSF eldkezelése a leukémids sejtek daunorubicin érzékenyéségét.
Az ALL és AML kezelésében széles korben hasznélt daunorubicint apoptotikus

hatdsa miatt valasztottuk a vizsgalathoz.



Anyagok és modszerek

Lymphoblastoid sejtvonalak gyogyszerérzékenységének vizsgalata

Sejtvonalak és tenyésztési koriilmények

Ebben a kisérletsorozatban tizenhét LCL sejtvonalat hasznaltunk. A 980215, 031016,
040113, 051018, JAK, LP, LSZ, MIN, AF, GK, FUR, HA, VMB sejtvonalakat egészséges
donorok normal B sejteinek in vitro fert6zésével hoztuk 1étre EBV B95.8 virustorzset
hasznédlva. Az LS sejtvonal egy EBV hordozé egészséges donor szeparilt B sejtjeibdl spontan
kialakult LCL volt. Az IARC171-et egy Burkitt lymphomds beteg normal B lymphocytdinak
fertézésével hoztak 1étre ugyancsak B95.8 virustorzset haszndlva. A TR LCL egy, a SAP gén
muticidjat hordozé XLP-ben (X linked lymphoproliferative disorder) szenvedd beteg B
lymphocytdib6l szarmazott. Az IB4 LCL integrilt EBV genomot tartalmazott. A
sejttenyészetek fenntartdsdhoz 10% borjusavoval (fetal calf serum, FCS) kiegészitett IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) tdpoldatot hasznaltunk. A gydgyszerérzékenységi
vizsgalatok alatt az LCL sejtvonalakat 20% FCS-el kiegészitett IMDM-ben tenyésztettiik.

Gyogyszerek

Az iv vitro gyoégyszerérzékenységi vizsgilat elvégzéséhez 28 gydgyszert haszndltunk. A
gyogyszereket 50% dimethyl sulfoxiddal (DMSO) higitottuk és 50 nL. mennyiségben tettiik a
384 lyukd lemezre HDRT (high density replicator tool) fejen elhelyezett rozsdamentes acéltiik
segitségével Biomek 2000 robotot (Beckman) hasznédlva. Ugyanezt a robotot hasznaltuk a
triplikdtumokat és a gyogyszerenként négy koncentraciét (1x, 4x, 16x, 64x) tartalmazé
torzslemezek elkészitéséhez, egy- és nyolccsatornds pipettafejek alkalmazdsdval. A lemezen a
legmagasabb  gydgyszerkoncentraciokat a  fizikokémiailag maximdlisan  elérhetd
gyogyszerkoncentraciok 600-szoros higitasai adtdk meg (50nL gyogyszeroldat 30uL kisérleti

végtérfogatban).

Fluoreszcens in vitro gyogyszerérzékenységi teszt

Az LCL vonalak in vitro gyogyszerérzékenységének meghatirozasit 3 napos kultirdkon
végeztilk 384 lyuku lemezek felhasznildsaval. Huszonnyolc gydgyszert vizsgéltunk négy
koncentricioban triplikditumokat alkalmazva. Minden lyuk 3000 sejtet tartalmazott 30uL
térfogatban. Harom napos inkubdlast kovetéen az él6 és elpusztult sejtek

megkiilonboztetéséhez VitalDye fluoreszcens festéket hasznéltunk. Az €16 és elpusztult sejtek



pontos szamdnak meghatidrozdsdhoz egy, a stockholmi Karolinska Intézetben egyedileg
Osszedllitott automatizalt 1ézer fluoreszcens konfokalis mikroszkopot alkalmaztunk. A
képeket a QuantCapture 4.0 szamitdégépes program segitségével rogzitettiik, a képeken az €16
és elpusztult sejtek szdmat a QuantCount 3.0 szdmoldprogram segitségével hatdroztuk meg.
Mindkét programot OpenLab programhatteret hasznilva a Karolinska Intézetben fejlesztették
ki. Tizentt kontrollként hasznélt lyuk csak sejteket tartalmazott tdpfolyadékkal és SOnL
DMSO-val, 6t lyuk csak tdpfolyadékot és sejteket DMSO nélkiill. A kétféle kontrollt

Osszehasonliva, DMSO 4ltal okozott toxikus hatdst nem tapasztaltunk. A szdzalékos tulélés

/////

NK sejtek citotoxicitasanak vizsgalata citosztatikumok jelenlétében

Humdn poliklondlis primer NK sejtek nyerése periférids vérbol, alkalmazott tenyésztési
koriilmények

A poliklondlis NK sejteket egészséges donorok teljes vérébol kivont fehérvérse;jt
szuszpenzi6bdl nyertilk. A mononukledris sejteket Lymphoprep™.-en tortént centrifugélassal
véalasztottuk el. Az NK sejteket a tobbi mononukledris sejttdl magneses gyongyok
felhasznaldsaval negativ szelekcidval kiilonitettiik el a gyartd leirdsa szerint. A tisztitott NK
sejtek tobb mint 95%-a CD3 CD56" fenotipust volt. Az NK sejteket egy éjszakdn 4t vagy egy
héten keresztiil 10% human szérumot és 100 U/mL IL-2-t tartalmazé IMDM tépfolyadékban
tenyésztettiik. A kisérletekben nyolc primer NK sejt-izoldtumot vizsgaltunk. Ot NK sejt-
izolatumot 3-4 naponta IL-2-vel 4jbdl stimuldltunk Osszesen egy hétig, hirom NK sejt-
izolatumot csak egy alkalommal stimuldltunk IL-2-vel 24 Jrdn keresztiil. A kisérlet elott

minden izoldtumot teszteltiink a CD3 CD56" fenotipusra nézve.

Target sejtek, és tenyésztési koriilmények
Az in vitro citotoxicitasi tesztben targetsejtként K562 sejtvonalat hasznéltunk. A targetsejteket

10% borjuszérummal kiegészitett IMDM-ben tenyésztettiik.

In vitro citotoxicitds teszt (4j fluoreszcensen jelolt citotoxicitds teszt)
Vizsgalataink soran a hagyoményos >'Cr izotépot alkalmazé citotoxicitds teszt helyett az
altalunk kifejlesztett fluoreszcens médszert alkalmaztuk. Huszonkilenc gyégyszer kiilonb6z6

NK sejtizolatumok in vitro citotoxicitasara kifejtett hatdsat vizsgaltuk 384 lyuku lapos alji



lemezek felhasznaldsaval. A gydgyszerek négy koncentracidjaval triplikdtumokban végeztiik
a vizsgalatot. Minden lyukat 20uL sejtszuszpenzidval toltottiink meg, ami 15000 NK sejtet
tartalmazott. Az NK sejteket 20 Jrdn keresztiil inkubdltuk a gyogyszerek jelenlétében. A
target sejteket (K562) fluoreszcens festékkel (CMFDA, CellTracker green) jeloltiik a gyartd
utasitdsai szerint. Kovetkezd 1épésként 20uL 3000 target sejtet tartalmazd szuszpenzidt
adtunk ugyanannak a lemeznek a lyukaihoz (effektor:target ardny, E:T; 5:1 volt). Az NK
sejtekkel egyiitt of ordn 4t torténd inkubacidt kovetden az elpusztult sejteket pirosra festettiik
etidium-bromiddal. A mérés és az értékelés a korabban leirtakhoz hasonlé moédon tortént,
annyi kiillonbséggel, hogy a rogzitett képeken az elpusztult és €16 targetsejtek pontos szamat a
CytotoxCount 3.0. programmal hatdroztuk meg. A targetsejtet akkor tekintettiik elpusztultnak,
ha pirosan és zolden is festddott egyszerre. A lemezen nyolc lyuk csak NK sejteket és K562
sejteket tartalmazott, gydgyszereket nem, ezek szolgaltak kontrollként az alap citotoxikus
aktivitds meghatarozdsira. Egy masik kontrollba (hasonlé koriilmények kozott) csak NK
sejteket tettiink. Ahhoz, hogy ellendrizhessiik a gydgyszerek lehetséges rovid tava hatdsat a
targetsejteken, a targetsejteket a gydgyszerekkel magukban is inkubdaltuk 6t 6ran keresztiil. Az
NK sejtek 0loképességét (killing effectiveness; KE) a kovetkezd képlet segitségével
hatdroztuk meg:

[elpusztult targetsejtek szama (ha ugyanaz a sejt piros és zold egyszerre) / a targetsejtek
osszesitett szama (zold sejtek)] x 100 %.

kovetkezd képletet alkalmaztuk:

(KE gyogyszer jelenlétében / a kontroll lyukak KE értékének atlaga) x 100 %.

Az éatlagos OlOképességet (mean killing efficacy; MKE) az 6sszes NK vonal 6lési
képességének atlagdbol hatdroztuk meg. Azokat a sejteket, amelyek pirosra festddtek, de nem
voltak zoldek, elpusztult NK sejteknek értékeltiik. A gydgyszerek NK sejteken megfigyelhetd
citotoxikus hatdsdnak mértékét (cytotoxic effect; CE) a kovetkezd képlettel szdmoltuk Kki:
(elpusztult NK sejtek szama a gyogyszert is tartalmazo lyukban / a kontrollként hasznalt

lyukakban elpusztult NK sejtek szamanak atlaga) x 100 %.

Gyogyszerek

Az in vitro citotoxicitasi tesztiinkben 29 gy6gyszert hasznaltunk. A gyégyszerek koziil 28-at
rendszeresen haszndlnak a human gydgydszatban. A gyogyszeres lemezek a fentiekben
bemutatott médon késziiltek. Az alkalmazott gydgyszerkoncentraciok a betegekben elérhetd

koncentracidknak megfeleld tartomdnyban voltak. A higitasi sorok (1x, 5x, 25x, 125x) kezdd



koncentraci6it a gyogyszerek oldhatésdga hatdrozta meg. A gydgyszeres lemezeket
nagyszamu tumorvonalon teszteltilk, annak bizonyitdsara, hogy minden gyogyszer hatdsosan
miikodik-e. Az egyes gyogyszerek AUC (area under the curve) értékeit in vitro €s in vivo
haszndlt gydégyszerkoncentraciok 0Osszehasonlitisdhoz haszndlhatjuk. Az erre a célra
létrehozott RAUC (ratio of area under the curve) értéket az in vitro és in vivo AUC értékek
hanyadosaibdl kaptuk meg:

in vitro hasznalt koncentracié (ug/mL) x 20 h/ AUC (ug x h/mL) in vivo.
Az egynél nagyobb RAUC érték azt jelzi, hogy az in vitro alkalmazott gyégyszerddzis
magasabb, mint amit a klinikai gyakorlatban haszndlnak. Ha a RAUC érték egy, az in vitro

dézis megfelel az in vivo gydgyszerddzisnak.

G-CSF elokezelés hatasa leukémias sejtek daunorubicin érzékenységére

Sejtvonal és tenyésztési koriilmények

Az AML-es és ALL-es sejtekkel ex vivo végzett kisérletek nehezen ismételhetéek meg
ugyanabbdl a mintdbol. Léteznek ugyan ALL-es sejtvonalak, de ezzek tobbségében myeloid
markerek nem jelennek meg a sejtfelszinen, s nem ismert, hogy expresszdlnak-e G-CSF
receptort (G-CSFR). Mivel a KG-1 leukémias sejtvonal myeloid markereket €s G-CSFR-t is
expresszél, j6 in vitro modellként szolgdlhat az AML-es és a G-CSF receptort expresszald
ALL-es blasztsejtek G-CSFR funkcidjanak tanulmdnyozasara. Ezért vizsgiltuk ezen a
sejtvonalon, a leukémids sejtek daunorubicin érzékenységének valtozasat G-CSF eldkezelést

kovetden. A KG-1 sejtvonalat 20% FCS-el kiegészitett IMDM-ben tenyésztettiik.

Flow cytometria

A kisérletek alatt AIMV szérummentes lymphocyta tipfolyadékot hasznaltunk IMDM helyett.
A tépfolyadék valtasra a novekedési faktorok konstans szintjének biztositdsa érdekében volt
sziikség. Miutdn a KG-1 sejteket 16 drdn keresztiil AIMV tépfolyadékban tartottuk (a 16 drds
tenyésztést AIMV-ben a sejtek G-CSF irdnti érzékenyitésére hasznéltuk), 10ng/mL
koncentracioban G-CSF-el stimuléltuk 48 ordn keresztiil, vagy a 48 ords G-CSF eldkezelést
kovetéen hat ordig daunorubicinnel (2ug/mL) kezeltik. A kontroll mintdkat 64 Oordig
tenyésztettik AIMV-ben. A sejteket két alkalommal mostuk fiziol6gids séoldattal, majd 0.5%
BSA-val és 0.05% nétrium-aziddal kiegészitett PBS-ben reszuszpendaltuk. A sejteket (3 x

10°>/mL) fluoreszcens monoklondlis antitest konjugatumokkal jeloltiikk, amelyek az aldbbi
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felszini markerekre voltak specifikusak: CD11a, CDl11c, CD34, CD58, CD86, HLA-DR,
CDl11b, CD114 (G-CSF-R), MDR-1. A kontroll mintdkat ugyanazzal a fluorochrommal jelolt,
izotipusukban egyezd antitestekkel jeloltiikk. A felszini markerek expresszidjanak szintjét
direkt vagy indirekt immunfluoreszcens jelolést kovetden FACS Calibur flow cytométerrel

mértiik.

Immunoblot analizis

A KG-1 sejteket 16 6rds AIMV-ben tortént tenyésztést kovetden 3, 6 és 12 ordn keresztiil
10ng/mL G-CSF-el jra stimuldltuk. A kontroll mintdkat /6 ordn keresztiil éheztettiik AIMV-
ben. Az inkubdcidkat kdvetden a sejteket 4°C -os PBS-sel mostuk é€s 100uL. RIPA pufferben
lizéltuk jégen, majd szonikdltuk.

A sejtlizitumok egészét felhaszndltuk a Western blot analizisekhez. A sejtlizaitumok
fehérjekoncentracidit BCA moddszerrel hatdroztuk meg ELISA readert haszndlva 540nm-en
BSA standard alapjdn. Ahhoz, hogy a fehérjekoncentraciokat mg/mL-ben meghatdrozhassuk,
az adatokat GraphPad Prism programmal analizaltuk linedris regresszi6t haszndlva. A
fehérjéket natrium dodecil sulfate-polyacrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
vélasztottuk el egymastdl BioRad MiniProtean 10% vagy 12% acrilamidot tartalmazé
géleken. A Western blot analizishez a mintdkat RIPA pufferben oldottuk fel é€s 5x SDS
mintapuffer hozzdadasa utan felforraltuk. A fehérjemintdk Western blot analiziséhez a gélre
sdvonként 70ug fehérjét tettiink. A gélrdl a fehérjéket nitrocelluléz membranra blottoltuk. A
membran blokkoldsdra 5% zsirszegény tejport és 0,05% Tween 20-at tartalmazé PBS-t
hasznéltunk. A blokkolast kovetéen a membranokat az elsé antitestekkel (anti- p44/p42 és
anti-P-p44/42) egyiitt inkubdltuk 90 percig szobahdmérsékleten vagy 4°C-on egy éjszakan ét,
majd ezt kovetéen a HRP-vel (horseradish preoxidase) konjugdlt masodik antitestekkel
azonositottuk az immunreakciokat. Az immunreakciokat felerdsitett kemiluminescencidval

detektaltuk.

Metil-tiazol tetrazolium (MTT) teszt

A KG-1 sejtek gydgyszerrezisztencidgjat MTT teszttel mértik. A KG-1 sejteket AIMV-ben
tenyésztettiik 16 ordn keresztiil, majd 96 lyuku lemezre tettiik ki (80uL/lyuk, sejtkoncentraci
5x10°/mL) és 10, 100 vagy 1000ng/mL G-CSF-el magaban, daunorubicinnel magaban vagy a
kettot egyiitt kombindlva 48 ordig inkubdltuk. A daunorubicint hat koncentraciéban (0,002-
2ug/mL) 6x higitasi 1épésekben duplikdtumokban haszndltuk. A kontroll mintdkat 64 Jrdn

keresztiil éheztettik AIMV-ben. A kontroll sejttilélés meghatdrozdsahoz hat lyuk csak
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tapfolyadékot, a masik hat lyuk csak sejteket tartalmazott tdpfolyadékban. A lyukakhoz 48
ordt kovetéen MTT-t adtunk, amit az €l0 sejtek szines formazdnnd alakitottak. A
szinintenzitast spektrofotométerrel 562nm-en mértitkk. Az optikai denzitis (OD) mértéke
egyenesen ardnyos az €16 sejtek szdmdval. A citotoxicitdst a lyukak héttér OD korrekcidja
utdn minden egyes gyogyszerkoncentraciéban az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg:

(OD Kezelt lyuk/a kontroll lyuk atlag OD értéke) x 100%.

Eredmények
A lymphoblastoid sejtvonalak gyogyszerérzékenysége
A kiilonbozé LCL sejtvonalak gyogyszerérzékenységi mintdzata

A tizenhét tesztelt, LCL sejtvonal eltér0 eredetli sejteket tartalmazott. Vizsgiltunk olyan
sejtvonalakat, amelyeket mar tobb éve folyamatosan in vitro kultdrdban tartottak, valamint
olyan transzformal6dott B-sejt kultirakat is, amelyeket hdrom héttel a kisérlet elott hoztak
1étre in vitro EBV fert6zéssel. A fert6z€s a sejtvonalak nagy részében a B95.8 EBV torzzsel
tortént, néhany azonban spontdn kin6tt vonal volt a donor sajat virusit hordozva. A
sejtvonalak nagy része egészséges donorok normal B sejtjeibdl szdrmazott, de hasznédltuk egy
XLP-ben szenvedd és egy Burkitt lymphomads beteg B-sejtjeibdl transzformdlddott LCL-t is.

A kiilonb6z6 eredetii LCL-ek nagyon hasonlé gyégyszerérzékenységi mintazatot mutattak.

A hatdstalan és kifejezetten hatdsos gyogyszerek kivdlasztdsa
A gyo6gyszerek higitasi sorainak legmagasabb koncentracidit azok oldhatésdga hatdrozta meg.
Az in vitro gyoégyszerérzékenységi adatok Osszehasonlithatéva tételéhez a gyogyszerek
terdpids Cpax €rtékeit Osszehasonlitottuk az in vitro gydgyszerkoncentraciokkal. Kigyiijtottiik
gyogyszerenként az irodalomban hozzaférhetd maximalisan elérhetd plazmakoncentracidkat
(Cmax). A higitasi sorok gydgyszerkoncentracidit elosztva az adott gydgyszer Cmax
értékével a maximadlisan elérhetd plazmakoncentracié hanyadosat kaptuk meg (ratio of
maximum achieved plasma concentration, RMAPC). A sejtvonalak tiilélési gorbéinek atlagat
az RMAPC értékek fiiggvényében &brazolva lehetévé valt az egyes gydgyszerek
hatdsossdgdnak Osszehasonlitdsa. Hatdsossdguk alapjan az LCL-eken vizsgélt gydgyszereket
harom csoportba osztottuk:

1. csoport: Kifejezetten hatdsosnak itéltik a gydgyszert, ha az MCS 30% alatt, az

RMAPC érték 0,3 vagy ez alatt volt. (MCS <30%, RMAPC< 0,3)
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2. csoport: A gyogyszer részlegesen volt hatdsos, ha az MCS 60% alatt volt és az
RMAPC érték 0,3 és egy kozé esett. (MCS < 60%, RMAPC: 0,3-1)
3. csoport: A gyogyszert hatastalannak tartottuk, vagyis az LCL-ek rezisztensek voltak a
szerre, ha az MCS 60% folé esett és az RMAPC érték nagyobb volt mint egy. (MCS >
60%, RMAPC > 1)
Vizsgalataink szerint az LCL-ek Kkifejezetten érzékenynek bizonyultak: vincristinnel,
paclitaxellel, methotrexattal, epirubicinnel szemben (1. csoport).
A gemcitabint, cytosin-arabinosidot, doxorubicint, fluorouracilt, dactinomycint, docetaxelt,
daunorubicint, etopozidot, vinorelbint csak részlegesen hatdsosnak taldltuk (2. csoport). A
legtobb LCL rezisztens volt cyclophosphamidra, aszparaginazra, topotecanra, oxaliplatinra,
bleomycinre, 6-mercaptopurinra, hydroxyuredra, cladribinre, chlorambucilra, carboplatinra,
bortezomibra, cytarabinra, prednisolonra és vinblastinra (3. csoport). Ugyan a 3. csoportba
tartozd gyogyszerek nem tiintek hatdsosnak LCL-eken, mds sejtvonalakon és primer
tumorokon esetiinkben dézisfiiggd novekedésgatlast észleltiink. Streptozotocin esetében nem
tudtunk meghatarozni RMAPC értéket, mivel nem taldltunk C.x értéket meghatiroz6
farmakokinetikai tanulmanyt. A streptozotocin - a kisérletekben alkalmazott koncentraciéban
- nem befolydsolta a sejtek talélését. RMAPC ugyancsak nem volt meghatarozhat6 MG132
esetében, mivel ezt a szert nem haszndljdk a klinikai gyakorlatban. Mig az MGI132 a
legmagasabb koncentraciokban hatdsosan csokkentette a sejtek tilélését, a hasonld

hatdsmechanizmusu és klinikailag hasznalt bortezomib nem bizonyult hatdsosnak.

Citosztatikumok hatasa NK sejtek citotoxikus miikodésére

A gyogyszerek hatdsa a kiilonbozo NK vonalak oloképességére

Nyolc egészséges donortdl szdrmazé poliklondlis NK sejt prepardtumot és négy NK
tumorvonalat vizsgiltunk az uj fluoreszcens modszer segitségével. Az egyes sejtvonalak
kiilonbozd eredetiiek voltak és eltérd kord in vitro kultirdkbol szdrmaztak. A vizsgilat
egészséges donoroktdl szarmazd IL-2-vel stimuldlt egy hetes in vitro kultiraideji NK
vonalakat és frissen szepardlt csak 24 ords kultiraidejit NK vonalakat is tartalmazott.

A kiilonboz6 eredeti NK sejtek 6loképessége gydgyszerenként nagyon hasonléan valtozott
meg. Az ot O0rds inkubdécids 1dOt kdvetden a vizsgélt gydgyszerek egyike sem befolydsolta a
K562 targetsejtek életképességét. Az elpusztult NK sejtek szdma magasabb volt azokban a
gyogyszerkezelt kultirdkban, amelyeket egy napig tartottunk IL-2-vel kezelve, mint azokban
amelyeket egy hétig kezeltiink IL-2-vel. Egyik NK sejt populdcié sem mutatott az elpusztult

sejtek szamdban dozisfiiggd novekedést. Ebbol kovetkezik, hogy gydgyszerenként az NK
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sejtek Oloképességének dozisfiiggd csokkenése nem magyardzhaté az NK sejtek gydgyszer

indukalta pusztuldsaval.

A hatdstalan és kifejezetten hatdsos gyogyszerek meghatdrozdsa

Vizsgalataink alapjdn az NK-medidlt citotoxicitist legkifejezettebben a kovetkezd
gyogyszerek gitoltdk: chlorambucil, MG-132, docetaxel, cladribin, paclitaxel, bortezomib,
gemcitabin, vinblastin. Az oxaliplatin, dactinomycin, cytarabin, daunorubicin, vincristin,
topotecan kevésbé bizonyult hatdsosnak. A legtobb NK vonal 06l6képességét nem
befolydsoltdk a kovetkezd szerek: bevacizumab, bleomycin, doxorubicin, epirubicin,
vinorelbin, carboplatin, methotrexat, ifosphamid, etopozid, hydroxyure, azparagindz,

fluorouracil, 6-mercaptopurin, streptozotocin, cyclophosphamid.

KG-1 sejtvonal danunorubicin érzékenységének valtozasa G-CSF elokezelést kovetden

A G-CSF receptor jelenléte és aktiviloddsa a KG-1 sejteken

Flow cytometria segitségével igazolni tudtuk a G-CSF receptor jelenlétét a KG-1 myeloid
sejteken. Ismert, hogy a G-CSF az ERK/MAP kinaz titvonal aktivalodasat idézi eld, amelyre a
ERK/MAP kinazok izoformdinak foszforilaltsdgabol kovetkeztethetiink. Azt, hogy a KG-1
sejteken talalhaté6 G-CSF receptorokat a G-CSF aktivalja-e, az ERK-1 (p44/p42 MAP kindz)
foszforildltsagi szintje valtozdsdnak kovetésével -Western blot analizissel- {téltik meg. G-
CSF kezelést kovetden az ERK-1 0Osszmennyisége csokkent. A kezeletlen mintdban
foszforildlt ERK-1 nem volt detektilhaté, de hdrom ords G-CSF kezelést kovetden a
foszforildlt ERK-1 (P-ERK-1) megjelent. Hat 6rds G-CSF kezelést kovetéen a P-ERK-1
szintje tovdbb novekedett és a megnovekedett foszforildltsdgi allapot 12 6rdt kovetden is

megmaradt.

A daunorubicin és G-CSF hatdsa a KG-1 sejtekre

A G-CSF o6nmagédban egyik koncentraciéban (10, 100, 1000ng/mL) sem véltoztatta meg a
KG-1 sejtek talélését, a sejtek viszont érzékenynek bizonyultak a daunorubicin alkalmazott
koncentraci6ival szemben. Az AIMV vagy az IMDM tipfolyadékok hasznalatakor nem
észleltiink kiilonbséget az érzékenységi mintdzatban. A sejteket G-CSF-el és daunorubicinnel
egyiitt kezelve dézisfiiggd jelenséget észleltiink: a KG-1 sejtek G-CSF-el tortént elokezelését
kovetden talélés-novekedést figyeltink meg a legmagasabb daunorubicin koncentraci6
esetében (2ug/mL). Erdekes, hogy a tiilélés-novekedés a legalacsonyabb koncentriciji G-

CSF elokezelést (10ng/mL) kovetéen sokkal kifejezettebb volt. A sejtek G-CSF elokezelését
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kovetden az alacsony koncentracidji daunorubicin kezelés kovetkezményeként az €16 sejtek

szama kb. 20%-al tobb volt a kontrollhoz képest.

A felszini markerek expressziojanak vdltozdsa G-CSF és daunorubicin kezelést kovetéen

Flow cytometridval vizsgaltuk a kiilonboz6 felszini markerek expresszidjanak véltozasat
annak eldontésére, hogy a G-CSF jelenlétében megfigyelhetd daunorubicin rezisztencia
magyardzhaté-e a leukémids sejtek differencidléddsaval. A hatdsos G-CSF koncentricid

(10ng/mL) dnmagaban egyik vizsgélt marker expresszidjanak szintjét sem vdltoztatta meg. A
magas koncentrdciéji daunorubicin (2ug/mL) kezelés azonban minden vizsgilt marker
expresszidjat lecsokkentette. G-CSF elokezelést kovetden a daunorubicin hatdsira a CDI11a

expresszidjanak szintje a tobbinél sokkal kifejezettebben csokkent.

Megbeszélés

Az epirubicin és paclitaxel hatasos gydégyszerek lehetnek a PTLD és egyéb EBV
indukalta lymphoproliferativ betegségek kezelésében

Eredményeink azt mutatjak, hogy az EBV-transzformalt lymphoblastoid sejtvonalak
gyogyszerérzékenységi mintazata a sejtek eredetétdl fiiggetleniil megegyezik. Ez a mintizat
nem véltozik az eltérd kord sejtvonalak esetében sem. Ugy tiinik, hogy az EBV nemcsak
sziikséges hanem elegendd etioldgiai tényezd ahhoz, hogy immunszupprimadlt egyénekben a
malignus immunoblastos B-sejtes lymphoproliferativ betegség megjelenjen. Ezen esetek
mindegyikében az EBV 4ltal koédolt latencia-asszocidlt virusfehérjék irdnyitjdk a
sejtproliferaciot anélkiil, hogy egyéb nyilvanvalé genetikai véltozas sziikséges lenne. Ezeknek
a daganatoknak a fenotipusa nagyon hasonlit az in vitro nové LCL-ekéhez, és azokhoz a
kisérletesen létrehozott tumorokhoz amelyeket LCL-ek SCID egerekbe torténd
intraperitonedlis inokuldcidjaval kapunk. Eredményeink alapjidn feltételezhetjiik, hogy a
PTLD-k, az AIDS-hez tarsulé koézponti idegrendszeri lymphomék és az X-kromoszéméhoz
kotott lymphoproliferativ betegségek hasonld gydgyszerérzékenységi mintazatot mutathatnak
az altalunk vizsgalt nagyszdmu és kiilonféle LCL-ekkel. Vizsgdlataink szerint az LCL-ek
kiilonosen érzékenyek a mikrotubulus ellenes szerekre €s az antraciklinekre. Noha mindkét
emlitett csoport gyogyszerei mindegyik LCL-en dézisfiiggd sejtpusztuldst okoztak, csak a
vincristin, a paclitaxel, az epirubicin illetve a doxorubicin bizonyult hatdsosnak, ha az in vitro
hasznélt gydgyszerkoncentracidkat a legmagasabb elérhetd plazmakoncentracié értékekkel

(RMAPC) hasonlitottuk 6ssze.
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Kisérletiinkben az alkildl6 szerek, mint a cyclophosphamid és ifosphamid nem okoztak
sejtpusztulast az LCL-eken. Ez azzal a ténnyel magyarazhat6, hogy oOnmagiban egyik
gyogyszer sem aktiv és mindkét gydgyszert a mdj konvertilja aktiv metabolittd. A
prednisolon okozott ugyan sejtpusztuldst, de csak igen magas koncentraciékban. A vincristin
€s a methotrexat szerepelnek a gyakran hasznilt CHOP és VAPEC protokollokban, de nincs
irodalmi adat az epirubicin és a paclitaxel PTLD-ben vagy egyéb EBV indukilta
lymphoproliferativ betegségben vald alkalmazdsarél. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy hasznos lenne az epirubicin és a paclitaxel beépitése a PTLD kezelésére haszndlt

protokollokba.

Az NK sejt alapt immunterapiaval kombinalhaté citosztatikumok

Korébbi tanulmanyokban az NK medidlt citotoxicitds mértékét targetsejtek citosztatikummal
tortént eldkezelését kovetden tanulmdnyoztik vagy az NK sejteket kemoterdpids szerekkel
kezelve vizsgéltdk azok tumorsejtolé képességét. Nem végeztek azonban nagyszamu
citosztatikumra kiterjedd vizsgélatot. Munkdnk sordn kiilonb6z9 citosztatikumok jelenlétében
vizsgaltuk az NK sejtek 6loképességét. Az IL-2-vel aktivalt NK sejteket 20 6rdn keresztiil
elokezeltiik a gydgyszerekkel, annak érdekében, hogy a citosztatikumok hatdsat csak az NK
sejteken teszteljiik. Ezt kovetden az NK sejteket a targetsejtekkel inkubdaltuk 6t 6ran keresztiil.
A targetsejtek tulélését a gyogyszeres elOkezelés nem befolyasolta, de az NK sejt
targetsejteken bekovetkezd 0Oloképességére gyakorolt hatds nem zdrhaté ki. A kisérleti
eredményeink azt igazoljak, hogy az IL-2-vel aktivdlt NK sejtvonalak azonos
gyogyszerérzékenységi profilt mutatnak. Ez a mintdzat nem valtozik az in vitro IL-2 kezelés
tartamdnak valtoztatdsdval sem. A topotecan, a 6-mercaptopurin és a bleomycin nem gétoltak
hatdsosan az NK sejtek 6loképességét még nagyon magas AUC értékeknél sem. Carboplatin,
methotrexat és dactinomycin esetében nem észleltiink hatdst, aminek az lehet a magyarizata,
hogy a sejtkultirdk viszonylag alacsony RAUC értékli kezelésnek voltak kitéve. A
chlorambucil viszont hatdsosan gétolta az NK sejtek 6l6képességét, ugyanakkor mas alkildld
szer esetében (cyclophosphamid, ifosphamid) ez a hatds nem volt megfigyelhetd. Ez azzal
fligghet 0ssze, hogy az utébbi két szer onmagaban inaktiv, in vivo a majenzimek alakitjdk at
Oket aktiv metabolittd. A chlorambucil hatdsossagit magyarazhatjak a magas RAUC értékek.
A tobbi hatasos gydgyszer in vitro dézisa (in vitro AUC értékek) megkozelitette a klinikailag
alkalmazott doézisokat. A cladribin volt kisérletiinkben az egyetlen a bazisanalégok koziil,

amely szignifikdnsan csokkentette az IL-2-aktivalt NK sejtek oOloképességét. Sikeriilt
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kimutatnunk, hogy az NK sejtek kifejezetten érzékenyek a mikrotubulusokra haté szerekre és
a proteaszoma gatlokra. Az NK sejt-medidlt citotoxicitds mikrotubulus halézattdl fiiggése jol
ismert. Kimutattuk, hogy a kiillonb6z6 tipusi mikrotubulus gatlok kiilonb6z6é mértékben
gitoljék az NK sejtek 6loképességét. A vinorelbinnek és a vincristinnek sokkal kisebb volt a
hatdsa az NK sejtek kozvetitette sejtolésre, mint a vinblastinnak, docetaxelnek vagy
paclitaxelnek. Az NK sejtek proteaszomdinak kimotripszin aktivitdsa szerepet jatszhat a sejt-
medidlt citotoxicitdsukban. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a proteaszéma inhibitorok még
apoptézis indukcié hidnydban is képesek hatdsosan gitolni az NK sejtek 6l6képességét.
Eredményeink alapjan megdllapithatjuk, hogy azok a kemoterdpids protokollok, amelyek
proteoszoma inhibitorokat vagy mikrotubulus gdtlo szereket tartalmaznak, egyidejii
alkalmazds esetén csokkenthetik az NK sejtes immunterdpia hatdsossdgdat. Mivel az
aszparagindz, bevacizumab, bleomycin, doxorubicin, epirubicin, etopozid, S-fluorouracil,
hydroxyurea, streptozotocin és 6-mercaptopurin esetében még magas RAUC értékek mellett
sem észleltiink az NK medidlt 6l6képességre kifejtett kifejezett hatast, véleményiink szerint
ezek kombindlhatok hatdsosan NK sejtes adjuvans terdpidval. Eredményeink a jovoben
felhasznédlhatéak lehetnek az NK sejt alapd adjuvdns immunterdpids protokollok

megtervezéséhez.

G-CSF csokkentheti a myeloid markereket hordozé leukémiasejtek daunorubicin
érzékenységét

Munkank sordn azt vizsgaltuk, hogyan befolydsolja a G-CSF sejtszuszpenzioban a KG-1
leukémia sejtek citosztatikum-érzékenységét. Azok az akut lymphoblastos leukémia sejtek,
amelyek G-CSF receptort hordoznak a felsziniikon, gyakran myeloid markereket is
expresszélnak. Ezért a KG-1 myeloid leukémids sejtvonal j6 in vitro modellnek tiint, nemcsak
AML, hanem a fent emlitett specidlis tipusi ALL esetében is a G-CSF hatdsdnak
tanulmanyozdsdra. Kisérletiinkben a KG-1 sejtek G-CSF és viszonylag magas koncentricidji
daunorubicin kombindlt kezelését kovetden a KG-1 sejtek tilélés-novekedését figyeltiik meg.
A G-CSF 6nmagidban nem valtoztatta meg a leukémids sejtek tilélését, azonban alacsony
koncentrici6ji daunorubicin jelenlétében azonban a sejtek észlelhetd tdlélését okozta.
Kisérletiinkben a daunorubicin az MDR-1 (multidrug resistance protein-1) jelentds sejtfelszini
csokkenését okozta, ami azt sugallja, hogy a gydgyszerrezisztencia nem magyardzhaté ezen
gyogyszer efflux-pumpa hatasaval. A G-CSF molekula G-CSF receptorhoz kotodése
granulocyta irdnyd differencidlédast okoz és az ERK-1/2 enzimek gyors és tartds
aktivalodasat eredményezi. KG-1 sejtekben G-CSF kezelését kovetden a foszforilalt ERK-1/2

szint emelkedését figyeltik meg, amely a G-CSF receptorok aktivalédasat bizonyitotta.
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Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a G-CSF kezelés eredményeképpen létrejovo
feltételezett sejtdifferencialodast, a KG-1 sejteken néhany mas felszini marker expresszidjat is
vizsgaltuk. Azoknak a molekuldknak az expresszidja, amelyeket a KG-1 myeloid sejtek
felszinén vizsgéltunk, bizonyitottan a monocytdk makrofadggd torténd differencidlodésa alatt
véltoznak. A daunorubicin dnmagaban minden vizsgalt marker expresszidjat csokkentette. A
sejteket G-CSF-el és daunorubicinnel egyiittesen kezelve a CD11a expresszids szintjének még
kifejezettebb csokkenését mértiik. A CD11a lymphocyta funci6hoz kotott antigén-1a-nak felel
meg (lymphocyte function-associated antigen-1a; LFA-1a vagy CD11a), az egyetlen integrin,
amely mindegyik leukocyta vonalon expresszalodik. Kulcsfontossdgi adhézidés molekulaként
az immun és gyulladasos folyamatokban vesz részt, és egyben jelatvivd molekulaként is
mikddik. Az LFA-1 expresszi6 és funkci6 a sejtaktivalddas és a differencidlddds stadiumatol
fiigg. Ismert, hogy a c-myc onkogén B lymphoblastoid sejteken az LFA-1 transzkripcids és
poszttranszkripciés ~ faktor downreguldloddsit okozza. Monocytdk  makrofdgokka
differencidloddsa a CD11a molekula expresszidjdnak csokkenésével jar. Azt is kimutattak,
hogy a G-CSF tulélési szigndlokat biztosit a sejt szamdra az apoptotikus utvonalak
szuppresszidjaval a p2lras/MAP kindz szignalizdciés ttvonalon keresztiil és a BCL-2
antiapoptotikus fehérje szintjének emelésével. Eredményeink azt mutatjak, hogy a G-CSF és a
daunorubicin egyiitt szinergista modon csokkenthetik a CD11a szintjét. A fentiek alapjan
elképzelhetd, hogy a daunorubicin dltal okozott differencidloddsi hatdis a G-CSF dltal
eldidézett antiapoptotikus szigndllal pdrosulva a sejtek tiilélését és gyogyszerrezisztencidjdt
fokozhatja. Eredményeink arra hivjék fel a figyelmet, hogy a G-CSF alkalmazédsa potencidlis
veszélyt jelenthet 1dazas neutropenidas ALL-es betegek azon eseteiben, amikor az ALL-es
blasztok myeloid markereket és G-CSFR-t is hordoznak felsziniikon, és a beteget
parhuzamosan daunorubicinnel kezelik. A fentiekben leirtak értelmében a G-CSF klinikai
alkalmazdsa ALL-ben individudlis megitélést tesz sziikségessé. Mdasrészrol (annak ellenére,
hogy az indukcids terdpidt kovetden adott G-CSF AML-es betegekben nem okoz blaszt
proliferacidt) nem szabad figyelmen kiviil hagynunk, hogy az AML-es betegek adjuvins

terapidjaban alkalmazott G-CSF daunorubicinnel szembeni rezisztencidt okozhat.
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Legfontosabb eredmények és megdllapitdsok:

1.

Uj in vitro gydgyszerérzékenységi tesztet fejlesztettink ki, amely nagyszami
gyogyszer egylittes vizsgalatara ad lehetOséget kevés sejt felhasznalasaval.
Megfigyelésiink alapjdn, miszerint az epirubicin és a paclitaxel hatdsos szernek
bizonyultak lymphoproliferativ sejtvonalakon, javasoljuk e szerek alkalmazisiat a
PTLD kezelésére haszndlt kemoterdpids protokollokban.

Kisérleti rendszeriinkben az aszparagindz, bevacizumab, bleomycin, doxorubicin,
epirubicin, etopozid, 5-fluorouracil, hydroxyurea, streptozotocin és 6-mercaptopurin
nem befolydsolja jelentdsen az NK sejtek 0loképességét, igy ezek a gydgyszerek
hatdsosan kombindlhatéak lehetnek NK sejt alapi immunterapidval.

A G-CSF haszndlata kockdzatos lehet azokban a daunorubicinnel kezelt ALL-es
betegekben, akiknek leukémids sejtjei myeloid markereket és G-CSFR-t hordoznak a
felszintikon.

AML-es betegekben a ldzas neutropenia megeldzésére, vagy ,,priming” céljabol

hasznélt G-CSF a blasztsejtek daunorubicinnal szembeni rezisztencidjat okozhatja.
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Osszefoglalas

A malignus betegségben szenveddk kezelési eredményeinek tovabbi javitdsa a jovoben
a terdpia agresszivitdsdnak novelése helyett egyre inkdbb az egyénre szabott, individualizalt
terdpidtol varhat6. A daganatos betegségek ugyanis sokkal heterogénebbek anndl, ahogy azt a
jelenlegi terdpids besoroldsuk tiikrozi. Az in vitro gyodgyszerérzékenységi vizsgélatok
segitségével meghatiarozott hatdsos citosztatikumok alkalmazdsa javithatja a betegség
kimenetelét. Az EBV dltal indukdlt lymphoproliferativ betegségek kemoterdpidjara
leggyakrabban non-Hodgkin lymphoma protokollokat alkalmaznak és nincsenek erre a
betegségcsoportra specifikusan kivalasztott citosztatikumok. A lymphoblastoid sejtvonalak
(LCL) a poszttranszplantiacids lymphoproliferativ betegség (PTLD) jé in vitro modelljéiil
szolgalnak, ezért munkédnk sordn tizenhét LCL sejtvonal in vitro gyégyszerérzékenységét
vizsgéltuk. Az él6 és elpusztult sejtek pontos szdmdt automatizdlt 1ézer konfokalis
fluoreszcens mikroszkép segitségével hatdroztuk meg. Az LCL-ek eredetiiktdl fiiggetlentil
nagyon hasonld gydgyszerérzékenységi mintdzatot mutattak a huszonkilenc klinikumban
gyakran haszndlt citosztatikummal szemben. Az LCL-ek kifejezetten érzékenynek
bizonyultak vincristinnel, methotrexattal, epirubicinnel és paclitaxellel szemben.
Eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a PTLD kezelésére hasznélt kemoterdpids
protokollokban az epirubicin és paclitaxel alkalmazdsa indokolt lehet. Meghataroztuk
huszonnyolc gyakran alkalmazott citosztatikumnak az NK sejtek 6loképességére kifejtett
hatdsat. Eredményeink azt mutattak, hogy a kovetkezo citosztatikumok csokkentették az NK
sejtek tumorsejt Oloképességét azok életképességének csokkenése nélkiil: vinblastin,
paclitaxel, docetaxel, cladribin, chlorambucil, bortezomib, MG-132. Mds gydgyszerek viszont
az in vivo maximalisan elérhet6 gydgyszerdézisndl magasabb értékek esetén sem
befolyéasoltdk az NK sejtek 6loképességét. Eredményeink arra utalnak, hogy az aszparaginaz,
a bevacizumab, a bleomycin, a doxorubicin, az epirubicin, az etopozid, az 5-fluorouracil, a
hydroxyurea, a streptozocin és a 6-mercaptopurin hatdsosoan kombindlhatok az NK sejt-alapu
adjuvans immunterdpidval.. MTT tesztet alkalmazva vizsgaltuk a G-CSF hatésat a leukémids
sejtek daunorubicin érzékenységére. A KG-1 myeloid leukémids sejtek a daunorubicinnel
szembeni rezisztencidja kifejezett novekedést mutatott G-CSF elOkezelését kovetden. Ez az
AML és a gyermekkori ALL adjuvans terdpidjaként alkalmazott G-CSF hasznalatdnak
kockdzatdra hivja fel a figyelmet. Ertekezésemben az in vitro gydgyszerérzékenységi teszt
klinikai alkalmazdsdnak néhdny mdédjat kivantam bemutatni. A ritka malignus betegségekben
és az eldrehaladott tumoros megbetegedésekben - az esetek kis szdma miatt — nem dllnak

rendelkezésiinkre multicentrikus randomizdlt tanulmédnyokkal aldtdmasztott hatdsos
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kemoterdpids protokollok. Az in vitro gyogyszerérzékenységi teszt alkalmazdsa ezen
daganatos betegségek esetében 1) citosztatikum megvalasztisdban, hatdsos protokollok

kifejlesztésében nytjthat segitséget.
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