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1. BEVEZETES

A malignus betegségek mortalitasa napjainkban is magas. A modern komplex
daganatellenes terapia ellenére kb. 50 % az 5 éven beliili halalozés a szisztémas
kezelést igénylé betegek korében. fgy a haldlozasi listin a rosszindulati
betegségek képviselik a 2. leggyakoribb haldlokot a kardiovaszkularis
betegségek mogott (WHO report 2003).

A daganatellenes kemoterapia leggyakoribb dozist limital6 mellékhatdsa a
hematotoxicitds, mely a csontveld vérképzésének gatlasaval neutropénia, anemia
¢s thrombocytopenia képében manifesztalodik. ElsOsorban a gyakran jelentkezo
neutropénia miatt sziikkséges a dozis csOkkentése, mely a sikeres terapidhoz
sziikkséges kemoterapids ciklusok késleltetését is jelenti. A neutropénids
id6szakban akar opportunista korokozok is sulyos, életveszélyes fertézéseket
okozhatnak. Az infekcios szovodmény fellépte a neutropénia idétartamaval és
sulyossagaval mutat Osszefiiggést (Kuhn, 2002). A klinikai tapasztalat azt
mutatja, hogy a beteg allapota addig nem javul, mig az abszolut granulocita
szam nem normalizalodik (Bodey et al.,, 1994). A kemoterapia kivaltotta
hematologiai toxicitds mérseéklése fontos megoldand6 feladat az onkologiai
betegek sikeres terdpidjanak érdekében. E célra gyakran hasznélnak

hemopoetikus novekedési faktorokat.

Az inzulin és az inzulinhoz hasonlé (IGF) novekedési faktorok a vérképzo stem
€s  progenitor sejtek szamara korai novekedési faktorként viselkednek.
Sz¢éleskorben hasznéljak oOket a hemopoetikus stem ¢és progenitor sejtek
koloniaképzésének fenntartdsara in vitro sejttenyészetekben. Ennek ellenére a
vérképzésben in vivo jatszott szerepiik nincs dokumentalva az irodalomban. Az

inzulin vérképzésben kifejtett esetleges hatasait in vivo szamos egyéb hatas



elfedi (pl. az inzulin anyagcserét befolyasold hatdsai vagy az IGF els6sorban az
erythropoezisre gyakorolt hatdsai). Az insulin valosziniileg fokozza a
hemopoetikus sejtek talélését. Szignifikdnsan tobb progenitor sejt, koztiik
kétszer annyi granulocyta-macrophag progenitor sejt (GM-CFU) ¢és az
erythropoezisért felelés BFU-E progenitor nyerhetd a CD34+ korai progenitor
sejtek long-term tenyészeteibdl ex vivo az inzulint nem tartalmazo kontroll
tenyészetekhez képest. Sajat munkankban egerekben vizsgaltuk az inzulin
hatasait in vivo a normal és karosodott csontveldi vérképzésre. Mivel a
gyakorlati felhasznalhatosag szempontjabol az insulin szamos anyagcsere hatdsa
kedvezdtlen, kiprobaltuk, hogy vajon a sokkal mérsékeltebb szisztémas
anyagcsere hatdsokkal rendelkezd inzulin érzékenyitd roziglitazon képes-e

hasonl6 hatasokat kivaltani a csontveloben.

A 2. tipusu, nem insulin fiiggd diabetes mellitushoz vezetd leggyakoribb koroki
tényezO az insulin rezisztencia. A roziglitazon tiazolidindion vegyiiletek kozé
tartozik. Az inzulin érzékenyitd tiazolidindion vegyiileteket, melyek az insulin
rezisztenciat kiilonb6zd cellularis mechanizmusokon keresztiil tudjak enyhitent,
a 2. tipusu diabetes mellitus kezelésére hasznaljak. A tiazolidindion vegytiletek a
peroxiszoma proliferaciot aktivalo receptor gamma a PPARY parcialis agonistai.
A PPARY szamos szovetben expresszalodd magi receptor. Igy a tiazolidindionok
multiplex hatdsokat produkalnak a szervezetben. A PPARy kulcs-szerepet
jatszik a sejtek lipid €s szénhidrat anyagcsere szabalyozasaban, a sejtek energia
ellatasdban. Szintetikus ligandjai insulin érzékenyitd hatdsokat mutatnak az obes
betegek esetében. Bar a PPAR g stimulatorainak in vivo hatdsmechanizmusa
nem tisztazott minden részletében, annyit tudunk, hogy nagy mennyiségben

expresszalodnak a zsirsejtekben €s a macrophagokban.



Ez azt jelzi, hogy ezekben a sejtekben fontos szerepet tolthetnek be.A PPAR y
receptor gyakran képez heterodimert az RXR retinoid receptorokkal, mely azt a
feltevést taplalja, hogy a sejtek differencidlodasaban hasonlé modulalo szerepe
lehet. A vérképzésben a PPARYy receptorok megjelenését tapasztalhatjuk a
monocyta-macrophag differencidlodas sordan ¢és a PPARy/RXR complex
regulalta gének aktivalodasat lathatjuk a macrophage irdnyba torténd
differencialodéds beinduldsakor (Nagy ¢és mtsai. 1998). A PPARy
dysregulaciojaval taldlkozhatunk néhany leukémias sejtvonal aberrans
differencialodasa soran. A ligand-aktivalta PPARy/RXRa heterodimer a

myelomonocytds  leukemia  sejtvonalakban  macrophagokra  jellemzd

valtozasokat indukal.



3.ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletek az Europai K6zosség altal kiadott laboratoriumi allatok kezelésével
kapcsolatos irdnyelvek betartasaval torténtek. A kisérleti protokollokat a
Debreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsaga engedélyezte. A betegektél
nyert mintdk vételével kapcsolatban a Helsinki Deklaracioban meghatarozott
szabalyokat betartva jartunk el. A Debreceni Egyetem Regionalis Human Etikai
Bizottsaga a protokollokat engedélyezte.

3.1. CFU-GM progenitor sejtek 1agy-gél tenyészetei

Az éllatokat cervicalis dislocatio alkalmazasaval exterminaltuk. Majd a femurt
aseptikus koriilmények kozott kipreparaltuk. A csontveldi sejteket a femur
taptalajjal vald atmosasaval nyertilk ki. A csontveldi sejtekbdl vékony tiin
torténd tobbszori szuszpendaldssal egysejt szuszpenzidt készitettiink, melyet
mikroszkép alatt ellendriztiink. A szuszpenzidhoz McCoy 5A mediumot
allitottuk be. Specialis lagy-gél tenyészeteket készitettiink 1.2% methylcellulose
felhasznalasaval. A sejtek ¢letben maradasat a McCoy 5A taptalaj modositasaval
segitettilk aminosavak, Na-pyruvat, NaHCO; és 25% l6szérum hozzaadasaval. A
taptalaj streptomycint €s penicillint tartalmazott. A granulocyta-macrophag
progenitor sejtek (CFU-GM) koloniaképzését biztositdé ndvekedési faktor
forrasként WEHI 3B sejtek  kondicionalt mediuma szolgalt. A
csontveldtenyeszeteket Greiner petricsészékben CO, inkubatorban 5% CO, és
telitett paratartalom mellett 1 hétig 37%-on tenyésztettiik. A progenitor sejteket
jelzd koloniakat sztereomikroszkép (Olympus, Hamburg, Németorszag) alatt

szamoltuk meg. Koldnidknak az 50 sejtbdl all6 sejtcsoportokat tekintettiik.



3.2. A csontvel6 funkcio vizsgalata

A csontveléi  kéarosodast  S-fluorouracil (5-FU)  egyszeri  subletalis
intraperitonealis dézisaval valtottuk ki. A vizsgalati anyagokkal az egereket in
vivo 5 napon keresztiil el6kezeltiik az 5-FU doézist megelézden. A csontveldi
funkciot 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 nappal az 5-FU-val kivaltott karosodas utan
vizsgaltuk. Kontrollként vehiculummal kezelt, ill. csak 5-FU- kapott csoportok
szolgaltak. A myelotoxicitds mértékét a csontveld cellularitdsanak valamint a
CFU-GM progenitor sejtek karosodésat jelzd koloniaszam és CFU-GM pool
csokkenésével jellemeztiik. A cellularitast a femur csontveld Gsszsejtszama
jelentette, amit a sejtszam ¢€s a sejtszuszpenzio térfogatdnak szorzataként
kaptunk. A CFU-GM progenitor sejtek eléfordulasi gyakorisagat 10 > csontveldi
sejthez viszonyitva a 10° csontveldi sejtet tartalmazo tenyészetek koloniaszama
jelentette. A femur CFU-GM pooljat a femur teljes CFU-GM tartalmanak
kiszamitasaval adtuk meg, mely a cellularitds és az el6forduldsi gyakorisag
Szorzata.

Az érett sejtek mennyiségének valtozasat a periférids vér sejtszdmainak és a
kvalitativ vérkép kiértékelésével meghatarozott eléforduldsi gyakorisagok
szorzataként nyert abszolit sejtszamok segitségével kovettik nyomon. A
sejtszamok meghatarozasahoz Biirker kamrat, a kvalitativ = vérképek
kiértékeléséhez fénymikroszkopot hasznaltunk. A vérképek kiértékelése May-

Griinwald-Giemsa festése utan 200 sejt differencialt szamolasan alapult.



3.3. Az inzulin érzékenység meghatarozasa hiperinzulinémias euglikémias

gliikoz clamp mddszerrel

Az allatokat tiopental-Na-mal 50 mg/kg dozist alkalmazva altattuk, sziikség
esetén az eldbbi dozist ismételtiik. Két vénas és egy artérids katéter beiiltetése
tortént a kétoldali v. juguléris externdba és a jobb a. carotisba. A human inzulin
20 mg/kg/min folyamatos adasa kozben gliikkdz infizidval tartjuk egyenstlyban
a vér glikéz szintjét, melyet a 120 perces vizsgalat alatt 10 percenként
ellendrizve éallapitjuk meg a steady state allapot fenntartisdhoz sziikséges
infuzidés sebességet. A steady state allapotban alkalmazott gliikdéz infzio

sebessége mg/kg/min —ben adja meg az inzulin érzékenységet.

3.4. Plasma inzulin és gliikoz szint mérése

Az inzulin ¢és gliikoz koncentraciokat az egerek szivpunkciojaval nyert vérbol
hataroztuk meg. A gliikkdz meghatarozdst AccuChek késziilékkel hatdroztuk
meg. A plazma inzulin szint meghatarozasat a kereskedelmi forgalomban
elérhetd radioimmuno- assay segitségével tortént (RK 400M izotoép Intézet,

Budapest, Magyarorszag).

3.5. CFU-GM progenitorok koloniaképzésének vizsgalata in vitro

A rosiglitazon in vitro hatasait az egér CFU-GM sejtek methylcellulose lagy-gél
tenyészeteiben vizsgaltuk. A sejteket rosiglitazon ( 1 uM ) jelenlétében ill.
anélkiil tenyésztve a tenyésztési id6 5. napjan S5-fluorouracillal kezeltiikk 1 mg/ml
végkoncentraciot alkalmazva. A kontroll tenyészetekben taptalajt alkalmaztunk
az elobbi anyagok helyett. Az elObbiekben leirtak szerinti modositott
szupplementalt McCoy’s 5A taptalajt ¢s WEHI 3B kondiciondlt médiumot



hasznaltunk. 7 napig CO, inkubatorban 5% CO, és telitett paratartalom mellett 1
hétig 37%-on tenyésztettilk. A kolonidkat sztereomikroszkép alatt szamoltuk.
Két tovabbi tenyészetben a sejteket PPARy antagonista (5 uM) jelenlétében

tenyésztettiik rosiglitazon jelenlétében ill. anélkiil.

3.6. A csontveldi 6s- és progenitor sejtek mobilizalasa

4 g/m* dozisa Cytoxannal és 48 MU G-CSF (2x naponta 3.-11. napig)
mobilizaltuk a periférias vérbe a betegek csontveldi 6s- és progenitorait. A
mobilizalt periférids Ossejteket leukapheresissel szepardltuk. (Fresenius
ComTech System, Hamburg, Németorszag). Az apheresist a kemoterapia utani
regeneracid 10-11. napjan inditottuk, ha a CD34+ sejtszdm a vérben 20/ul
sejtszam fellett volt. A betegekbdl 2-3x 10°/kg mononuclearis sejtet és 3-
4x10%kg CD34+ sejtet nyertiink ilymodon. A sejteket reszuszpendaltuk 100 ml
Iscove’s modositott Dulbecco mediummal és 1 %-os human szérum albuminnal
majd lassan egyenld aranyban Osszekevertiik specidlis DMSO-t tartalmazo
fagyaszto oldattal. A mintakat komputer-vezérelt fagyaszto rendszerrel —190 °C-
1g hiitottiik folyékony nitrogént alkalmazva (CryoMed Freezer, Thermo Forma,
Marietta, Ohio, USA).

3.7. A human mobilizalt periférias ossejtek koloniaképzésének vizsgalata

1,2 % végkoncentracidban methylcellulézt (Methocel, 3000-5000 centipoise)
alkalmaztunk a szemiszolid kultirak matrixdhoz. A mononucleéris sejteket
Ficoll-lodamid gradiens centrifugalassal 15 percig, 1000 g-n szeparaltuk. A
mononucledris sejteket tartalmazo rétegbdl a sejteket kétszeri mosas utan
nyertiik ki, melyeket 10°/ml sejtkoncentracidban tenyésztettik. A McCoy’s 5A
modositott  taptalajt aminosavakkal ¢és nyomelemekkel dusitottuk. A

koloniaképzés eldsegitésére 5x10° M 2-merkaptoetanolt és 20 % foetal calf



serumot kevertiink a tenyészetekhez a citokinekkel egyiitt. A hemopoetikus
novekedési faktorokat frissen kozvetleniil a petricsészékbe vald szélesztés elott
adtuk a taptalajhoz. 300 mg/l végkoncentracioban G-CSF-et ¢s 100 mg/l GM-
CSF-et alkalmaztunk. A rosiglitazont a téaptalajhoz kevertiik, mig az 5-
fluorouracilt az 5. tenyésztési napon adtuk a tenyészetekhez. A tenyésztési 1d6

14 nap volt.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A modern daganatellenes kemoterapia eredményességét az  Ujabb
citosztatikumok fejlesztése mellett a technikai fejlddés és a csontvel6toxicitas
farmakoldgiai befolyasolasa javithatja. Mindez reményeink szerint jobb tulélést

¢s kedvezdbb €letmindséget eredményezhet.

4.1. Az inzulin in vivo hatasai a granulopoezisre citosztatikummal

karositott és normal csontveloben.

Hipotézisiink szerint az inzulin korai-ndvekedeési faktor tulajdonsagait probaltuk
felhasznalni myeloprotektiv célokra. Bar az inzulint széles korben alkalmazzak
in vitro sejtkultirdkban a hemopoetikus sejtek fenntartasara, in vivo hatdsair6l
nem olvashatunk. Elsé célunk volt az inzulin esetleges myeloprotektiv
hatdsainak vizsgalata egerekben. 5-Fluorouracillal egyszeri szubletalis dozisaval
sulyos csontveldkarosodast hoztunk Iétre. 70 ill. 100 mg/kg dozisban jelentds
mértékii CFU-GM koldniaszamcsokkenést lehetett kimutatni a regeneracié 2.
napjan. 6 U/kg inzulin szubkutan addsa 5 napon keresztiil az 5-FU-t megel6zden
szignifikansan novelte a CFU-GM progenitorok szamat az 5-FU-val kezeltekhez
képest. Az inzulinnak nem volt hatasa a normal csontvel6 CFU-GM sejtjeinek
koloniaképzésére. Ez lehet az egyik oka annak, hogy nem foglalkoztak az
inzulin in vivo hatasainak vizsgélataval. Azonban a progenitor sejtek kevésbé

karosodtak a csontvel6t ért toxikus hatasok esetén.

A hematopoezist a citokinek egész halozata kontrollalja, melyben szamos

interakcio jon létre. A sok parhuzamos és interaktiv hatds érvényesiil benne.
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Nem meglepd, hogy nem ndveli a kiegyensulyozott normal hematopoezis esetén
az optimalis koloniaszamokat. Azonban kérosodas esetén hamarabb tud
regeneralodni és feltoltddni a CFU-GM pool a csontveldben. Az inzulin inkabb
csak a tulélést noveli és onmagaban nem okoz proliferacié fokozodast. A tulélés
¢€s az apoptozis kozotti ardanyt tolja el kedvezd irdnyba az inzulin alkalmazésa.
Az igen flexibilis, rugalmas hematopoetikus rendszerben néhany ndévekedési
faktor helyettesitheti egymast €s sok koziilik potencirozza a differencialédasi
sornak megfelelden kovetkezd citokin hatdsat. Az inzulin més koldnia stimulaléd

faktorok stimulativ hatdsait potencirozva amplifikalja hatdsaikat igy tudja

s

4.2. A rosiglitazon inzulin érzékenyitd anyag hatasai a granulopoézisre

hasonloak az inzulinéhoz

A rosiglitazon inzulin érzékenyitd dozistartoményanak meghatarozasa utan
vizsgaltuk a rosiglitazon estleges myeloprotektiv hatdsait. Az inzulinhoz
hasonldan a rosiglitazon sem befolyasolta a CFU-GM koldniaszdmot a normal
vérképzés esetén. Azonban hasonld kezelési protokollt alkalmazva a rosiglitazon
is méréskelte az 5-FU toxikus hatdsait, melyeket a regeneracid utdni 2. napon
mértiink le. A CFU-GM pool a progenitor sejtek expanzidja kompenzalta a
karosodast. A jelenleg a neutropénia megeldzésére hasznalatos G-CSF
kétszeresre novelte az 5-FU-val karositott femoralis csontveld CFU-GM
tartalmat egerekben (Gilmore és mtsai. 1995), mig a rosiglitazon eldkezelés

kisérleteinkben 3.7-szeresre emelte.

Annak eldontésére vajon a progenitor sejtek tulélésére van-e hatdsa a
rosiglitazonnak megnéztiik, hogy kozvetleniil az 5-FU adésa utdn mennyi a
CFU-GM sejtek mennyisége a csontveldben. Azt talaltuk, hogy mar a toxikus

hatds pillanatdban kedvezObb a kép,azaz szignifikdnsan tobb progenitor sejt
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maradt életben az elOkezelt allatokban. Ez azt jelenti, hogy az 5 napos
elOkezelés végére a progenitor sejtek rezisztensebbekké valtak az 5-FU toxikus

hatasaival szemben.

4.3. Hogyan befolyasolja a rosiglitazon a csontvelé regeneraciojat és

mérsikli-e a neutropénia sualyossagat?

Hasonl6 protektiv hatdsok a gyakorlatban csak akkor kamatoztathatok, ha elég
er0sek ahhoz, hogy kovetkezményesen az Os- €s progenitor sejt-populacio
csontveld funkciokat a csontveld cellularitdsaval, CFU-GM progenitorok
eléfordulasi gyakorisdgaval és a femur teljes CFU-GM tartalmaval jellemeztiik
¢s ezek alakulasat vizsgaltuk az 1d6 fiiggvényében. Az egyszeri 100 mg/kg 5-FU
hatasara a csontveld funkciokat jelzd paraméterekben még a 3. napon is
kifejezett csOkkent értékek voltak mérhetdk. A csontveld teljes sejt-tartalma
30%-ra a CFU-GM tartalma a normadlis értek 10%-ra esett vissza. A
hematopoezis regeneracioja igen lassu volt. Az 5-FU adésat kovetd 6. napon a
cellularitds egy 18 %-0s mélypont utan ismét 30%-os volt, a CFU-GM tartalom
a kontroll érték 40 %-a a CFU-GM sejtek intenziv proliferacidja ellenére. 5
napon keresztiil 6 mg/kg rosiglitazonnal tortént eldkezelés hatdsara az el6bb
ismertetett paraméterek szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak. A teljes
sejttartalom a kontroll 50%-a a CFU-GM koloniaszam pedig mar a 3. napon
normalis volt. A rosiglitazon sem hatott a normal vérképzésre de az 5-FU okozta

karosodas mértékét csokkentette.

A rosiglitazon progenitor sejtekre gyakorolt hatdsa nem egyediilallo. Wang és

mtsai. (2004) kimutattdk, hogy csontvel6i eredeti primitiv Jssejtek

''''''

mért hatdsos dozis a mi kisérleteinkben hatasos tartoméanyba esett.
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A rosiglitazon protektiv hatdsa a csontvel61 progenitor sejtekre tiikkr6z6dott a
periféridn mért érett neutrophil granulocytak szdmaban. Az abszolut neutrophil
granulocyta szam a szignifikdnsan magasabb volt az el6kezelt allatok esetében a

vizsgalt periddusban.

A rosiglitazon myeloprotektiv hatasa szamos direkt és indirekt ahtds ereddje
lehet. Az inzulin érzékenyitd hatas részvétele valdszinlinek latszik, mivel az
inzulin érzékenyité dozistartomanyban az inzulinhoz hasonld véddé hatést
mutatott, mint az inzulin. Ex vivo az inzulin hasznalatos a CD34+
sejtkultirdkban ¢és szerum-mentes taptalajt alkalmazva nem mutathatd ki
stimulativ hatas. Ratajczak €s mtsai szerint az inzulin inkabb a tobbi névekedési
faktor stimulativ hatasainak potencirozasaval fejti ki hatasat, ill. a szérum-
mentes taptalajban jol kimutathato, hogy védi ket az apoptozissal szemben. A
rosiglitazon az inzulinhoz hasonléan nem mutatott hatdst a CFU-GM
kompartmentre normal csontveld esetén. Elképzelhetd, hogy a rosigliatzon az
inzulin receptor szignal transzdukciojat fokozza. Az inzulin receptor szubsztrat
IRS1 molekula amely az inzulin stimulativ hatdsait kozvetiti a hemopoetikus
sejtekben kozos az IGF-1 molekuldéval. A rosiglitazon csokkenti a szerin gatlo

hatasu foszforilaciojat az IRS1 molekuldn mind in vitro mind in vivo.

4.4. Ismételt 5-FU dozisokat alkalmazva a rosiglitazon egyideji adasa

védi-e a CFU-GM progenitor sejteket?

A klinikai gyakorlatban a citosztatikumokat frakcionaltan, rovid intenziv
ciklusokban alkalmazzuk. A védd hatasii anyagokat igy nehéz elkiilonitve
alkalmazni, a szimultdn adagolds konnyebben kivitelezhetd. Ezek
daganatellenes protokollokba valo beillesztése meglehetésen nehéz. A

hematopoetikus  kolonia-stimulalé  faktorokat hasznaljdk gyakran a
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myelotoxicitds mérséklésére, azonban a G-CSF a jelenleg ilyen célra
leggyakrabban alkalmazott szer esetében aktualisan a beteg allapotanak romlasat
figyelhetjiik meg, ha a citosztatikum el6tti napokon adjuk. G-CSF csak akkor
segit a neutropénia megelézésében, ha a citosztatikum utan alkalmazzuk.
Mindezt a protokollok kialakitdsa kozben fontos figyelembe venni. Ezért
vizsgaltuk, hogy a rosiglitazont folyamatosan egyiittadva az 5-FU-lal ismételten
7 napon keresztlil hogyan befolyasolja a CFU-GM progenitorok jelenlétét a
csontveldben. Misaki €s mtsai szerint ugyanis a G-CSF csak akkor volt hatdsos
az egerkisérleteiben, ha a citosztatikum adasa el6tti 2 napon nem alkalmazta. Ha
a citosztatikum dozisa elétti napokon vagy a rédkovetkezd napokon adta a G-
CSF-et fokozta a citosztatikum okozta myelotoxicitast. Ezzel szemben
kisérleteinkben a rosiglitazon nem csokkentette hanem novelte a CFU-GM
progenitorok jelenlétét a csontveldben. A CFU-GM tartalom a kombinaltan
kezelt 3-szor, ill. 50-szer volt nagyobb, mint a megfeleld, 25 mg/kg , ill. 50
mg/kg 5-FU-t kapott csoportokban. Bar a CFU-GM kompartment szignifikansan
nagyobb volt a kombinaltan kezelt &llatokban, az abszolit neutrophil
granulocyta szdmban nem volt szignifikdns eltérés. A neutrophilek csaknem
teljesen eltlintek a periférids vérbol a legtobb egérben és a CFU-GM pool
novekedése ellenére valdszintileg tobb idOre van sziikség a granulocytakka vald

érésikhoz.

4.5. Befolyasolja-e a rosiglitazon a plasma inzulin és gliikoz szintet?

Bar az irodalom szerint nem vérhato, hogy az inzulin érzékenyit6é rosiglitazon
hyperinzulinémidt okozzon, kisérleteinkben a 6 mgbkg doézist alkalmazva
lattunk ilyen tendenciat, ami azonban nem volt szignifikans mértékii. Nem kizart
ennek lehetdsége sem, mivel Walter és mitsai. szerint(2005) a plazma glik6z
szint oszcillalasaval kivaltott inzulin kiaramlast fokozza a pancreas béta

sejtjeibdl. Bar nem kizart az inzulin kiaramlas a mi kisérleteinkben sem, ennek
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mértéke nem érte el a szignifikdns szintet, igy valdszinli, hogy mas
mechanizmusok is szerepet jatszanak a myeloprotektiv hatasban. A rosiglitazon
szamos direkt €s indirekt hatdson keresztiil befolyasolhatja a hematopoezist.
Ezek vizsgélata koziil elsOként azt probaltuk eldonteni, vajon van-e direkt hatasa

a CFU-GM progenitor sejtek koloniaképzésére.

4.6. Van-e a rosiglitazonnak direkt hatasa a CFU-GM sejtek

koloniaképzésére?

A kérdés megvalaszolasara aze gér CFU-GM progenitor sejtejeinek in vitro
tenyészeteit alkalmaztuk. A sejteket rosiglitazon jelenlétében ill. anélkiil
tenyésztettiilk, majd az 5. napon 5-FU hozzdadasaval karositottuk Oket. Mivel
hasonl6an az in vivo eredményekhez, in vitro is kimutathat6 volt, hogy a CFU-
GM progenitor sejtek kevésbé karosodtak az 5-FU hatasara, ha rosiglitazon
jelenlétében tenyésztettiik Oket, igy legaldbb részben direkt hatasok is

szobajonnek.

4.7. PPARYy receptorialis hatasok vizsgalata a CFU-GM progenitorok

koloniaképzésére

PPARy antagonista jelenlétében tenyészett CFU-GM  progenitorok
koloniaképzése nem mddosult a kontrollhoz képest. Azonban, ha a rosiglitazon
mellett PPARY antagonistat is alkalmaztunk a CFU-GM sejtek karosodasa az 5-
FU hataséara ugyanolyan volt, mint a csak 5-FU-t kapott tenyészetekben. Ez azt
mutatta, hogy a rosiglitazon protektiv hatdsat blokkolni tudta a PPARy
antagonista jelenléte, igy legalabb részben a PPARY nucledris receptor részvétele

a protektiv hatdsban valdszintisithetd.
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4.8. Van-e a rosiglitazonnak hasonlé protektiv hatasa human stem és

progenitor sejtek esetében?

Hogy lehet-e jelentdsége az altalunk egér csontveldi progenitor sejteken észlelt
myeloprotektiv hatdsnak human alkalmazas szempontjabol, a rosiglitazon in
vitro hatdsait humén sejtkultirdkban vizsgaltuk. A tenyésztésre valasztott
sejtszuszpenzid mobilizalt periférids vér stem €s progenitor sejteket tartalmazott.
Autolog periférias Ossejt transzplantacid ma mar rutinszerlien alkalmazott
eljaras. A betegek csontveloi Os- €s progenitor sejtjeinek mobilizalasaval
nyerhetd sejteket leukapheresissel gytijtottiik. A transzplanticiora felhasznalt
CD34+ sejtszuszpenzid maradvanyabdl szarmazd sejteket tenyésztettiik
rosiglitazon jelenlétében ¢és anélkiil. Azt taldltuk, hogy a rosiglitazon
jelenlétében tenyésztett human progenitor sejtek hasonléan az egér sejtekhez 5-
FU-t alkalmazva kevésbé karosodtak. Ez a jotékony hatas hasonld koncentracio
tartomanyban (0,5-1 uM) volt észlelhetd, mint az egér sejtek tenyészetei

esetében, ami felveti a human alkalmazhat6sag reményét.
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Uj tudomanyos eredményeink osszefoglalisa:

1. Bar az inzulin széleskorben hasznélatos in vitro tenyészetekben a
hematopoetikus progenotor sejtek életbentartdsara, in vivo vérképzésre
gyakorolt hatdsai nincsenek dokumentalva. Az inzulinnak nincs hatdsa a
normal csontveld granulopoezisére, azonban védi a CFU-GM progenitor

sejteket a citosztatikummal okozott karosodassal szemben.

2. A rosiglitazonnak inzulin érzékenyitd dozistartomdnyban alkalmazva az
inzulinhoz hasonldé hatasai vannak a normal és karosodott csontveld

vérképzeésére.

3. A rosiglitazon elékezelés fokozta a csontveld S-fluorouracil okozta

crcr

kevésbé sulyos formaban jelentkezett.

4. A felgyorsult regeneraci6 alapja a CFU-GM progenitor sejtek
érzékenységének csokkenése az 5 napos eldkezelés végére az 5-FU

okozta toxicitassal szemben.

5. A G-CSF, a neutropénia mérséklésére jelenleg a klinikai gyakorlatban
alkalmazott novekedési faktor a citosztatikum addsa eldtti napokban
alkalmazva még fokozhatja is a csontveld toxicitast. Ezzel ellentétben az
ismételt €s kombinalt modon alkalmazott rosiglitazon €s 5-FU kezelés
utdn szintén szignifikansan tébb CFU-GM sejt volt kimutathaté az egerek

csontvel§jébdol.
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6. A myeloprotektiv hatas legalabb részben direkt hatdsnak bizonyult.

7. A rosiglitazon észlelt protektiv hatasat a PPARg receptor antagonista

felfliggesztette in vitro.

8. Hasonlo dozistartoményban bizonyult protektiv hatdsunak a rosiglitazon a
humén stem ¢€s progenitor sejtek €s az egér progenitor sejtek in vitro

tenyészeteiben.

Jelentdség

A kapott 5-FU-val szembeni myeloprotektiv hatds a kisérletek legfontosabb
eredménye. Ez az elsd olyan kozlés, amiben egy egyszerli thiazolidindion
molekula hematopoezisre gyakorolt hatasairdl szol. Ennek lehet gyakorlati
jelentdsége. Az egyszerll per os adagolhatosag novelheti a betegek compliance-
ét. A thioazolidindion molekuldk a 100 leggyakrabban felirt gyogyszerek kozé
tartoznak a vilagon. Természetesen vannak mellékhatdsaik, els6sorban a maj
karosodasra utald jeleket kell monitorizalni alkalmazisuk soran, azonban az
emberek millidi szedik vildgszerte jelentésebb mellékhatdsok észlelése nélkiil.
Tekintve, hogy a jelenleg alkalmazott védd anyagok, a kolonia stimuldlo
faktorok és az amifostin kellemetlen mellékhatasokkal rendelkeznek a betegek
jelentds részében valamint subcutan vagy i.v. infizi6 forméjaban adagolhatok, a
thiazolidindion molekuldknak lehet elonylik veliik szemben a betegek
compliance-nak javitdsaval. A kemo- ¢és radioterapia alatt a legkellemetlenebb
mellékhatds a nausea €és hanyas, ami pl. az amifostin esetében a betegek 50 %-
aban jelentkezik. A rosiglitazon kevesebb mint a betegek 0,5%-dban okoz

hanyingert.

A rosiglitazonnak sok direkt és indirekt hatasa lehet a vérképzésre, mely hasznos

lehet, kiilondsen ha azt is figyelembe vessziik, hogy a rosiglitazon szdmos tumor
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sejtvonal koztik akut myeloid leukémids sejtek esetében gatolta azok
kérosito hatasaival szemben. Igy a kovetkezményes neutropénia mérséklésével a
fert6zések megeldzésével a daganatellenes terapia eredményesebb végégvitelét
tehetik lehetdvé. Ugyanakkor a fertézések megeldzése pl. az oralis candidiasis
csOkkentésével a betegek életmindségét is javithatjuk. A periférias vér
progenitorainak gyiijtése utdn a farmakologiai ex vivo purgingben is lehet
szerepe. Mindezek alapjan a rosiglitazon elképzelhetd, hogy alternativ mdédon
szObajohet mint myeloprotektiv szer, de természetesen tovabbi kisérletek

sziikségesek az optimalis kezelési protokollok kialakitasara.
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