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Roviditések jegyzéke

ABL: Abelson protoonkogén

ADCC: antibody-dependent cellular
toxicity

AIDS: Acquired Immunodeficiency
Syndrome

ALL: akut lymphoid leukémia

AML.: akut myeloid leukémia

ARL: AIDS related immunoblastic
lymphoma

ATP-teszt: adenosine triphosphate
bioluminescence assay

AUC: area under the curve

BCR: breakpoint cluster region

BFM: Berlin-Frankfurt Miinster

BSA: bovine serum albumin

CCS: capillary cloning system

CD: cluster of differentiation

CE: cytotoxic effect

CHOP: cyclophosphamid, doxorubicin,
vincristin, prednison protokoll

CML: kronikus myeloid leukémia
CSFs: colony stimulating factors
DEOEC: Debreceni Egyetem Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum

DHAP: cisplatin, citozin-arabinozid,
dexamethason

DiSC: differential staining toxicity
DMSO: dimethyl sulfoxid

EBNA: EBV encoded nuclear antigen
EBV: Epstein-Barr virus

ECL: electrogenerated chemiluminescence
EDR: extreme drug resistance

ELISA: enzyme-linked immunosorbent
assay

Epo: erythropoetin

ERK: extracellular signal-regulated kinase
FCS: fetal calf serum

G-CSF: granulocyta-kolénia stimulalé
faktor

G-CSFR: granulocyta-kolénia stimulalo
faktor receptor

GFs: growth factors

GM-CSF: granulocyta-monocyta-kolénia
stimulalé faktor

HDRA: histoculture drug-response assay
HDRT: high density replicator tool
HLA: human leukocyte antigen

HRP: horseradish peroxidase

HTCA: human tumor cloning assay
IFN-v: y—interferon

IL-2: interleukin-2

IMDM: Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium

KE: killing effectiveness

KIVIF: Karolinska Institute Visualisation
Core Facility

LAK: lymphokine activated killer

LCL: lymphoblastoid cell line

LFA: lymphocyte function-associated
antigen

LMP: latent membrane protein

MAP: mitogen-activated protein

MCS: mean cell survival

MDR: multidrug resistance protein
MKE: mean killing efficacy

MOPP: mustarnitrogén, vincristin,
procarbazin, prednison protokoll
MP-teszt: monolayer proliferation assay
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NCCSC: National Cancer Chemotherapy
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NCI: National Cancer Institute

NK: natural killer
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PDGF-R: platelet-derived growth factor
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POMP: methotrexat, vincristin, 6-
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RIPA: radioimmunoprecipitation assay
RMAPC: ratio of maximum achieved
plasma concentration

SCID: severe combined immunodeficiency
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TBS: tris buffered saline

TCD: T cell depletion

VAPEC-B: doxorubicin, etopozid,
cylophosphamid, methotrexat, bleomycin,
vincristin protokoll

XLP: X-linked lymphoproliferative
disorder



1. Bevezetés

1.1. A daganatos betegségek epidemioldgiaja

1.1.1. Felnottkori daganatok

A daganatos betegségek minden korcsoportban a vezetd haldlokok kozott
szerepelnek. 1995-0s adatok szerint Eurdpdban a tiidérdk volt a leggyakoribb, ezt a vastag
és végbélrak, majd az emldrdk kovette. Férfiakban a tiid6rdk allt az elsd helyen (22%),
majd a vastag- és végbélrak (12%), valamint a prosztatardk (11%) kovetkezett. A ndk
esetében az emlorak (26%), a vastag- és végbélrak (14%) végiil a gyomorrdk (7%) volt a
sorrend. A daganatos haldlokok listdjat a tiidordk vezeti a daganatos 0sszhaldlozas 20%-at
adva, ezt a vastag- és végbélrak, a gyomorrak és az emlérak koveti. [1].

Az FEurépai Unidoban a daganatos betegségek mortalitdsa 1980-1988 kozott
emelkedést mutatott, majd 1988-1999 kozott 10%-os csokkenés kovetkezett be [2], ami
nagyrészt a férfiak tiidordk okozta haldlozdsdnak csokkenésével hozhatd Osszefiiggésbe
[3]. A teljes mortalitds csokkenésében szerepet jatszik tovabba a gyomorrdk [4], az
intestindlis daganatok [5], a ndi emldrdk [6] és cervix carcinoma [7], a leukémiak [8], a
Hodgkin lymphoma [9], és a hererdk [10] okozta haldlozds csokkenése is, ami a
diagnosztika és a kezelési protokollok fejodésének koszonhetd. 2004-ben a tiz 4j tagallam,
koztik Magyarorszag eurdpai unids csatlakozasa kedvezotleniil befolyasolta a daganatos
betegségek eurdpai unids mortalitdsi adatait, mivel a daganatos betegségek ardnya a
csatlakozd orszagok tobbségében jelentdsen magasabb volt, mint a kordbbi unids
tagorszdgokban [11].

A magyarorszdgi rdkincidencia mindkét nemben messze feliillmilja nemcsak az
unids hanem a kelet-eurdpai dtlagot is [1]. Eurdpai és nemzetkozi haldlozasi statisztikdk
szerint mind a férfiak, mind a nék esetében elsd helyen allunk a daganatos haldlozdsban
[12]. Magyarorszdgon ma minden negyedik ember rosszindulati betegségben hal meg
[13]. A magyarorszdgi daganatos haldlozds szaménak folyamatos emelkedése 1999-2000-
ben megtorni latszott [13]. A rakincidencidt a taplalkozasi szokdsok, a dohdnyzas és
toményszeszfogyasztds mértéke, a kornyezetszennyezettség, a népesség korOsszetétele
befolyasolhatja. Jelentés meghataroz6 tényez0 - a diagnosztikus eljardsok és a terapids

beavatkozasok fejlettsége mellett - a raksziirés mindsége és szervezettsége is.



1.1.2. Gyermekkori daganatos betegségek

A daganatos betegségek abszoliit szdma gyermekkorban nem nagy, jelentdségiiket
mégis az adja, hogy mdsodik helyen dllnak a haldlozési statisztikdban a balesetek mogott.
Incidencidjuk a 14 év alatti korosztayban 14-15/100 ezer. Az egyes korcsoportokat tovabb
vizsgélva jelentds incidencia kiilonbségek figyelthet0k meg. Nemzetkozi adatok szerint 1-4
éves és a 15-19 éves korosztilyban a daganatok kétszer gyakrabban fordulnak eld, mint az
5-14 évesek kozott [14]. Az Osszes daganatos betegség 30,2%-at a leukémidk adjak, ezt az
agydaganatok kovetik (21,7%). Kisebb a Hodgkin és non-Hodgkin lymphomads esetek
ardnya (10,9%). A 8-10%-ban megjelend solid tumorok koziil gyermekkorban a Wilms
tumor, a neuroblastoma, az osteosarcoma és a Ewing sarcoma a gyakoribbak. A t6bbi solid
tumor eléforduldsa gyermekkorban ritka [14]. Az egyes daganatos betegségcsoportok
gyakorisdga is eltérést mutat a kiillonb6z6 korosztilyokban.. Kozvetleniil sziiletést
kovetden a neuroblastoma fordul eld leggyakrabban, az akut lymphoid leukémia
incidencidja 1-4 éves kozott, az agydaganatoké 5-9 éves kor kozott a legmagasabb. A
carcinomdk csak 15 éves kor utdn jelennek meg szamottevd mértékben [15]. A
gyermekkori carcinomdk, lymphomak, csirasejtes daganatok incidencidja Eurépaban 1970
€s 1990 kozott lassi emelkedést mutatott [16], mig ugyanebben az iddszakban a leukémiak
incidencidja nem véltozott [17].

Magyarorszagon a 0-18 éves korosztilyban évente kb. 300-320 4j rosszindulati
daganatos betegséget diagnosztizdlnak. A nemzetkdzi incidencidhoz hasonldéan a betegek
kozel 30%-a akut leukémidban szenved; ehhez hasonlé s6t Ujabban ezt meghaladé
ardnyban jelentkeznek a kdzponti idegrendszer daganatai. Kelet-Magyarorszagon végzett
epidemioldgiai felmérés szerint 1986-t61 a daganatok korcsoportra standardizélt
incidencidja lasst, de szignifikdns emelkedést mutat [18]. A kornyezeti hatdsok
patogenetikai szerepére utal, hogy az egyes daganattipusok el6forduldsidban foldrajzi
régioként eltérések figyelhetok meg (pl. radioaktiv sugirzds, vegyi szennyezddés) [19].
Bizonyos teriileti halmozéddsok hazankban is megfigyelhetdek [20]. A tumorok tobbsége a
felndttkori daganatokhoz hasonlitva sokkal rovidebb latencia id6 utdn jelenik meg. Kezelés
nélkiil gyorsabban progredidlnak, jellemz6 rajuk a gyors proliferaciés készség. Egyes
formdik, foéleg a kordn manifesztalodé esetek gyakran velesziiletett genetikai
rendellenességekkel vagy embriondlis fejlodési zavarokkal tarsulnak. Az eltérd genetikai
hattér mellett ezzel is magyardzhatd, hogy a kemoterdpids kezelésre dltaldban jobban

reagidlnak, mint a felndttkori formdk. Magyarorszigon 1971 d6ta mikodik a



gyermekonkoldgiai halézat, nyolc regiondlis kdzponttal: hdrom a fdvarosban, 6t vidéki
nagyvérosokban. Valamennyi hazai leukémids és daganatos beteg kezelése- egységes
diagnosztikus és terdpids elvek alapjan- az emlitett centrumokban torténik. A kezelésben az
Eurépai Gyermekonkoldgiai Munkacsoport (BFM) dltal javasolt protokollokat kovetjitk. A
kemoterapids szerek fejlodésének €s az Gsszetett terdpids protokolloknak kdszonhetéen, ma
mar a gyermekkori daganatok kb. 60%-a gydgyithatd. A tilélék ardnya egyes
betegségeknél ennél is jobb: Wilms tumorban, Hodgkin lymphoméban kb. 80%-os, akut
lymphoid leukémidban (ALL) 75%-os a tilélés [14]. Az ALL alacsony kockazati
csoportjaban (kedvezd genetikai jellemzOk mellett) a tdlélok ardnya a 90%-ot is
meghaladhatja [21]. Az ALL-es betegek 5 éves tilélésében a 70-es évekhez viszonyitva
40%-os javulas kovetkezett be [14, 22].

1.2. A daganatterapia célja

Az agressziv, kombindlt kemoterdpia, az irradiaciés kezelés, a megfelel6 indikacié
alapjan elvégzett csontvelOtraszplanticié, a javulé szupportiv terdpia, a bioldgiai
modulatorok alkalmazdsa eredményeképpen az utébbi évtizedekben a daganatos
betegségek kezelési eredményeiben jelentds javulds kovetkezett be. Mégis a daganatos
betegek egy jelentds csoportjit ma is elveszitjiik egyrészt a terdpidra nem reagiléd
alapfolyamat, masrészt az agressziv kemoterdpia okozta csontvelé depresszid, s a
kovetkezményes cytopenia okozta infekcidk (bakteridlis, gombds) és vérzések miatt.
Emellett az irradiacié €s a kemoterdpia késoi toxikus mellékhatdsaival, az életmindséget €s
tarsadalmi beilleszkedést nehezitd hormondlis zavarokkal, fertilitisi problémadakkal,
kognitiv és pszichés zavarokkal, s nem utolsésorban a szekunder daganatok fellépésével is
szdmolnunk kell. A korszerli daganatellenes terdpia célja ezért a tilélok szimdanak tovabbi
novelése és a tdléldk életmindségének javitdsa egy hatdsosabb, de kevésbé toxikus
kezeléssel. A terdpia hatdsossdga a kezelés agresszivitisanak novelésével mar nem
fokozhat6. A megoldast a kockizathoz adoptilt, differencidlt, individudlis kezelés

lehet6ségének megteremtése jelentheti. E cél eléréséhez két lehetdség kindlkozik:
1. A tumorsejtek gyogyszerérzékenységének meghatarozasa, hatasos
citosztatikumok és citosztatikum-kombinaciok kivalasztasa. Ebben nyujt
segitséget a tumorsejtek in vitro gydgyszerérzékenységének vizsgilata,

amelynek eredménye prognosztikai faktorként hasznédlhato.



2. A masik lehetéség a terapia alatt jelentkezo cytopenia kivédése, vagy a
cytopenias fazis leroviditése, azaz a csontveldi regeneracié elésegitése. E
téren kedvezd tapasztalatokat szereztiink a csontveldi novekedési faktorok (G-
CSF, granulocyta-koldnia stimuldlé faktor; GM-CSF granulocyta-monocyta-
koldénia stimuldlé faktor) hasznalatival, de a megfeleld betegségek korének
kivalasztasa, a novekedési faktorok addsdnak optimdlis ideje és ddzisdnak

pontos meghatirozdsa még vizsgalatokat igényel.
A daganatsejtek bioldgiai jellemzdi és genetikai eltérései alapvetden befolyasoljak a
daganatok citosztatikum érzékenységét. Az azonos fenotipusi daganatok esetében is
jelentés bioldgiai, genetikai kiillonbségek, igy gydgyszerrezisztencia kiilonbségek is
lehetnek [23-25]. Ez a differencidlt kezelés bevezetésének fontossagat hiizza ald és elére
vetiti, hogy a jov0 daganatterdpidjaban a kezelési médok tovabbi differencidléddsa varhato.
A végsd célt a beteg adott daganatdnak egyedi tulajdonsdgai alapjan Osszedllitott,

egyénileg megvdlasztott, individualizalt terdpia jelentheti.



A jelen munkam célkitiizéseit az aldbbiakban foglalom Gssze:

1.3. Célkitiizések

1. Uj, nagyérzékenységii, automatizalhaté gyégyszerérzékenységi teszt kifejlesztése,
amelynek segitségével nagyszdmu citosztatikum hatdsat tudjuk egyszerre vizsgélni
kevés sejt felhasznalasaval.

2. Vizsgalni kivantuk az Epstein-Barr virus (EBV) dltal transzformalt lymphoblastoid
sejtek in vitro gyogyszerérzékenységét.

3. Atesztelt 28 citosztatikum kozott EBV indukélta lymphoproliferativ betegségek
kezelésére eddig még nem hasznélt, in vitro hatdsosnak bizonyulé gyogyszereket
kerestiink.

4. Vizsgilni kivantuk, hogyan befolydsolja a klinikumban leggyakrabban hasznélt 29
citosztatikum a daganatok immunterapidjaban is alkalmazott NK (natural killer)
sejtek tumorsejt-016 képességét.

5. Olyan kemoterdpids szereket kerestiink, amelyek — NK sejtes immunterapidval
kombindlva - a lehetd legkisebb mértékben befolyasoljak az NK sejtek
0loképességét.

6. A G-CSF-citosztatikum kolcsonhatds tanulmanyozésa céljabol a KG-1 myeloid
leukémias sejtvonalon vizsgaltuk, befolyasolja-e, s ha igen, hogyan befolydsolja a

G-CSF eldkezelés a leukémids sejtek daunorubicin érzékenyéségét.

Egyetemi tanulmdnyaim befejezése utin a Debreceni Egyetem Orvos és
Egészségtudomdnyi Centrum Gyermekklinikdjanak Hematoldgiai/Onkoldgiai Osztdlydra
keriiltem. Itt szembesiiltem naponta a gyermekkori rosszindulatd betegségek, elsGsorban a
leukémidk, valamint az agydaganatok és a kiilonbozd lagyrész-és csontdaganatok
diagnosztikai és terdpids kérdéseivel. Kovettem a kezelésre jOl reagdlé ALL-es gyermekek
gyogyuldsi folyamatat, s azt a kiizdelmet, amit a betegség, vagy a kezelés szovédményei, a
cytopenia okozta infekciok, vérzések lekiizdése érdekében folytatnunk kellett.
Megfigyeltem, hogy a neutropenids fazis leroviditésére alkalmazott csontveldi novekedési
faktor, a granulocyta kolénia stimuldl6 faktor (G-CSF) hatdsa rendszerint csak néhany nap
elteltével jelentkezett, s hogy a sejtszdm emelkedését alkalmanként a leukémids
alapfolyamat romldsa, a blasztok szdmanak egyidejii emelkedése kisérte. A terdpidra
eltéréen reagdld betegek lattdn fogalmazddott meg bennem annak az igénye, hogy a

hatdsosabb, de kevésbé toxikus kezelés megvilasztidsa érdekében sziikséges lenne eldre



t4jékozddni a daganatsejtek citosztatikumra adott valaszar6l. Felmeriilt bennem az a kérdés
is, vajon befolydsolja-e az alkalmazott G-CSF a normdl sejtek mellett az ALL-es
blasztsejtek proliferdcidjat is? Nem befolydsolja-e ez a novekedési faktor a kovetkezd
citosztatikum-terdpia hatdsossdgat? A kérdés vizsgdlatdra alkalmasnak ldtszott a
blasztsejtek in vitro gyodgyszerérzékenységének vizsgilata a mar laboratériumunkban is
alkalmazott MTT teszt segitségével. Els kisérleteimben a KG-1 sejtvonalon vizsgaltam a
G-CSF és a daunorubicin egyiittes hatdasat. Az MTT teszt azonban nem tette lehetové
nagyszamu gyogyszer egyidejli pontos vizsgilatat, ezért kerestilk a mddot egy korszeriibb
modszer kidolgozasara. Erre a stockholmi Karolinska Intézetben kaptam lehetdséget, ahol
Dr. Székely Laszl6 munkacsoportjdban médom volt résztvenni egy 4j fluoreszcens in vitro
gyogyszerérzékenységi modszer bedllitisdban. Az Gj mddszer birtokdban tobb lehetdség is
kindlkozott specidlis daganat-ellenes terdpids kérdések tanulméanyozasara: vizsgélni
kivantuk az Epstein-Barr virus (EBV) adltal transzformdlt lymphoblastoid B sejtek
gyogyszerérzékenységi profiljat, illetve a leggyakrabban haszndlt citosztatikumok hatdsat
az NK sejtek tumorsejt —016 képességére. Az dltalam hasznalt mdédszer itthoni alkalmazasat

a jovoben nemzetkdzi egyiittmiikodés teszi lehetové.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A daganatellenes kemoterapia fejlodésének torténete

2.1.1. Elso lépések

A daganatellenes kemoterdpia elsd probélkozdsit az 1940-es évek kozepén a
mustdrnitrogén haszndlata jelentette. A vildghdboriban vegyi fegyverként hasznalt
mustdrgdzrol és szdrmazékairol kideriilt, hogy alkildld dgensként megfeleld dézisban adva
a gyorsan o0sztédé csontvel6i leukémids sejteket képesek elpusztitani tgy, hogy az
egészségeseket kevésbé karositjak. Az Egyesiilt Allamok Védelmi Minisztériuma kérte fel
Louis Goodman és Alfred Gilman gydgyszerészeket, hogy vizsgiljdk a vegyifegyverek
terdpids alkalmazasanak lehetdségét a human gydgyitasban. Mivel kordbban a mustargaz
hatdsdnak kitett emberek szovettani mintdiban kifejezett lymphoid és myeloid
szuppressziot figyeltek meg, Goodman és Gilman felvetette annak a lehetdségét, hogy a
szer alkalmas lehet lymphoma kezelésére. Feltételezésiiket elOszor allatkisérletekkel
erositették meg, majd egy non-Hodgkin lymphomaban szenvedd betegnél figyeltek meg
drdmai tumortdomeg csokkenést a rokonvegyiilet mustin alkalmazédsit kovetden. Annak
ellenére, hogy a hatas csak atmeneti volt, ez a megfigyelés vezetett annak a felismeréséhez,

hogy daganatos betegségek kezelhetové valhatnak kémiai anyagok segitségével [26-28].

2.1.2. Folsav antagonistdk

A masodik vildghdborit kovetéen Sidney Faber patologus a foélsav hatdsat
tanulmanyozta leukémias betegeken. Megfigyelte, hogy a folsav addsa ALL-ben szenvedd
gyermekekben serkenti a leukémids blasztok szaporodésat. Faber olyan félsav analégokat
allitott el6 (aminopterint majd késobb az amethopterint, ami a ma ismert methotrexatnak
felel meg), amelyek antagonistaként gatoltdk a félsavat igényld enzimek mukodését. Az
1940-es évek végén ezek a szerek voltak az els6k, amelyekkel ALL-es gyermekben a
betegség remisszidjat tudtdk eldidézni. Ez képviselte azt az elsd gydgyszercsoportot,
amelyet nem véletleniil fedeztek fel, hanem mar tudatosan dallitottak eld [29]. 1958-ban
Roy Hertz és Min Chiu Li kozolte, hogy a methotrexat monoterdpidban alkalmazhat6
choriocarcinoma gydgyitdsdra [30, 31]. A methotrexat alkalmazdsdval egyes solid tumorok

kemoterapids kezelése is lehetségessé vilt.
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2.1.3. Antimetabolitok, vinca alkaloidok

Joseph  Burchenal sejtosztéddashoz  sziikséges metabolitok  szerkezetének
véaltoztatdsdval -Faber példdjat kovetve- antimetabolitokat probdlt kifejleszteni. George
Hitchings és Gertrude Elionett segitségével purin analégok tesztelése soran fedezték fel a
6-mercaptopurint, amely hatdsos leukémia ellenes gydgyszernek bizonyult [32]. Az Eli
Lilly véllalat diabetes gydgyitdsara keresett természetes ndvényi kivonatokat, amikor azt
észlelték, hogy a Madagaszkaron honos télizold meténg (Vinca rosea) alkaloidja gatolja a
tumorsejtek szaporoddsat. Késdbb bizonyitottdk, hogy a vinca alkaloidok (pl. vincristin,
vinblastin) daganatellenes hatdsukat a microtubulusok polimerizdcidjanak, ezdltal a
sejtosztodasnak a gatlasdval fejtik ki [33].

A korai sikereken felbuzdulva alapitottik meg 1955-ben az Egyesiilt Allamok
Kongresszusa tdmogatasaval az NCCSC-t (National Cancer Chemotherapy Service Center)
az NCI (National Cancer Institute) részeként, amely elsdként alkalmazott sejtvonalakat és

allatkisérleti modelleket a tumorellenes szerek tanulmanyozasahoz [34].

2.1.4. Kemoterdpids protokollok

1965-ben a gydgyszer-kombindcidk alkalmazasdval nagy attorés kovetkezett be a
daganatellenes gyogyszeres kezelésben. James Holland, Emil Freireich és Emil Frei
javasoltdk el8szor, hogy a kemoterdpidban a tuberkuldzis antibiotikum kezelésének
mintdjara a gyégyszerek eltéré hatdsmechanizmusat feltételezve gydgyszer-kombinaciokat
hasznaljanak. Ugy gondoltdk, hogy a daganatsejtek szdmos muticiéjuk révén rezisztenssé
valhatnak a monoterdpidban alkalmazott szerekkel szemben, mig a rezisztencia gyogyszer-
kombindcidkkal szemben sokkal nehezebben fejlodhet ki. Methotrexat, vincristin, 6-
mercaptopurin és prednison (POMP) egyidejii alkalmazdsaval hosszitavi remissziot értek
el ALL-es gyermekekben, megalkotva az elsé ALL-es protokollt [35]. Ez képezi az alapjat
a randomizalt klinikai tanulméanyokkal tovabb fejlesztett ma is hasznalatos protokolloknak,
amelyek segitségével a gyermekkori ALL az esetek nagy részében gyogyithatéva vlt (pl.
UK-ALL protokoll: Medical Research Council, Egyesiilt Kirdlysag [36]; ALL-BFM
protocoll: Berlin-Frankfurt-Miinster Group, Németorszdg [37]). A gydgyszer-kombindcidk
alkalmazdsdnak gondolatit Vincent DeVita és George Canellos vitte tovabb az 1960-as
évek végén a Hodgkin és non Hodgkin lymphomds betegek kezelésére hasznilt MOPP
kombinécié (mustdrnitrogén, vincristin, procarbazin, prednison) haszndlatdval [38].

Napjaink daganatellenes kezelésének tobbségében ma is gyogyszer-kombindcidkat
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hasznidlnak a kordbbi tapasztalati tton Osszedllitott protokollok gydgyszereinek

felhasznalasaval.

2.1.5. Kemoterdpia szerepe az adjuvdns terdpidban

Allatkisérletek mar kordbban jelezték, hogy a kemoterdpia a kis tumortomeggel
rendelkezé betegekben a leghatdsosabb. Ez a felismerés vezetett ahhoz, hogy a
kemoterapiat adjuvéns terdpiaként, a tumor sebészi eltavolitiasat kovetden is alkalmazzak.
Emil Frei szdmolt be eldszor arrdl, hogy az osteosarcoma primer sebészi eltdvolitasat
kovetden a methotrexat preventiv alkalmazdsa megakadalyozta a tumor relapszusat [39]. A
DNS szintézist gatld 5-fluorouracil haszndlata coloncarcinomdval kezelt betegek hosszabb
talélését eredményezte [40]. A daganat tipusitdl fiiggden egy masik kezelési alternativa a

preoperativ kemoterdpia alkalmazasa is.

2.1.6. Taxdnok, campthotecinek

1964-ben fedezték fel a csendes-6cedni tiszafa kérgébdl (Taxus brevifolia) kivont uj
antimitotikumot, a paclitaxelt. Négy éves klinikai tanulményt kovetden kezdték hasznélni
1987-ben az ovariumcarcinoma terdpidjaban [41]. Az ugyancsak az NCI-ban kifejlesztett
Uj gydgyszercsoportot, a camptothecineket a kinai diszfabo6l (Camptotheca acuminata)
vontdk ki. A szer a topoizomerdz I gitldsa révén a DNS molekuldban okoz egyszdld
toréseket. Az alapmolekula camptothecin mddositdsaval csokkenteni tudtik a szer
vesetoxicitasat. Igy a camptothecin derivatumait, a topotecant és az irinotecant (CPT-11)
alternativ szerként alkalmazni kezdték a colorectalis carcinoma [42], a kissejtes tiidorak

[43] és a metasztatizalt ovariumcarcinoma [44] terapidjaban.

2.1.7. Platina alapi gyogyszerek

A platina alapu cisplatint 1965-ben Barnett Rosenberg fedezte fel, aki eredetileg az
elektromos erd6tér baktériumok novekedésére kifejtett hatdsat kivanta vizsgalni.
Kisérletében a baktériumok varatlanul megdlltak az osztéddsban, ha elektromos erdtérbe
tette Oket. Honapok utdn csalédottan tapasztalta, hogy az eredmény kisérleti miitermék,
mivel a jelenség a platina elektrod elektrolizise sordn keletkezd anyag hatdsdval volt
magyarazhaté [45]. Ez a véletlen felfedezés vezetett a platina tartalmi vegyiiletek

sejtosztoddsra gyakorolt hatdsdnak tovdbbi vizsgalatdhoz. A cisplatint hererdk kezelésére
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vezették be [46]. A kisebb nephrotoxicitdssal bir6 carboplatin a cisplatin tovéabbfejlesztett

analdgjaként keriilt forgalomba enyhébb nephrotoxicitdssal [47].

2.1.8. Egyéb vegyiiletek

John Montgomery éltal kifejlesztett nitrozouredk révén a kemoterdpia djabb alkilalo
szerekkel gazdagodott. A carmustin f6leg lymphomdkban [48], az antibiotikumként
felfedezett streptozotocin pancreas carcinomdban nyert alkalmazidst [49]. Az
antraciklineket ugyancsak antibiotikumoknak szdnt szerek koziil valasztottdk ki
(doxorubicin, daunorubicin, epidoxorubicin, idarubicin, mitoxantron). A krdénikus
lymphoid leukémidban haszndlt purin analogok kozé tartozé fludarabin felfedezése is
Montgomery nevéhez fizédik [50]. Az epipodofilotoxinokat (etopozid) Podophyllum
peltatum gyokerébdl allitottak el6. Mindkét csoport, mint topoizomeraz I gatlok az 1970-
es éveket kovetden keriiltek be a klinikai gyakorlatba és ma szdmos kemoterdpids protokoll
bazis szereként szerepelnek.

A kombinélt kemoterdpia alkalmazasaval elért sikerek és a nagyszamu kemoterdpias
szer felfedezése azt a reményt keltette, hogy minden daganat kezelhetd, ha a megfeleld
gyogyszerkombindciokat hatdsos dozisban és megfeleld idoben és ideig alkalmazzdk. A
gyogyszeripar a tovdbbiakban is nagy energidt fektetett a daganatellenes terdpidban
haszndlhat6 Gj hatéanyagok kifejlesztésébe: klinikai randomizalt tanulmanyok alapjan
Osszetettebb kombindcidkat és intenzivebb kezeléseket vezettek be. A ddzisok tovabbi
emelésének a citosztatikumok mellékhatdsai szabtak hatart. Ezt a korldtot keriilte meg a
letdlis dozisi kemoterdpidt kovetd autolog csontveldtranszplantdco bevezetése.
Felismerésre keriilt egyes tumortipusok (pl. emld és prostata carcinoma) proliferdcidjanak
hormonadlis (pl. Osztrogén) fiiggése. Antiosztrogének klinikai alkalmazdsdval mar az 1960-
as évektdl kezdve voltak prébalkozdsok. A tamoxifen szelektiv Osztrogén receptor

modulatorként az emlérak gyogyitasaban kapott fontos szerepet [51].

2.1.9. Célzott terdpidk

A tumorbioldgia fejlodésével, a sejtproliferacié és a differencidcid, a tulélést
befolydsolé sejtszignalizdciés utak megismerésével Ujabb terdpids tdmaddsi pontok
lehet6sége rajzolddott ki. Mivel a kemoterdpids szerek a tumorsejtek proliferacidjahoz
sziikséges anyagcsere-, vagy szignalizdcids dtvonalakat nem specifikusan blokkoljdk, a

kutaték olyan molekuldkat kerestek, amelyek a daganatsejtek szignalizacids tutvonalait
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specifikusan képesek blokkolni. Ennek a torekvésnek az eredménye az imatinib mesylat
(STI-571) sikertorténete. A krénikus myeloid leukémidban (CML) hasznélt gyégyszer
specifikusan gétolja az ABL (Abelson protoonkogén), c-kit, PDGF-R (platelet-derived
growth factor receptor) tirozin kindzokat [52]. CML-ben a Philadelphia kromoszéma, a
t(9,22)(q34;q11) az ABL/BCR génatrendez0déshez, az abl/bcr fazids protein
megjelenéséhez, és ennek koéros tirozinkindz aktivitdsa révén a betegség kialakuldsdhoz
vezet. Az imatinib mesylat ezt a leukémids sejtek kontrolldlatlan proliferdcidjat fenntarto,
allanddan aktiv tirozin kindzt gitolja, kompetitiv médon kotddve az enzim ATP kotd
helyéhez. Tobb munkacsoport is igazolta, hogy az STI-571 hatasira az eddig nehezen
kezelhetd kréonikus fazisi CML 90%-a nem csak hematoldgiai, hanem citogenetikai
remisszioba is keriil. [53]. A daganatok célzott terdpidjdban a madsik lehetdséget a
monoklondlis  antitestek alkalmazdsa jelenti. Monoklondlis antitestek eldallitasa
technikailag mér évtizedek Ota lehetséges, az egérben elddllitott antitestek azonban nem
mukodtek megfeleléen: egyrészt humdn alkalmazasukkor allergids reakcidkat okoztak,
mdésrészt gyorsan kivonddtak a keringésbdl. A klinikai alkalmazist az antitestek
humanizaldsa tette Ilehetévé (trastuzumab, rituximab, bevacizumab, alemtuzumab,

cetuximab [54-57].

2.1.10. Vdrhato ujabb gyogyszerek

A gyermekkori leukémidt és a Hodgkin lymphomdt kordbban a gydgyithatatlan
betegségek kozott tartottdk szamon. Jelenleg e betegek 70-80%-a kemoterdpidval
gybgyithaté. Ez azoknak a multicentrikus tanulmédnyoknak koszonhetd, amelyek a
kezelésre hasznalt kombindcids protokollokat tobb évtized alatt tgy fejlesztették tovabb,
hogy a bizonyitottan hatdsos gydgyszer-kombindcidkat megtartva, azok alkalmazasi
dézisat modositottdk, vagy a protokollokat djabb gydgyszerekkel egészitették ki. A
citosztatikumok tovabbfejlesztésének feladatit (a kezdetben dontd szerepet vallald NCI-
tél) napjainkban fokozatosan a gydgyszergydrak veszik at. A mesterségesen elddllitott
specifikus tumor-ellenes szerek mellett a ma hasznalt gydgyszerek nagy része a
természetben is megtalalhat6 vegyiiletekbdl szarmazik.

A terdpias sikerek ellenére a daganatos betegségek még mindig a haldlozas legfébb
okai kozé tartoznak. Ennek egyik oka, hogy az elérehaladott és metasztatizalt daganatok
kemoterdpids kezelése még ma sem megoldott. Ezekben az esetekben a malignus

betegségek molekularis bioldgidjanak ismerete, az adott egyén adott tumoranak, egyénre
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szabott, célsejt-specifikus terdpidja, a génterdpia, a daganat terjedésében szerepet jatszd
enzimek, angiogenetikus faktorok gatldsa, valamint kiilonbdz0 daganatellenes vakcindk
alkalmazdsa jelenthetnek eredményes megoldast.

A kovetkezd évtizedben az imatinibhez hasonléan, mas kisméretli gatlé molekuldk
megjelenése és az adoptiv immunterdpia fejlédése megoldast hozhat a klasszikus
kemoterdpidra nem reagdlé daganatok terdpidjdban, de a citosztatikumok alkalmazasatol
teljesen eltekinteni varhatéan ekkor sem lehet. Osszességében azonban elmondhaté, hogy a
malignus betegségek ma mar krénikus betegségnek tekinthetok, mivel a jelenleg
alkalmazott protokollok eredményeképpen a betegek varhaté Elettartama jelentdsen

megnott.

2.2. A citosztatikumok hatasmechanizmusa és mellékhatasaik

A citosztatikumok nagyrésze nem specifikus az adott daganat-tipusra. Ezt a klinikai
gyakorlat is aldtdmasztja, hiszen ugyanazt a citosztatikumot egymdstdl teljesen eltérd
szovettani eredetli és viselkedésli daganatokban hasznéljuk.. J6 példa erre az antraciklinek
csoportja, amelyeket a legkiilonb6z6bb tumoros betegségekben alkalmazunk:: igy pl. a
doxorubicin egyarant része a leukémidk [58], a Hodgkin [59] és non-Hodgkin lymphoma
[60], eml6carcinoma [61], gyermekkori kis kereksejtes tumorok [62, 63], csont- és
lagyrészsarcomak kezelési protokolljainak [64].

A citosztatikumok hatdsukat dontden az osztdédo sejteken fejtik ki. Nagy résziik a
DNS karositasa révén dllitja le a sejtosztodast, és a sejtek apoptozisat indukélja [65]. A
hatdsban szerepet jatszik a daganatsejtek karosodott DNS repair mechanizmusa is [66].

A DNS-t kdrosithatja a citosztatikumnak a DNS kettds lanca koz¢ interkaldlodésa, a
keletkezd szabadgyokok karositd hatasa (antraciklinek [65]), a topoizomerdz I vagy II
mukodésének gatlasa (antraciklinek [65], camptotechinek [67], epipodofilotoxinok [68]), a
gyogyszer okozta torések, DNS szdlon beliil, vagy azok kozott 1étrehozott keresztkotések
(platinaszarmazékok [69], alkildlé dgensek [70]). A citosztatikumok masik csoportja a
DNS szintézist gdtolja (purin- [71], pirimidin analégok [72]). Tobb szer
hatdsmechanizmusa csak részben ismert (streptozotocin: DNS kérositds és szintézisgatlas
[73], bleomycin: DNS ligdz gatlds, DNS karositas [74, 75], hydroxyurea: feltételezett
ribonukleotid reduktdz inhibitor [76], actinomycin-D: feltételezett RNS szintézis gatlas,
DNS-hez kotddés [77-79]). A vinca alkaloidok a mikrotubulus polimerizicigjat gatoljak

[80], a taxanok viszont stabilizaljak a felépiilt mikrotubulusokat [81]. A gydgyszerek
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beavatkozhatnak a daganatsejtek metabolizmusdba (metotrexat: dihidrifolat reduktiz
inhibitor [82]; aszparagindz: a daganatsejtek aszparaginsav-szintézis defektusa esetén hat
[83]). A bortezomib reverzibilisen gitolja a 26S proteaszéma kimotripszin-szert aktivitasat
[84]. Hatdsmechanizmusuktdl fiiggden a kemoterdpids szerek egy része a sejtciklus
bizonyos fazisiban hat: metafazis: vinca alkaloidok [85], etopozid [86], taxdnok [87]; S
fazis: hydroxyurea [76] 5-fluorouracil [88], citozin-arabinozid (cytarabin) [89]; G1-S fazis
atmenet: citozin-arabinozid [90] G2 fazis: bleomycin [74], mig masok nem sejtciklus-
specifikusak (pl. daunorubicin [89]).

A citosztatikumok hatdsa abban az értelemben sem specifikus, hogy nemcsak a
daganatsejteket, hanem az egészséges sejteket is kdrositjdk. Toxikus hatdsuk miatt
alkalmazasuk sidlyos mellékhatdsokkal jarhat. Az alkalmazhat6 dézis nagysigit a
jelentkezd  mellékhatdsok  korlatozzak. A fenti gyogyszerek  tobbsége
csontveldszuppressziot okoz. A kezelést kovetden a betegek csontveléfunkcidjanak
visszatérése alatt, a szupportiv terdpia részeként elengedhetetlen vordsvérsejt szuszpenzid
és thrombocyta koncentrdtum addsa, fert6zések esetén szélesspektrumi antibiotikumok,
antimikotikumok  alkalmazdsa. @ Az  antraciklinek  kardiotoxicitdisa  [65], a
platinaszarmazékok vesetoxicitdsa ismert [91]. Az alkilal6 &4gensek kozil a
cyclophosphamid, ifosphamid sulyos haemorrhagids cystitist, proteinuridt okozhat [92]. A
rovidtavd mellékhatasok mellett késdiek is megjelenhetnek: a vinca alkaloidok késo6i
neurotoxicitdsdrol, a platinaszarmazékok, antraciklinek, alkilalo agensek
individudlis  kiillonbségeket az egyén gydgyszermetabolizdlé  képessége és

farmakogenetikai kiilonbségek is befolyasolhatjak.

2.3. Hogyan valasztottdk ki a citosztatikumokat a Kkiilonbo6z6
daganattipusok kezelésére?

A klinikai haszndlatba keriilt citosztatikumok nagy része a kordbban NCI dltal
létrehozott 60 ezer vegyiiletet tartalmazé gylijteménybdl szarmazik. A protokollokban ma
is haszndlt citosztatikumokat azok koziil a vegyiiletek koziil vélasztottdk ki és olyan
daganattipusokon keriiltek kiprobdldsra, amelyek két napos kultdirdban az NCI altal
hasznédlt 60 kiilonb6z6 sejtvonal koziil, az adott szdvettani tipuson ndvekedésgatldst
indukéltak [95, 96]. Ezek koziil a gydgyszerek koziil keriilt ki a jelenleg hasznlt

protokollok bézisszereinek tobbsége. Az egykor alkalmazott médszer ma mar tdmadhato.
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Mivel az in vitro koriilmények kozott tartott sejtvonalak tulajdonsdgai sok esetben és
szdmos tekintetben eltérhetnek (akdr gydgyszerérzékenységiikkben is) az eredeti
daganatétol, elképzelhetd, hogy olyan citosztatikumok bizonyultak in vitro hatdstalannak,
amelyek in vivo egyébként hatdsosak lehetnek. Vannak tovdbba olyan gydgyszerek,
amelyek in vivo metabolizmus sordan alakulnak 4t hatdsos szerré. Valosziniisithetd az is,
hogy vannak citosztatikumok, amelyek jéllehet nem szerepelnek egyetlen daganat terdpids
protokolljadban sem, alkalmasak lehetnek egyes betegségek kezelésére. E lehetOség
figyelembevétele kiillonosen azoknal a daganatokndl bir jelentOséggel, ahol még a mai
kezelési sémdk sem biztositanak megfeleld tulélési esélyt a beteg szdmadra. J6 példa a
fentiekben leirtakra, hogy coloncarcinoma kezelése sordn elsé vonalban az 5-fluorouracil,
az oxaliplatin, és az irinotecan szerepelnek, pedig a leggyakrabban hasznélt vegyiilet az 5-
fluorouracil a betegek 90%-dban nem hatdsos [97]. A klinikusok azonban rendszerint

szigorian kovetik a terdpids protokollokat.

2.4. Daganatsejtek tulajdonsagai és gyogyszerérzékenységiik valtozasa a

terapia alatt

A daganatos sejtek az egészséges sejtektdl tobb tulajdonsdgban is eltérnek.
Kontrollédlatlanul osztédnak, rezisztensek az apoptosissal szemben, képesek ,,0nellatéan”
autokrin tulélési szignalokat ad6é novekedési faktorokat termelni, vagy fiiggetlenné vélni
tolik. A kontrolldlatlan szaporoddshoz legaldbb 4-7 kulcsfontossagi szabalyozd gén
muticidja szitkséges [98]. Az osztédd daganatsejtek klondlis evoliciojuk kovetkeztében
folyamatosan és gyorsan termelnek olyan sejteket, amelyeknek a tulajdonsdgai, igy
gyogyszerérzékenységilk is véltozik. A daganatsejtek gydgyszerrezisztencidja a
baktériumokéhoz hasonlé mechanizmusok segitségével alakul ki: a gydgyszerpumpdk
mikodése a sejten beliili citosztatikum-koncentraciét csokkenti [99], a daganatsejtek
képesek lehetnek a gyogyszer enzimatikus deaktivdcidjdra (glutathion konjugacié) [100,
101] vagy megvdltozhatnak a daganatsejt metabolikus titvonalai [102, 103]. A fentiekbdl
kovetkezik, hogy a gydgyszerérzékenység nagymértékben fiigg a daganatsejtek genetikai
tulajdonsagaitdl. A kemoterdpia sordn a daganatsejtek folyamatos szelekciés nyomdsnak
vannak kitéve. Ez vezet ahhoz, hogy a tumor recidiva sordn a koridbban még hatdsos
kemoterdpids protokollokkal szemben is rezisztencia figyelhetd meg. Ez a rezisztencia a

hatdsmechanizmustdl fiiggden érinthet addig még nem hasznalt citosztatikumokat is [104].
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2.5. Prognosztikai faktorok és rizikocsoportok

A napjainkban alkalmazott intenziv kemo- €s radioterdpia segitségével a malignus
betegségek egyre novekvlé hanyada gydgyithatd, ami a széleskorii klinikai vizsgélatok
alapjan kidolgozott kockazat-specifikus terdpias protokollok kedvezd hatdsat igazolja. A
kérdést, hogy mely esetekben sziikséges az agressziv kemoterdpia kockdzatat vallalni,
illetve mikor lehet eredményes egy enyhébb kezelési kombindcié is, a prognosztikai
faktorok segitségével donthetjiik el.

A prognosztikai faktorokat nagy betegszami csoportokat magukban foglald
multicentrikus tanulmanyok segitségével dllapitjdk meg, a betegség jellemzdit a betegség
kimenetelével vetve Ossze. A daganatos betegségek tipusitdl fiiggben kiilonbozd
faktoroknak tulajdonitanak prognosztikai jelentdséget. A prognosztikai faktorok dllhatnak
a tumor tulajdonsdgdval kapcsolatban (pl. differencidltsdg, kromoszéma transzlokéaciok,
muticidk, immunfenotipus, metasztisisok jelenléte, tumorvolumen, tumorlokalizicio),
kapcsolddhatnak a szervezet tulajdonsagaihoz (pl. életkor, nem, immunvélasz, velesziiletett
betegség, pl. Down kér, immundeficiencia), illetve Osszefiigghetnek magaval a kezeléssel
(pl. alkalmazott beavatkozasok, terapidra adott valasz: mint pl. az in vivo prednisolonvalasz
ALL-ben).

Mais megkozelitéssel a prognosztikai faktorok tartozhatnak klinikai vizsgdlatokkal
bizonyitott (1. kategoria), valdszinisitheto (II. kategéria) és vizsgdlatok alatt dllo (111
kategdria) csoportba. A colorectalis carcinoma példdjan szemléltetve 1. kategdridba
tartozik a daganat TNM Dbesoroldsa (T: tumor helyi kiterjedtsége, N:
nyirokcsoméérintettség, M: metasztazis), és az érinvazid. A szovettani differencidltsag,
szovettani altipus a Il-es kategdridba tartozik. III. kategdridba pl. a tumorsejtek DNS
tartalma sorolhaté [105].

A prognosztikai faktorok alapjan kidolgozott differencidlt terdpidt mar kozel 30 éve
alkalmazzak gyermekkori ALL-ben. Ennek a betegségnek az egyes rizikdcsoportokba
torténd besoroldsa (alacsony, standard vagy magas rizikcsoport) szigordan fiigg a
prognosztikai faktoroktél (pl. nem, kor, kezdeti fehérvérsejtszam, blaszt ardny,
immunfenotipus, DNS index, specifikus transzlokiaciok) [106]. A fentiekben leirt,
mesterségesen megdallapitott kritériumok alapjan eltérd rizikdcsoportokba sorolt betegek
eltérd intenzitdsd terdpidban részesiilnek. Ugyan a prognosztikai faktorokat tobb ezer eset
tulajdonsagénak ,,atlagdbol” dllapitjdk meg, eléfordulhatnak olyan esetek, amikor a korrekt

besorolds ellenére a betegség terdpidra adott védlasza rosszabb, mint ahogyan azt a
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rizikdcsoport eseteitdl egyébként varndnk. Ilyen esetben a beteget azért veszithetjiik el,
mert betegségét ,,alulkezeljiik”. El6fordulhat olyan eset is, amikor a beteget magasabb
rizikdcsoportba soroljak, viszont a daganatsejtek gydgyszerérzékenysége jobb, a terdpids
valasz kedvezdbb, mint a csoport tobbi esetéé. Ezeket a betegeket ,tilkezeljiik” és
feleslegesen tessziik ki az intenzivebb kezelés silyos és olykor életveszélyes
mellékhatdsainak. Egyes malignus betegségekben, ahol a kombindlt kemoterdpids
protokollok segitségével ma mar az esetek akar 80-90%-a gyogyithaté (pl. alacsony
rizikéju gyermekkori ALL akir 90%), a maradék 10-20 %-ot azért veszitjiik el, mert a
fentiek szerint vagy alul- vagy tilkezeljiik. Ezeknek a betegcsoportoknak a tilélési ratdja

csak egy, az eddiginél differencidltabb, individualizalt terapidval novelheto.

2.6. In vitro gyogyszerérzékenységi vizsgalatok

Az eddiginél differencidltabb terdpia tobb médon is megvaldsithat. Kivitelezhetd a
prognosztikai faktorok szimanak, és igy az egyes rizkocsoportok szamanak novelésével: tj
prognosztikai faktorként szerepelhetnek bizonyos génexpresszids mintdzatok, illetve
génpolimorfizmusok, amelyeknek nagy jelentdséget tulajdonitanak a jovoben, és amelyek
nemcsak kiegészithetik a prognosztikai faktorok eddigi skaldjat, de teljes egészében fel is
valthatjdk azokat [106]. Példaként emlithetd McLeod és munkatérsai tanulménya, amely
szerint gyermekkori ALL-ben a tioguaninok metabolizmusdban szerepet jatszé thiopurin-
metiltranszferdz enzim mutédns fenotipusdval rendelkezd betegeknél alacsony relapszus réta
figyelheté meg [107]. Tobb vizsgélat Osszefiiggést taldlt a citosztatikumokkal szembeni
rezisztencia és a génexpressziés mintdzatok kozott [23-25].

Az egyénreszabott terdpia kidolgozdsanak masik lehetdsége, hogy a daganatsejtek
gyogyszerérzékenységét direkt médon vizsgdljuk. Tobb prébalkozas tortént erre alkalmas
in vitro médszer kialakitdsdra. Minden esetben az volt a cél, hogy olyan in vitro vizsgalati

koriilményeket alakitsanak ki, ahol a kapott eredmény jol korreldl az in vivo hatdssal [108].

2.6.1 In vitro gyogyszerérzékenységi tesztek

MP-teszt (Monolayer proliferation assay) esetében a solid tumorbdl sejtszuszpenzidt
készitve a proliferaciot vizsgaljak citosztatikumok jelenlétében [109].

HTCA (human tumor cloning assay) [110] és CCS (capillary cloning system) [111]
végzésekor a betegek solid tumordbdl egyedi sejtekbdl 4llé szuszpenzidt készitenek és in

vitro korillmények kozott néhdny hétig tenyésztik a sejteket kiilonbozo gyogyszerek
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jelenlétében. A gyodgyszerérzékenységet a koloniaképzd képességiik alapjan hatdrozzdk
meg. Mindkét moédszer lassan o0sztédé kolonidkat képzO daganatok vizsgdlatira a
legalkalmasabb.

A DiSC (differential staining toxicity) teszt [112, 113] lényege, hogy a tumorsejteket
citosztatikumokkal egyiitt inkubdljak hat napig, majd az €l6 sejtek azonositdsdhoz és a
gyogyszerérzékenység meghatdrozdsdhoz megkiilonboztetd sejtfestést haszndlnak. Az
analizis mikroszképpal torténik. Eldnye, hogy nagyszamd gyogyszert lehet tesztelni
egyszerre, de az analizis személyfiiggd és faradtsagos.

Az MTT (metil-thiazol-tetrazolium) teszt [114] széleskorben elterjedt és egyszerlien
kivitelezhetd eljardsok kozé tartozik. A tumorsejtek négy napos inkubdciéjat kovetden
MTT festéket adnak a sejtekhez, amit az €16 sejtek mitokondridlis enzimekkel kék szint
formazanna alakitanak. A kapott szinintenzitas korreldl az é16 sejtek szamaval. A modszer
eldnye, hogy konnyen kivitelezhetd, eszkdzigénye nem nagy, és a kevésbé koltséges
eljarasok kozé tartozik. Hatrdnya, hogy nagyszamu sejtet igényel, egy betegmintdbdl csak
néhdny gyogyszer hatdsa vizsgalhato.

ATP (adenosine triphosphate bioluminescence) teszt [115] alkalmazdsakor a
tumorsejteket a gyogyszerekkel tortént inkubaciot kovetden lizaljak. A lizitumban az €16
sejtekbdl felszabadulé ATP mennyiségét mérik (ami korreldl a tuléld sejtek szdmaval)
luciferin hozzdadasat kovetéen. Azokon a sejtmintdkon miikddnek hatdsosan a
gyogyszerek, ahol alacsony a luminescencia, tehat alacsony az ATP szint.

EDR (extreme drug resistance) teszt [116, 117] esetében a daganatsejteket friss biopszids
mintdkbdl szepariljdk, majd gydgyszerkezelést kovetden a sejtek radioaktivan jelolt
timidin felvételét mérik. Extrém rezisztensnek értékelik a daganatsejteket a
citosztatikummal szemben, ha a sejtek timidin inkorporacidjanak mértéke kevesebb, mint
egy standard deviicidval tér el a tobb szdz rezisztens referencia tumorminta értékének
atlagatdl. A modszer segitségével azokat a gyogyszereket vélasztjdk ki, amelyet nem
javasolnak a beteg terdpidjaban. A moédszer in vitro kapott eredményei jol korreldlnak a
késobbi klinikai kimenetellel. Hatrdnya, hogy nem a hatdsos gyogyszer haszndlatara tesz
javaslatot [118].

HDRA (histoculture drug-response teszt) [119] végzésekor kollagén-szivacsvdzon
vizsgdljak a sejtek gyogyszerérzékenységét. A szivacsvaz szovetszerkezetet utdnozva solid

tumorok vizsgdlatara teszi alkalmassd a japanok 4ltal kifejlesztett modszert.
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Az 1. Tablazat kiilonboz6 in vitro gydgyszerézékenységi tesztek paramétereit
hasonlitja Ossze. A bemutatott moédszerek nagy részénél az in vitro eredmények jol
korreldlnak az in vivo gydgyszervalasszal [115-117, 119]. A mddszertdl fiiggden
alkalmasak solid vagy szuszpenziéban ndvekvd tumorok vizsgélatira. A rovid
sejtciklusidejii daganatsejtek vizsgélatdra 3-4 napos rovid idejii tesztek, a hosszabb
sejtciklussal rendelkezd daganatok vizsgdlatira a hosszabb id6tartami koldnia tesztek
alkalmasak.

Az in vitro tesztek széleskorii elterjedését és az in vitro eredmények klinikai
felhaszndlasat tobb tényezo korlitozza:

1. A mddszerek tobbsége koltséges, a sikeres vizsgalathoz nagyszamu tumorsejt

sziikséges, ami a vizsgalhatd gydgyszerek szamét korldtozza.

2. A daganatok nagy részében mar vannak bizonyitottan hatdsos protokollok,
igy a még nem kezelt betegek esetében a klinikusok elsGsorban a nagy
betegszdmon hatdsosnak bizonyult kezelési forma(ka)t alkalmazzak.

Kérdés, mikor térhet el a klinikus, vagy mikor kell eltérnie a megszokott kezelési sématol?
Azaz mikor lehet hasznos egy in vitro gyégyszerérzékenységi teszt?

- ElsOsorban a recidivdlo daganat kezelésében. A tumor recidivdjakor ugyanis a
klinikus mér egy sokkal agresszivabb kezelést igényld betegséggel dll szemben. A primer
daganat/betegség kezelésére el6irt protokollok recidiva esetén mar rendszerint
hatdstalanok. Vannak ugyan recidiva esetén alkalmazhaté protokollok, ezekkel azonban
altalaban a gydgyulasi esély igen csekély. Ilyen esetekben az in vitro
gyogyszerérzékenység meghatarozasa, s az eredmény alapjan megvalasztott individualizalt
terdpia alkalmazasa kifejezetten javithatja a tilélést.

Az dltalunk kidolgozott, uj in vitro gyogyszerérzékenységet meghatdrozo modszeriink
segitségével kevés sejt felhaszndldsdval nagyszdmii citosztatikumot vizsgdlhatunk

egyszerre. A vizsgdlat ismertetésére a ,,Mddszer” fejezetben keriil sor.

2.6.2. Az in vitro gyogyszerkoncentrdciok kivdlasztdsa

Az in vitro gyogyszerérzékenységi vizsgilatokban haszndlt gydgyszerd6zisok
kivélasztasakor segitséget nyujthat a szervezetben elérheté maximalis plazmakoncentraci6
értékének ismerete (Cmax), aminek nagysdga egyénenként valtozhat és az adagolasi
modtol is fiigghet (pl. intravénds vagy ordlis adagolds). Kisebb a variabilitds, ha a gorbe

alatti teriilet (AUC, area under the curve) értékét haszndljuk. A farmakokinetikdban az
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AUC érték a gyogyszer beadott teljes dozisdra utal, ami az id6 fliggvényében 4brazolt
plazmakoncentricié gorbéje alatti teriiletnek felel meg. Az AUC-t akkor alkalmazzdk, ha
két kiilonboz6 adagolasi format akarnak dsszehasonlitani [120]. Az in vitro AUC értéket a
gyogyszer koncentrdcio és az inkubdcios ido szorzata adja meg (ha feltételezziik, hogy a

citosztatikum koncentricidja nem valtozik a kisérlet sordn).

2.7. A poszttranszplantaciéos lymphoproliferativ betegség (PTLD) és
kezelési lehetoségei

2.7.1. A PTLD etiolégidja

A transzplanticiét kovetden kialakulo malignus B-sejtes lymphomdk a graft
tuléléséhez sziikséges immunszuppressziv kezelés mellékhatasaként fejlodhetnek ki.
Létrejottiikben az Epstein-Barr virus (EBV) szerepelhet etioldgiai faktorként. A
poszttranszplanticiés lymphoproliferativ betegségben (posttransplant lymphoproliferative
disorder; PTLD), és az AIDS-hez tarsulé6 immunoblasztos lymphoméban (AIDS related
immunoblastic lymphoma; ARL) az esetek 90%-4ban igazolhat6 a virus szerepe [121]. A
PTLD mortalitdsa gyakran eléri az 50%-ot [122, 123]. A ritka 6rokl6d6 X-kromoszéméahoz
kotott lymphoproliferativ szindréma (XLP) férfi betegeiben EBV fert6zés talajan a
specifikus immundefektus miatt gyakran fejédik ki EBV indukdlta malignus lymphoma
[124].

Az EBV a herpesvirusok csalddjdba tartozik, fertézést kovetden az egyén egész
élete soran perzisztdl. A primer EBV fert6z¢€s fiatalokban és felndttekben mononucleosist
okozhat, amely massziv B-lymphocyta expanziéban maifesztdlédik. Mononucleosisban,
PTLD-ben és ARL-ben az EBV dltal kédolt virustranszformécidval kapcsolt fehérjék
vezetnek a B lymphoblastok proliferaci6jahoz. Az EBV adltal transzformalt sejtek kilenc
latencidval kapcsolt virusfehérjét expresszdlnak: EBNA1-6, LMP-1, -2A és -2B. Ezt a
latencia programot hivjak Ill-as tipusu latencidnak. A virusfehérjék expresszidja alapjan
még mdsik két latencia tipust is megkiilonboztetiink. A Burkitt lymphomara jellemz6 I-es
tipusi latencia az EBNA-1 jelenlétével jellemezheté a tobbi latens virdlis antigén
megjelenése nélkiil. A Il-es tipusu latencidban csak az LMP-1 és az LMP-2 expresszalodik.
Ez a forma EBV-vel asszociélt Hodgkin lymphoméban és nasopharyngealis carciomdban

fordul el6 [125, 126].
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2.7.2. A PTLD in vitro kisérletes modellje

Az in vitro proliferdlo lymphoblastoid sejtvonalakban (lymphoblastoid cell lines;
LCLs), amelyeket humdn B-lymphocytdk EBV fert6zésével hoznak 1étre, a Ill-as tipusd
latencia program mukdodik. In vitro fert6zést kovetden €s a primer fertdzés alatt in vivo
maga az EBV felelds a humédn B lymphocytédk proliferacidjaért. Az EBV dltal kédolt latens
fehérjék ellen azonban in vivo erds T-sejt medidlt immunvélasz 1ép fel [127-129]. Az EBV
asszociadlt lymphoproliferativ betegség csak a cytotoxikus T-sejtek kompetens
immunvalaszdnak hidnyakor alakulhat ki. Az EBV asszocialt lymphoproliferativ betegség
ugyanakkor visszafejlédhet, ha a szervezet EBV-vel fert6zott B sejtek elleni immunvélasza
visszadll. Az LCL-eket immunszupprimdlt egérbe intraperitonealisan beoltva, tobb szervet
érinté generalizalt lymphoma fejédik ki. EBV szeropozitiv donorok periférids
lymphocytdit vagy human LCL-eket intraperitonealisan SCID egerekbe oltva néhany hét
alatt EBV indukdlta humdn lymphoproliferacié alakul ki. Az igy keletkez6 lymphomdk
morfoldgiailag immunoblastos lymphomanak felelnek meg [130]. Ezek a lymphomak
nagyon hasonlitanak az immunszupprimalt betegekben kialakuld EBV pozitiv nagy sejtes
lymphomékhoz [131]. Az immunszupprimalt egyénekben kifejlod6 EBV asszocidlt
lymphomadk, a kisérletesen SCID egérben fentiek szerint 1étrhozott lymphomak és az in
vitro koriilmények kozott tenyésztett LCL-ek fenotipusa hasonlé. Mindhdrom tipus
ugyanazokat a feszini markereket, B sejt aktivacids antigéneket és adhézidés molekuldkat
hordozza. Mindhdrom normal kariotipussal rendelkezik és ugyanazt a virus-génexpresszios

mintazatot mutatja.

2.7.3. PTLD kialakuldsi kockdzata és kezelése

A PTLD kialakuldsdnak kockéazata fiigg a transzplantdlt szerv tipusatdl, az
immunszuppressziv kezeléstol, a beteg koratdl és az atiiltetéskori EBV statuszt6l. A PTLD
elofordulasi gyakorisaga solid szervtranszplanticié esetén 1-4% és 19% szazalék kozott
valtozik. Csontveldatiiltetettek kozott viszonylag ritka (1%) [132, 133]. A szervkilokddés
lehet6sége szempontjabdl magas rizikdcsoportba sorolt betegek esetében alkalmazott
eljarasok mellett (pl. in vitro T sejt deplécid, TCD) a PTLD kialakuldsanak kockédzata a
30%-ot is elérheti [134, 135]. A betegség kialakuldsdnak esélye nagyobb, ha a recipiens
EBV szeronegativ az atiiltetéskor és/vagy eltérés van a donor és a recipiens HLA
antigénjei kozott [121]. A PTLD kezelésével kapcsolatban nincsenek multicentrikus

kontrollalt tanulmanyok [121]. A betegség terdpidjaban a kovetkezd eljarasokat
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alkalmazzdk: immunszuppresszié csokkentése [136], antivirdlis terdpia és kemoterdpia. Az
immunszuppresszid csokkentésével a PTLD-vel kezelt betegek 23-50 %-a komplett és
tartds remisszidba keriil, ez a mddszer azonban a csontvelddtiiltetettek esetében nem
hatékony [137].

A csontvel6dtiiltetést kovetden kialakulé EBV asszocialt lymphomadk egyik fenti
kezelési moddal sem kezelhet6k kielégitden, kivéve, ha a szervezet EBV specifikus
immunitdsa visszadll [136]. A B-sejt ellenes monoklondlis antitestek haszndlata nagy
fordulatot jelentett a PTLD terdpidjadban. Anti-CD21 és anti-CD24 antitestek
kombiniciéjaval mar kordbban torténtek prébalkozasok, de mivel ezek az antitestek
gyogyszerformdban nem hozzaférheték, az érdeklodés a CD20 ellenes humanizalt
monoklondlis antitest, a rituximab felé fordult. A terdpids vélasz a rituximabbal szemben
65%, ugyanakkor a relapszus rata 18% [138, 139]. Azokban az esetekben, ahol a beteg
nem reagdl a fenti kezelési médokra, a kemoterdpidt alkalmazzdk. A leggyakrabban
hasznédlt kemoterdpids sémdk az antraciklint tartalmazé CHOP (cyclophosphamid,
doxorubicin, vincristin és prednison) és a VAPEC-B (doxorubicin, etopozid,
cylophosphamid, methotrexat, bleomycin és vincristin) [140]. Egy tanulminyban 40
PTLD-vel kezelt beteg koziil 17-nél az immunszuppressziv terdpia csokkentése mellett
kemoterdpiat alkalmaztak (CHOP, VACOP-B - cyclophosphamid, vincristin, bleomycin,
prednison, névekvo dézisd doxorubicinnal és etopoziddal - vagy DHAP -cisplatin, citozin-
arabinozid, dexamethason) [141].

Az antraciklin alapd kombindlt kemoterdpidban részesiiltek 69%-a keriil
remisszioba. A PTLD esetén végzett kemoterdpia mortalitisa azonban a kezelés sordn
jelentkezd toxicitasok miatt nagy, mivel azok a graft tdlélését is hatranyosan befolyasoljak
[121]. A gydgyszer mellékhatdsai korlatozzdk az adott gydgyszer alkalmazhatd dozisat,
mivel a d6zis novelésével a mellékhatasok is gyakrabban jelentkeznek. Azok gydgyszerek,
amelyek alacsonyabb koncentricioban is hatdsosak, kevesebb mellékhatast okoznak és a

A fentiek alapjdn indokoltnak ldttuk in vitro gyogyszerérzékenységi vizsgdlatok
végzését a PTLD modelljéiil szolgdlo lymphoma sejtvonalakon. Olyan gyogyszert
kerestiink, amellyel a jelenlegi protokollokat kiegészitve a terdpids eredmények javithatok

lennének.
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2.8. NK sejtek alkalmazasa a citosztatikummal kombinalt daganatellenes
immunterapiaban

Az adjuvdns immunterdpia célja, hogy az effektor immunsejteket stimuldlva, azok
malignus sejteket pusztitsanak el, ezdltal javitva a gyogyulasi esélyeket. Solid tumorokban
az infiltrdlé gyulladdsos sejtek jelenléte jol ismert jelenség [142-144]. Tobb tanulmany is
kimutatta, hogy a malignus tumorok NK (natural killer) sejtes infiltriciéja kedvezdbb

betegségkimenettel tarsul [145, 146].

2.8.1. NK sejtek tulajdonsdgai és mitkodése

Az NK sejtek nagy szemcsés lymphocytdk, amelyek a velesziiletett immunités
részeként mitkodnek [147]. Az érett NK sejtek tobbnyire a periférids vérben keringenek,
ahol a lymphocytdk 10-15 %-at adjak. Az NK sejtek abban térnek el a tobbi lymphocytatdl,
hogy hidnyzik a felsziniikr6l a CD3 T-sejt specifikus antigén, viszont expresszdljdk a
CD56 felszini antigént, amelynek funkciéja az NK sejteken nem ismert [148].

Az NK sejtek a szervezetben kozvetleniil képesek elpusztitani a daganatsejteket és
a virussal fert6zott sejteket [149]. <y—interferon termelésiikkel (IFN-y) és egyéb
immunreguldcids citokinjeikkel szabdlyozzdk az adaptiv immunvdlaszt, valamint az
FcyRII-on (CD16) keresztiil képesek antitest dependens celluldris citotoxicitdsra (ADCC;
antibody-dependent cellular toxicity) [147, 150-152]. Az NK sejt-célsejt kozotti
interakciok kimenetelét a gatld és aktivald szigndlok finoman Osszehangolt egyensulya

hatdrozza meg [153].

2.8.2. Az NK sejtek szerepe az immunterdpidban

Mivel az NK sejtek spontdn médon képesek a tumor sejtek lizisére, nagy
erofeszitéseket tettek,a vizsgdlok azért, hogy az NK sejtek e hatdsit a daganat ellenes
terapidban hasznédlhat6va tegyék. Az NK sejtek fejlodésének és mikodésének megismerése
vezetett az NK sejtek 616képességén alapuld immunterdpids probalkozdsokhoz.

Tgéretesnek tiint az az eljaras, amikor in vitro felszaporitott allogén NK sejt klénok
szuszpenzidjat juttattdk leukémids betegekbe [154-156]. Kimutattdk, hogy egértumor
metasztdzisokban az NK sejtek in vivo akkumulidcidéja az IL-2 adds dozisatdl és
gyakorisagatdl fiigg [157]. Primer tiido- és veserdk terdpidjaban alkalmaztak magas vagy

alacsony dozisi IL-2 kezelést magdban vagy a szervezeten kiviill IL-2 vel aktivalt -
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periférids vérbdl szeparalt- lymphocytdkkal és tisztitott NK sejtekkel kombindlva [158,
159]. Mas szerzok solid tumoros €s leukémids betegekben kemoterdpidval kombindltan
adtak alacsony dozisu IL-2-t az NK sejtek aktivalasara [160, 161]. Harker IL-2 indukalt
LAK sejtek (limphokin activated killer) haszndlatit javasolta kemoterdpia rezisztens
tumorok kezelésére [162].

A daganatellenes kemoterdpia elnyomja az immunrendszer hatdsos miikodését és
szignifikansan csokkenti az NK sejtek szintjét a vérben [163]. Vannak olyan
citosztatikumok, amelyek befolydsoljak az NK sejtek aktivitdsat [164]. Topoizomeraz
gatlok esetében figyelték meg, hogy a targetsejteket e szerrel kezelve, megnovekedett az
NK sejt medidlta citotoxicitas [165]. Ezzel szemben, mivel az NK sejtek miikodéséhez
sziikség van ép mikrotubulus hdlézatra, a mikrotubulus miikodése ellen haté szerek az NK
sejtek aktivitasat gatolhatjak [166].

Fontos ezért ismerni a kemoterdpids szerek NK sejtekre gyakorolt hatdsdt, ha a

kemoterdpidt és az NK sejt-medidlta immunterdpidt egyiittesen kivanjuk alkalmazni.

2.9. Kolénia stimulalé faktorok alkalmazasa az adjuvans terapiaban

2.9.1. A G-CSF klinikai alkalmazdsa és hatdsmechanizmusa
Gyermekkorban a daganatos betegségek koziil a leukémia a leggyakoribb, az 0sszes
gyermekkori malignus betegség 30%-at adja.. A két leggyakoribb formdja az akut
lymphoid (ALL) és az akut myeloid leukémia (AML). Az AML a ritkdbb forma,
elofordulasi gyakorisdga koriilbeliil a gyermekkori ALL-es esetek egyotode [167]. Eltérd
genetikai tulajdonsdgainak koszonhetéen az ALL kedvezdbb progndzisu betegség mint az
AML. Az agressziv kemoterdpia €s a javulé szupportiv terdpia mellett a kiillonb6z6
bioldgiai modulatorok alkalmazdsdnak és a csontveld atiiltetésnek koszonhetden a
gyermekkori ALL-es betegek 80%-a gydgyul [168]. Ugyanakkor az ALL-es betegek 20 %-
at illetve az AML-es betegek 50%-at ma is elveszitjiikk a kialakult gyégyszerrezisztencia
és/vagy az agressziv kemoterdpia mellékhatdsai miatt [168]. A haldlozas leggyakrabban a
cytopenia okozta vérzésekre és infekcidkra vezethetd vissza. A ldzas neutropenia a
jelenlegi kemoterdpids kezelés életveszélyes mellékhatdsa [169].
Tobb tanulmény vizsgélta a koldnia stimulél6 faktorok (CSF) hatdsat ALL-es, solid
tumoros és egyes AML-es gyermekek neutropenids iddszakdnak leroviditésében és a lazas

id6szak kivédésében. Azt azonban nem sikeriilt bizonyitani, hogy a betegek teljes talélését
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a novekedési faktorok (growth factors; GFs) alkalmazdsa novelte volna [169-172]. A
hemopoetikus &ssejteknek a differencidlédds és proliferacié megfelelé egyenstlydnak
biztositdsdhoz specifikus novekedési szigndlokra van sziiksége. E novekedési faktorok
kozé tartoznak a koldnia stimuldlé faktorok és az interleukinek, amelyek fontos szerepet
jatszanak a sejtek életképességének fenntartdsidban és segitik a sejtek meghatirozott
irdnyba torténd differencidlédasat [173, 174]. A hemopoetikus novekedési faktorokat, mint
a granulocyta-monocyta kolénia stimuldlé faktort (GM-CSF), az erythropoetint (Epo), és a
granulocyta-kolonia stimuldlé faktort (G-CSF) széleskorben alkalmazzak a klinikai
gyakorlatban [175-177]. A G-CSF egy 174 aminosav hosszisigu glikoprotein, amely a
normal myeloid eldalakok differencidlédasat és proliferacidjat indukalja [178]. A G-CSF
receptor (G-CSFR), egy 813 aminosavbdl 4ll6 transzmembran domént tartalmazé fehérje, a
normal myeloid vonalakon expresszalodik [179]. A G-CSF a granulocyta irdnyba
elkotelezett myeloid eldalakok proliferdcidjat, differencidlédéasit segiti, apoptosisukat
gétolja, emellett fertdzésekben az érett granulocytak funkcidjat is serkenti [180]. Az AML-
es sejtek in vitro vdlasza G-CSF-re bizonyitottnak tekinthetd [181]. Ennek alapjdn a G-
CSF hasznélatit a gyermekkori myeloid leukémidban kontraindikdltnak tartottdk. Kettds
vak klinikai vizsgalatok azonban azt igazoltak, hogy a G-CSF adasa AML-es betegekben
nem indukdlta a leukémids blasztok proliferdcidjat [181]. E megfigyelésekre tdmaszkodva
a klinikai gyakorlatban alkalmazzak AML-ben a G-CSF-et neutropenia kivédésére [170] és
az ugynevezett ,priming’-ra (a leukémids sejtek szinkronizdcidja S-fazisban), hogy
fokozzédk a leukémids sejtek S-fazis-specifikus gydgyszerek (cytarabin és fludarabin) irdnti
érzékenységét [182-184]. A G-CSF stimuldld hatdsa leukémids lymphoblastokon
elméletileg nem varhatd, mivel a lymphoid sejtek felszinén G-CSFR nem 1évén, azok

proliferacidjat és differencidlédasat e novekedési faktor nem befolyasolja [185].

2.9.2. G-CSF receptor eldforduldsa lymphoid blasztokon

Noha a novekedési faktorok hatdsa sejtszinten nem teljesen tisztdzott, a G-CSF
hasznélata a kemoterdpia indukélta mieloszuppresszio kivédésére gyermekkori ALL-ben
széles korben elterjedt [186]. Néhany tanulmdny arra vilagit rd, hogy egyes T-, és B-sejtes
ALL-es esetek [187, 188], vagy bifenotipusos leukémia sejtek [189] G-CSF receptorokat
expresszdlnak és reagilnak a kiilséleg adott G-CSF-re [187, 188, 190-192]. deLau és
munkatdrsai mutattdk ki, hogy a G-CSF receptort kédolé gén specifikusan upregulalt

(1;19)(q23;p13.3) transzlokacioval rendelkezd pre-B sejtes leukémia sejteken, amely nem
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tekinthetd random kromoszoma eltrérésnek, mivel a gyermekkori pre-B sejtes ALL-ek 25 -
30%-aban megtaldlhatd [193, 194]. Egy mdsik vizsgdlat azt bizonyitotta, hogy a G-CSF
proliferdciét indukdlhat fendttkori T-sejtes lymphoma sejteken [195]. Azt is kimutattak,
hogy a citozin-arabinozid (cytarabin) novekedést gitld hatdsa fiigg attdl, hogy az ALL-es
sejteket G-CSF-el vagy anélkiil tenyésztették [192]. E.-J. Oh és munkatdrsai [196]
figyelték meg, hogy a G-CSF receptor expresszidja fokozott relapszusos ALL-es esetek
leukémia sejtjein, tovabba Osszefiiggést taldltak a G-CSFR és a GM-CSFR expresszidja
kozott [196]. A fentiekban leirtak alapjan felmeriil a kérdés, hogy a gyermekkori ALL
lazas neotropenidjanak szupportiv kezelésében alkalmazott G-CSF kizardlag a normadl
myeloid sejtek szaporoddsdhoz vezet, vagy képes a myeloid markereket és G-CSFR-t
expresszdlé ALL-es blasztsejtek szaporoddsdnak indukcidjéra is [192]. Az, hogy a G-CSF
kezelés  befolydsolja-e a  blaszt sejtek  gydgyszerérzékenységét, ugyancsak
megvalaszolandé kérdés marad.

Ex vivo ALL-es és AML-es sejtek nem, vagy nehezen tarthatok fent in vitro
kultdrdban, a betegmintdkbdl végzett kisérletek pedig nehezen ismételhetdk. JSllehet
néhdny akut lymphoblastos leukémids sejtvonal hozzaférhetd, nem ismert azonban, hogy
ezek a sejtek felsziniikon expresszdlnak-e G-CSFR-t, mivel a legtobb ALL esetében a
blasztok felszinén nem mutathatok ki myeloid markerek. Mivel a KG-1 leukémids
sejtvonal myeloid markereket és G-CSFR-t egyarant expresszdl, j6 in vitro modellként
szolgilhat az AML és a G-CSFR-t expresszdlé ALL G-CSF receptor funkcidjanak
tanulmanyozasara [197]. Ezért vizsgiltuk ezen a sejtvonalon a leukémids sejtek
daunorubicin érzékenységének valtozasit G-CSF eldkezelést kovetéen A G-CSF-
citosztatikum kolcsonhatds vizsgdlatira a daunorubicin azért latszott megfeleld
valasztasnak, mert ez az antraciklin egyarant része az ALL-es és AML-es kezelési

protokolloknak és kifejezett apoptotikus hatassal bir [65, 198].
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3. Anyagok és modszerek

A tablazatok a szoveg folytonossdgdnak megtartdsa érdekében a Fiiggelékek fejezetben
keriilnek bemutatésra.

A vizsgalt sejtvonalakat és mddszereket a harom {6 témakornek megfeleléen ismertetem:

3.1. Lymphoblastoid sejtvonalak gyogyszerérzékenységének vizsgalata

3.1.1. Sejtvonalak és tenyésztési koriilmények

Az elsé tanulmdnyban 17 LCL (lymphoproliferative cell line) sejtvonalat
haszndltunk. A 980215, 031016, 040113, 051018, JAK, LP, MIN, AF, GK, FUR, HA,
VMB sejtvonalakat egészséges donorok normdl B sejteinek in vitro fertézésével hoztuk
létre EBV B95.8 virustorzset haszndlva. A sejtek tenyésztéséhez 10% borjisavéval (FCS)
kiegészitett IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) tapfolyadékot (Sigma)
hasznéltunk. Az LS sejtvonal egy EBV hordoz6 egészséges donor szepardlt B sejtjeibol
spontdn kinott LCL volt. Az TARCI171-et egy Burkitt lymphomas beteg normil B
lymphocytdinak fert6zésével hoztdk létre ugyancsak B95.8 virustorzset hasznalva. A TR
LCL egy, a SAP gén mutici6jat hordozé XLP-ben szenvedd beteg B lymphocytdibdl
szarmazott. Az IB4 LCL integralt EBV genomot tartalmazott.

A vizsgélatok alatt az LCL sejtvonalakat 20% borjisavéval (FCS, Sigma), 100
mmol L-glutaminnal (Sigma) és 80ug/mL gentamicinnel (Sigma) kiegészitett IMDM
tapfolyadékban (Sigma) tenyésztettiik. A sejtszuszpenzidkat parasitott inkubdtorban 37°C-
on 5% széndioxidot tartalmazé légkorben tartottuk. A sejteket hetente két alkalommal
etettiik, hogy a tenyésztés alatt a sejkoncentracié 1 x 10° sejt/mL legyen. A mycoplasma

fert6zés kizarasara a kultarakat Hoechst 33258 festéssel rendszeresen ellenoriztiik.

3.1.2. Gyogyszerek

Az iv vitro gydgyszerérzékenységi vizsgalat elvégzéséhez 28 gydgyszert
hasznaltunk (2. Tablazat). A gyégyszereket 50% dimethyl sulfoxidban (DMSO) oldottuk
fel és 50 nL mennyiségben tettiik a 384 lyuku lemezre HDRT (high density replicator tool)
fejen elhelyezett rozsdamentes acéltiik segitségével Biomek 2000 robotot (Beckman)

hasznédlva. Ugyanezt a robotot hasznéltuk a triplikdtumokat és a gydgyszerenként négy
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koncentraciot tartalmazé torzslemezek elkészitéséhez, egy-, és nyolccsatornds pipettafejek
alkalmazdsédval. A lemezen a legmagasabb gyogyszerkoncentricidkat a fizikai és kémiai
szempontb6l maximadlisan elérhetd gydgyszerkoncentraciok 600-szoros higitdsai adtdk
meg. (50nL gydgyszeroldat 30uL kisérleti végtérfogatban). Az in vitro hasznalt
koncentraciok és a klinikailag elérheté legmagasabb plazmakoncentracié (Cmax)
Osszehasonlitdsdra az elérhetd legmagasabb plazmakoncentriciok hdnyadosat (Ratio of
Maximum Achieved Plasma Concentration, RMAPC) hasznaltuk. Az altalunk hasznalt

RMAPC a kovetkezo képlettel szamolhat6 ki:

RMAPC-= in vitro alkalmazott gyégyszerkoncentracio/Cmax

3.1.3. Fluoreszcens in vitro gyogyszerérzékenységi teszt

Az LCL vonalak in vitro gyégyszerérzékenységének meghatarozasat hdrom napos
kultirdkon végeztik 384 lyukid lemezek (Greiner) felhaszndldsdval. 28 gydgyszert
vizsgéltunk négy koncentrdcioban triplikatumokat alkalmazva. Minden lyuk 3000 sejtet
tartalmazott 30pL térfogatban. Hirom napos inkubdlast kbvetden az €16 és elpusztult sejtek
megkiilonboztetéséhez VitalDye (Biomarker, Magyarorszdg) fluoreszcens festéket
hasznédltunk. Az €16 és elpusztult sejtek pontos szdmdnak meghatirozdsdhoz egy, a
stockholmi Karolinska Intézetben (Karolinska Institute Visualization Core Facility; KIVIF)
egyedileg Osszedllitott automatizalt 1ézer fluoreszcens konfokélis mikroszképot
alkalmaztunk (médositott Perkin-Elmer UltraView LCI). A képeket a QuantCapture 4.0
szamitogépes program segitségével rogzitettiikk, a képeken az él6 és elpusztult sejtek
szdmat a Count 3.0 szdmolOoprogram segitségével hatdroztuk meg. Mindkét programot
OpenLab (Improvision) programhétteret haszndlva a Karolinska Intézetben fejlesztették ki
(KIVIF). Tizenét kontrollként haszndlt lyuk csak sejteket tartalmazott tdpfolyadékkal és
50nL DMSO-val, 6t lyuk csak tdpfolyadékot és sejteket DMSO nélkiil. A kéttipusd

kontrollt 6sszehasonliva DMSO éltal okozott toxikus hatdst nem tapasztaltuk. Az atlag

/////

Sajat munka:
e sejtvonalak kultirdban tartdsa,
e gydgyszeres lemezek készitése,

e gydgyszerkoncentraciok kivélasztasa,
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a gyogyszerérzékenységi teszt modszerének bedllitasa, kisérleti lemezek készitése a
sejtekkel és

az optimdlis sejtszam, inkubacids id6 beallitasa,

a kisérleti lemezek mikroszképos mérése,

eredmények analizdldsa.
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3.2. NK vonalak citotoxicitasanak vizsgalata citosztatikumok jelenlétében

3.2.1. Humdn poliklondlis NK sejtkultiirdak nyerése periférids vérbol, az
alkalmazott tenyésztési koriilmények

A poliklondlis NK sejteket egészséges donorok teljes vérébdl kivont fehérvérsejt
szuszpenziobol (buffy coat) nyertiik (Karolinska Sjukhuset, Vérbank, Stockholm). A
mononukledris sejteket (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) Lymphoprep™-en
(Axis-Shield, Oslo, Norway) tortént centrifugilassal vélasztottuk el. Az NK sejteket a
tobbi mononukledris sejttdl mdagneses gyongyok (Stemcell Technologies, Vancouver,
Canada) felhaszndldsaval negativ szelekcioval kiilonitettiik el a gyart6 lefrdsa szerint. A
tisztitott NK sejtek tobb mint 95%-a CD3 CD56" fenotipust volt. Az NK sejteket egy
éjszakan at vagy egy héten keresztiil 10% human szérumot (,,AB”, Karolinska Sjukhuset,
Vérbank, Stockholm), 2 mM L-glutamint, 1mM natriumpiruvétot, 50 U/mL penicillin-
streptomycint, 50uM 2-mercaptoetanolt (a tdpfolyadékot és a kiegészitd anyagokat Gibco-
tol BRL, Maryland, USA szereztiikk be) és 100 U/mL IL-2-t (Peprotech Inc, NJ, USA)
tartalmazé IMDM tapfolyadékban tartottuk.

A kisérletekben nyolc primer NK sejt-izoldtumot vizsgdltunk. Ot NK sejt-
izolatumot 3-4 naponta IL-2-vel Gjbdl stimuldltunk Osszesen egy hétig, hdrom NK sejt-
izolatumot csak egy alkalommal stimulaltunk IL-2-vel 24 ordn keresztiil. A kisérlet elott

minden izoldtumot teszteltiink a CD3"CD56" fenotipusra nézve.

3.2.2. Sejtvonalak és tenyésztési koriilmények

A Nishi [199], NKL [200], NK92 [201], KHYG-1 [202] citotoxikus NK
tumorsejtvonalakat kiilonbozé IL-2 koncentrdcidkkal kiegészitett (Nishi, NK92: 100
U/mL; NKL: 200 U/mL; KHYG-1: 450 U/mL) IMDM téapfolyadékban tartottuk. Az in
vitro citotoxicitasi tesztben targetsejtként K562 sejtvonalat hasznaltunk. A targetsejteket
10% borjuszérummal (FCS, Sigma; UK), 100mM L-glutaminnal (Sigma, UK) és 80ug/mL
gentamicinnel (Sigma, UK) kiegészitett IMDM tapfolyadékban (Sigma, UK) tartottuk. A
sejtszuszpenzidk  pardsitott inkubdtorban 37°C-on 5% széndioxidot tartalmazé
kornyezetben néttek. A sejteket heti két alkalommal etettik 1 x 10%mL sejtszdmot
fenntartva. Mycoplasma fert6zés kizdrasahoz a sejteket rendszeresen ellendriztiik Hoechst

33258 festéssel.
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3.2.3. In vitro citotoxicitds teszt (standard S Cr citotoxicitds teszt)

A targetsejteket 1 oran keresztiil inkubaltuk (37°C, 5% CO,) 100uCi Na25 1CrO4—
vel (Amersham Biosciences). Radioktivan jeldlt targetsejteket hdromszor mostuk RPMI-
ben (Sigma; UK) és 96 lyukii lapos alji ELISA lemezre 1,5 x 10" targetsejtet és 7,5 x 10*
NK sejtet tettiink lyukanként. Igy az effector-target (E:T) ardny/lyuk % 5:1 lett (teljes
térfogat 200uL/lyuk). Ot éra inkubdldst kovetden (37°C, 5% CO,) a spontdn felszabaduld
>ICr aktivitést (jelolt targetsejtek egyediil) és a maximdlisan felszabadul6 °'Cr aktivitast (a
jelolt targetsejtek 10% SDS-sel torténd lizisét kovetden) hatdroztuk meg. A spontin
felszabadulé °'Cr aktivitisa a maximalis aktivitds kevesebb, mint 15%-a volt. A
scintillaciéos mérés 100-100uL feliiliszé gyljtése utdn Y-sugirzds mérdvel tortént.
Mindegyik mérést triplikaitumokban végeztik és a specifikus sejtlizist (6loképesség;
killing effectiveness; KE) a harom mérés atlagaként adtuk meg. A specifikus sejtlizist a

kovetkezo képlet alapjan szamoltuk ki:

KE% = (cpm >'Cr aktivitas; kisérleti lyuk — cpm spontdn >'Cr aktivitas) / (cpm

maximalis *'Cr aktivitids— cpm spontan *'Cr aktivitas) x 100.

3.2.4. In vitro citotoxicitds teszt (ij fluoreszcensen jelolt citotoxicitds teszt)
Huszonkilenc gyogyszer kiillonbozé NK vonalak in vitro citotoxicitdsdra kifejtett
hatdsat vizsgaltuk 384 lyukd lapos alju lemezek felhasznaldsdval. A gydgyszerek négy
koncentrdciojdval triplikdtumokban végeztik a vizsgdlatot. Minden lyukat 20uL
térfogattal 15000 NK sejtet tartalmazd sejtszuszpenzidval toltottiink meg, majd 20 ordn
keresztiil inkubdltuk (37°C, 5% CO,) a gydgyszerek jelenlétében. A target sejteket (K562)
CMFDA-val (CellTracker green CMFDA,; Invitrogen, Sweden) jeloltiik a gyart6 utasitdsai
szerint. Kovetkezd 1épésként 20ul. 3000 target sejtet tartalmazd szuszpenziot adtunk
ugyanannak a lemeznek a lyukaihoz (E:T ardny 5:1 volt). Az NK sejtekkel egyiitt ot ordn
at torténd inkubacidt kovetden az elpusztult sejteket megkiilonboztetden pirosra festettiik
etidium-bromiddal. A mérés és az értékelés a kordbban leirtakhoz hasonlé médon tortént
annyi kiilonbséggel, hogy a rogzitett képeken az elpusztult és €16 targetsejtek pontos
szamat a CytotoxCount 3.0. programmal (KIVIF) hatiroztuk meg. Az NK sejtek

citotoxicitdsat a targetsejteken az 1. Abra mutatja.
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649 s
2130 s

3170 s 2891 s
4651 s 6012 s 8214 s
1. abra
Az NK sejtek megolnek egy K562 sejtet

A targetsejteket fluoreszcensen zold sziniire festettiik (CellTracker green; CMFDA; Invitrogen, Sweden). Az
NK sejteket fluoreszcens kék festékkel jeoltiik (CellTracker blue ; CMAC;, Invitrogen, Sweden). Az elpusztult
sejteket az etidium-bromid pirosra festi. A képeket automatizdlt lézer konfokdlis mikroszkoppal (modositott
Perkin-Elmer UltraView LCI) készitettiik. A nyilak egy zold targetsejtre mutatnak, mikozben a koriilotte
ldthato NK sejtek a targetsejtet lizdljdk. Ezt kovetden a target sejt pirossd vdlik. Az idéskdla mdsodpercben
van megadva.
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A targetsejtet akkor szamoltuk elpusztultnak, ha pirosan és zolden is festddott egyszerre. A
lemezen nyolc kontroll lyukat haszndltunk az alap citotoxikus aktivitds meghatdrozasara.
Ezek a lyukak csak NK sejteket és K562 sejteket tartalmaztak gydgyszerek nélkiil. Egy
madsik kontrollban - hasonlé koriilmények kozott - csak NK sejteket tettiink. Ahhoz, hogy
ellendrizhessiik a gydgyszerek lehetséges rovidtavd hatdsat a targetsejteken, a
targetsejteket a gyogyszerekkel magukban is inkubdltuk 6t 6rdn keresztiil. Az NK sejtek

oloképességét (Killing effectiveness; KE) a kovetkezd képlet segitségével hataroztuk meg:

Az elpusztult targetsejtek szama (ha ugyanaz a sejt piros és zold egyszerre) / a

targetsejtek osszesitett szama (zold sejtek) x 100%.

2.2+ 2

kovetkezo képletet alkalmaztuk:

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

Az atlagos Oloképességet (mean Kkilling efficacy; MKE) az 6sszes NK vonal 0lési
képességének atlagabol hatdroztuk meg. Azokat a sejteket, amelyek pirosra festédtek, de
nem voltak zoldek, elpusztult NK sejteknek értékeltiik. A gydgyszerek NK sejteken
megfigyelhetd citotoxikus hatdsdnak mértékét (cytotoxic effect; CE%) a kovetkezd

képlettel szamoltuk ki:

elpusztult NK sejtek szama a gyogyszerrel kezelt lyukban / a kontroll lyukakban
elpusztult NK sejtek szamanak atlaga x 100%

3.2.5. Gyogyszerek

Az in vitro citotoxicitdsi tesztben 29 gydgyszert haszndltunk (3. Tablazat). A
gyogyszerek koziil 28-at rendszeresen hasznilnak a human gydgyaszatban. A gydgyszeres
lemezek a fentiekben bemutatott moddon késziiltek. A legtobb alkalmazott
gybgyszerkoncentricié a betegekben elérhetd koncentracidknak megfeleld tartomanyban
volt [203-225]. A higitasi sorok (1x, 5x, 25x, 125x) kezdékoncentricidit a gyogyszerek
oldhatésdga hatarozta meg. A 3. Tablazat 5. oszlopa azokat a gydgyszerkoncentracidkat
tartalmazza, amelyekkel az NK sejteket kezeltik egyediil, a 6. azokat, amelyek 20uL
targetsejt szuszpenzié hozzdaddsa utdn alakultak ki. A gydgyszeres lemezeket nagyszamu
tumorvonalon teszteltiik, annak bizonyitdsira, hogy minden gydgyszer hatdsosan miikodik.

(ezek az adatok itt nem keriilnek bemutatasra).
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Az egyes gyogyszerek AUC (area under the curve) értékeit in vitro és in vivo
hasznélt gyégyszerdézisok Osszehasonlitdsdhoz hasznilhatjuk. Az erre a célra 1étrehozott
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 (ugxh/mL) in vivo.

Az egynél nagyobb RAUC érték azt jelzi, hogy az in vitro alkalmazott gyogyszerdozis
magasabb, mint amit a klinikai gyakorlatban hasznédlnak. Ha a RAUC érték egy, az in vitro
dozis megfelel az in vivo gydgyszerddzisnak. Az in vivo AUC értékeket, klinikai dézisokat
és a szamolt RAUC értékeket a 3.Tablazat tartalmazza. A RAUC értékek a 2. abran is
lathatok..

Sajat munka:
e gydgyszeres lemezek készitése,
o kisérleti lemezek készitése a sejtekkel (fluoreszcens citotoxicitds teszt alkalmazésa
és a fluoreszcens festés modszerének bedllitasa, optimadlis sejtszam bedllitisa),
e a kisérleti lemezek mikroszképos mérése az uj fluoreszcens citotoxicitasi teszt
segitségével,

e ecredmények analizaldsa.
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NK sejtekre szamolt RAUC értékek

epirubicin « —
daunorubicin 4
doxorubicin - —
etopozid 4 —
topotecan « —
paclitaxel 4
docetaxel d

—
vincristin —
—

vinblasitn <
vinorelbin <
carboplatin J e
oxaliplatin J —
methortexat o  ——————
6-mercaptopurin - —
cladribin 4 P
fluorouracil ——
cytarabin 4 A
gemcitabin J P
bleomycin < —
dactinomycin 4 A
bortezomib 4 —
cyclophosphamid + —
ifosphamid < ——
chlorambucil e
aszparaginiz < ——
hydroxyurea J

107 105 10° 101" 1 10 10° 10°
RAUC

2. abra
Az NK sejtekre kiszamolt RAUC (ratio of area under the curve) értékek

Az in vitro haszndlt gyogyszerdozisok in vivo értékekkel torténo osszehasonlitdashoz a RAUC értékeket a
kovetkezd képlet segitségével hatdroztuk meg:

in vitro haszndlt koncentrdcié (ug/ml) x 20 h / in vivo AUC érték (ug x h/iml)|

RAUC > 1: azin vitro haszndlt gyogyszerdozis magasabb, mint a klinikai dozis
RAUC < 1: azinvitro dozis alacsonyabb, mint az in vivo dozis
RAUC = I: az in vitro dozis megfelel a klinikai dozisnak
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3.3. G-CSF elokezelés hatasa a leukémias sejtek daunorubicin
érzékenységére

3.3.1. Sejtvonal és tenyésztési koriilmények

A KG-1 sejtvonalat a DEOEC Immunoldgia Intézetébdl kaptuk. A sejtkultdrat
IMDM tapfolyadékban (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA) tenyésztettik 20%
borjuszérummal (Gibco), 100 mmol L-glutaminnal (Gibco), 80mg/mL gentamicinnel
(Chinoin, Budapest, Magyarorszag) kiegészitve. A sejtszuszpenziot parasitott inkubatorban
37°C-on 5% CO,-t tartalmaz6 1égkdrben tartottuk. Tenyésztés alatt a sejtkoncentraciot 1 x

10° sejt/mL-ben hatdroztuk meg, a sejteken méasnaponta cseréltiik a tapfolyadékot.

3.3.2. Flow cytometria

Miutdn a KG-1 sejteket 16 oJrdn keresztil AIM-V szérummentes lymphocyta
tapfolyadékban tartottuk (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA) 10ng/mL koncentraciéban
G-CSF-el (Neupogen, AMGEN Europe B.V., Breda, Holland) stimuldltuk 48 ordn
keresztiil, vagy a 48 ords G-CSF elokezelést kovetoen 6 ordig daunorubicinnel (2ug/mL)
kezeltik. A kontroll mintdkat 64 oraig tartottuk AIM-V tapfolyadékban. Az AIM-V
tapfolyadék haszndlatira az IMDM helyett a novekedési faktorok konstans szintjének
biztositdsa miatt volt sziikség. (Az IMDM tapfolyadékot felhaszndlas elott szérummal kell
kiegésziteni, s a hozzdadott szérumadagokban a ndvekedési faktorok szintje véltozhat. Az
AIM-V tépfolyadék felhaszndldsra kész, Osszetétele dllandd.) A 16 ords inkubdlast AIM-V
tipfolyadékban a sejtek G-CSF irdnti érzékenyitésére haszndltuk. A sejteket két
alkalommal mostuk fiziol6gids séoldattal, majd 0.5% BSA-val és 0.05% nétrium-aziddal
(Sigma-Aldrich) kiegészitett PBS-ben reszuszpendaltuk (8.06mM Na,HPO,, 1.47mM
KH;POy4, 2.7mM KCI, 137.9mM NaCl, pH 7.4). A sejteket (3 x 105/mL) fluoreszcens
monoklondlis antitest konjugdtumokkal jeloltiikk, amelyek az aldbbi felszini markerekre
voltak specifikusak: CD1la, CDllc, CD34, CD58, CD86, HLA-DR (Immunotech),
CDl11b, CD114 (G-CSF-R) (BD Pharmingen; San Diego, CA, USA). Az MDR-1
(multidrug resistance protein-1) specifikus antitestért Dr. Szabé Gabor professzornak
(Biofizika és Sejtbioldgia Intézet, DEOEC) mondunk koszonetet. A kontroll mintdkat
ugyanazzal a fluorochrommal jelolt, izotipusukban egyezd antitestekkel jeloltik (BD
Pharmingen). A felszini markerek expresszi6janak szintjét direkt vagy indirekt

immunfluoreszcens jelolést kovetden FACSCalibur flow cytométerrel mértiik (BD
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Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Mintdnként tizezer sejtet szamoltunk le és
analizéltunk a CellQuest programmal. A sejtméret alatti részecskéket az el6re és oldalra

szOrés alapjan sziirtiik ki, a “list-mode” adatokat a WinMDI programmal analizaltuk [226].

3.3.3. Immunoblot analizis

A KG-1 sejtek 16 6rds AIM-V tipfolyadékban tortént tartdst kdvetden (Gibco,
BRL, Grand Island, NY, USA) a sejteket 3, 6, 12 Jrdn keresztiill 10ng/mL G-CSF-el
(Neupogen) ujra stimuldltuk. A kontroll mintdkat /6 ordn keresztiil tartottuk AIM-V-ben.
Az inkubdcidkat kovetden a sejteket 4°C -os PBS-sel mostuk és 100uL. RIPA pufferben
(1% (v/v) Nonidet P-40, 1% (w/v) natrium-deoxikolat, 0.1% (w/v) SDS, 0.15 M NaCl,
0.01 M nétrium-fosztat, pH 7.2, 2mM EDTA, 50mM NaF, és protedz inhibitorok) lizaltuk
jégen, majd szonikaltuk.
A sejtlizaitumok egészét felhasznéltuk a Western blot analizisekhez. A sejtlizitumok
fehérjekoncentraciéit BCA mddszerrel hatiroztuk meg ELISA readert (Labsystems
Multiscan MS) haszndlva 540nm-en BSA standard alapjan. Ahhoz, hogy a
fehérjekoncentraciokat mg/mL-ben meghatirozhassuk az adatokat GraphPad Prism
programmal analizaltuk linedris regressziot haszndlva. A fehérjéket natrium dodecil
sulfate-polyacrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) vdlasztottuk szét egymadstol
BioRad MiniProtean 10% vagy 12% acrilamidot tartalmazé géleken, a Laemmli altal leirt
modszer szerint [227]. A Western blot analizishez a mintdkat RIPA pufferben oldottuk fel
és 5x SDS mintapuffer hozzdaddsa utidn felforraltuk. A fehérjemintdk Western blot
analiziséhez a gélre lyukanként 70ug fehérjét tettiink. A gélt nitrocellul6z membranra
blottoltuk (BioRad transfer unit segitségével 100V-on 90 percig BioRad hiitd egységet
hasznélva) [228]. A membran blokkoldsira 5% vagy 0,1% zsirszegény tejport és 0,05%
Tween 20-at tartalmazé PBS-t hasznaltunk. A blokkoldst kovetéen a membranokat az elsd
antitestekkel (anti- p44/p42 és anti-P-p44/42) egyiitt inkubdltuk 90 percig
szobah6émérsékleten vagy 4°C-on egy éjszakan at, ezt kovették a HRP konjugalt masodik
antitestek. Az immunreakcidkat felerdsitett kemiluminescencidval (ECL) detektaltuk. A

PBS-t TBS-re cseréltiik, ha fotospecifikus antitesteket hasznaltunk.
3.3.4. MTT teszt

A KG-1 sejteket 16 ordn keresztiil AIM-V tapfolyadékban (Gibco, BRL, Grand Island,
NY, USA) tartottuk, ezt kvetden a sejteket 48 ordn keresztiil 10, 100, 1000ng/mL G-CSF-
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el (Neupogen, AMGEN Europe B.V., Breda, Holland) egyediil, vagy a G-CSF kezelést
daunorubicin (0,002-2ug/mL) kezeléssel kiegészitve stimuldltuk. A kontroll mintdkat 64
ordn keresztiil éheztettiik AIMV-ben. A sejtek gyogyszerrezisztencidjat az MTT (methyl-
thiazol tetrazolium) teszttel mértik. A KG-1 sejteket 16 ordn keresztil AIM-V
tapfolyadékban tartottuk, majd 96 lyukd lemezre tettiik ki

(80uL/lyuk, sejtkoncentrdcié 5x10°/mL) és 10, 100 vagy 1000ng/mL G-CSF-el
(Neupogen, AMGEN Europe B.V., Breda, Holland) magaban, daunorubicinnel (0,002-
2ug/mL; Daunoblastina, Pfizer) magaban vagy a kettét egyiitt kombindlva 48 Jrdig
inkubéltuk. A kontroll mintdkat 64 oJrdn keresztiil tartottuk AIM-V tapfolyadékban. A
daunorubicint hat koncentraciéban duplikatumokban hasznaltuk. A kontroll sejttilélés
(control cell survival; CCS) meghatdrozdsdhoz hat lyuk csak tdpfolyadékot, a mésik hat
lyuk sejteket tartalmazott tipfolyadékban. A lyukakhoz 48 ordt kovetéen MTT-t adtunk,
amit az él6 sejtek szines formazdnnd alakitottak. A szinintenzitdst spektrofotométerrel
562nm-en mértiikk. Az optikai denzitds (OD) mértéke egyenesen ardnyos az él6 sejtek
szdmdval. A citotoxicitdst a lyukak héattér OD korrekcidja utdn minden egyes

gyogyszerkoncentricidban az aldbbi képlet alapjan hataroztuk meg:

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

Sajat munka:
e KG-1 sejtvonal tartdsa,
e KG-1 sejtvonal kezelése G-CSF-el és daunorubicinnel,
e 96 lyuku kisérleti lemezek készitése a sejtekkel,
e akisérleti lemezek mérése MTT teszt segitségével,

e eredmények analizaldsa
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4. Eredmények
4.1. A lymphoblastoid sejtvonalak gyoégyszerérzékenysége

4.1.1. A kiilonboz6 LCL vonalak gyogyszerérzékenységi mintdzata

A 17 tesztelt kiillonb6zd LCL sejtvonal eltérd eredetli sejteket tartalmazott. Vizsgéltunk
olyan sejtvonalakat, amelyeket mar tobb éve folyamatosan in vitro kultirdban tartottak,
valamint olyan transzformdlddott B-sejt kultirdkat is, amelyeket hdrom héttel a kisérlet
elétt hoztak 1étre in vitro EBV fert6zéssel. A fert6zés a sejtvonalak nagy részében a B95.8
EBV torzzsel tortént, néhany azonban spontdn kindtt sejtvonal volt a donor sajat virusat
hordozva. A sejtvonalak nagy része egészséges donorok normél B sejteibdl szarmazott, de
hasznédltuk egy XLP-ben szenvedd és egy Burkitt lymphomds beteg B-sejteibdl
transzformélédott LCL-t is. Az LCL-ek kozott volt episzomadlis, valamint integrdlt EBV
genomot hordozé sejtvonal. A kiilonbozé eredetli LCL-ek nagyon hasonld
gyogyszerérzékenységi mintdzatot mutattak. Ezt szemlélteti az epirubicin példdja (3.
abra), amelyben négy kiilonboz6 gyogyszerkoncentracioban a 17 LCL talélési gorbéjét

egylitt lathatjuk.

100;

Talélés %

64x T ax i
|névekvé gyogyszerkoncentracio

3. abra
A 17 LCL gyégyszerérzékenységi mintazata epirubicin esetében

A vékony gorbék hdrom fiiggetlen mérés dltagdtdt (mean cell survival; MCS) mutatjdk. Az LCL-ek tiilélési
gorbéinek dtlagdt jeloli a vastag fekete vonal , £ SD értéket a sziirke teriilet dbrdzolja; 1x : legmagasabb
koncentrdcio; 16x: a legmagasabb koncentrdcio 16-szoros higitdsa stb.

A 4. abra mutatja a sejttdlélés atlaggorbéit (MCS) a standard deviacidkkal
gyogyszerenként a 28 gydgyszer esetében. Az MG132-hoz tartozd értékek a 4.

Tablazatban olvashatdk.
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Epirubicin Daunorubicin Doxorubicin Etopozid

ot

100
%

I

64x 16x 4x 1x

Topotecan Paclitaxel Docetaxel Vincristin
Vinblastin Vinorelbin Carboplatin Oxaliplatin
Methotrexate 6-mercaptopurine Cladribin Fluorouracil

Cytarabin Gemcitabin Bleomycin Dactinomycin

-

Bortezomib Prednisolon Cyclophosphamid Ifosphamid

Chlorambucil Streptozotocin Aszparaginaz Hydroxyurea

4. abra

A 17 lymphoblastoid sejtvonal gyégyszerérzékenységének atlag értékei és a standard
deviaciok 28 citosztatikum esetében

y tengely: a tiilélo sejtek %-os ardnya 0-100%

x tengely: gyogyszerhigitdsok (1x: legmagasabb koncentrdcio)
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4.1.2. A hatdstalan és kifejezetten hatdsos gyogyszerek kivdlasztdsa

A gyogyszerek higitasi sorainak legmagasabb koncentracidit (1x, 4x, 16x, 64x)
azok oldhatésdga hatdrozta meg. Az in vitro gyoégyszerérzékenységi adatok
Osszehasonlithatéva tételéhez két modszert hasznaltunk: egyik a gyogyszerek Cmax
értékeinek Osszehasonlitdsa az in vitro gyogyszerkoncentricidkkal, mdsik a klinikai
gyogyszerdozis (AUC érték) Osszehasonlitdsa az in vitro alkalmazott gydgyszerddzissal.

Kigytjtottik gydgyszerenként az irodalomban hozzaférhetd maximadlisan elérhetd
plazmakoncentracidkat (Maximum Achieved Plasma Concentration; Cmax) (2. Tablazat
1-5. oszlop). A higitasi sorok gydgyszerkoncentracidit elosztva az adott gyogyszer Cmax
értékével a maximadlisan elérhetd plazmakoncentrdcié hdnyadoséat kaptuk meg (Ratio of
Maximum Achieved Plasma Concentration, RMAPC). A gyodgyszerenként és
koncentraciokként kiszamolt RMAPC, MCS és +SD értékeket a 4. Tablazat tartalmazza.
A sejtvonalak tulélési gorbéinek atlagit az RMAPC értékek fiiggvényében dbrizolva
lehetdvé vélt az egyes gyogyszerek hatasossaganak osszehasonlitisa. A 5. abran harom
hatéanyagcsoport tagjainak hatdsossdgat hasonlitjuk Ossze: az antraciklineket, a vinca

alkaloidokat és a taxanokat.

Antraciklinek Vinca alkaloidak Taxanok

- Epirubicin & Vincristin
@ Doxorubicin

- Daunorubicin 100

-8~ Vinblastin 80

& Paclitaxel
- Vinorelbin —= Docetaxel

d 0
10 100 1000 0.01 0.1 1 10
RMAPC

0.01 0.1 1 10 0.01 0.1

5 1
RMAPC RMAPC

5. abra

Az LCL-ek gyogyszerérzékenysége antraciklinek, vinca alkaloidok és taxanok esetében
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A 6. abran egy kozos RMAPC tengelyen gydgyszerenként abrazoljuk a tilélési gorbék
atlagit (MCS). Hatdsossdguk alapjdn az LCL-eken vizsgdlt gydgyszereket hdrom
csoportba osztottuk:

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

RMAPC érték 0,3 vagy ez alatt volt. (MCS <30%, RMAPC<0,3)
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 hatdstalannak tartottuk, vagyis az LCL-ek rezisztensek voltak

a szerre, ha az MCS 60% folé esett €s az RMAPC érték nagyobb volt mint 1. (MCS >

60%, RMAPC > 1)

Vizsgalataink szerint az LCL-ek kifejezetten érzékenynek bizonyultak: vincristinnel,
paclitaxellel, methotrexattal, epirubicinnel szemben (1. csoport). A gemcitabint,
doxorubicint, fluorouracilt, dactinomycint, docetaxelt, daunorubicint, etopozidot,
vinorelbint csak részlegesen tartottuk hatdsosnak (2. csoport). A legtobb LCL rezisztens
volt cyclophosphamidra, aszparagindzra, topotecanra, oxaliplatinra, bleomycinre, 6-
mercaptopurinra, hydroxyuredra, cladribinre, chlorambucilra, carboplatinra, bortezomibra,
cytarabinra, prednisolonra és vinblastinra (3. csoport). Alig észleltiink gy6gyszerhatast
oxaliplatin, bleomycin, cyclophosphamid, aszparagindz, hydroxyurea ¢és ifosphamid
esetében, mig vinblastin, chlorambucil, prednisolon és topotecan hatdsosnak bizonyultak,
de csak nagyon magas koncentraciéban. Ugyan a 3. csoportba tartozé gyogyszerek nem
tintek hatdsosnak LCL-eken, mas sejtvonalakon és primer tumorokon esetiinkben
dozisfiiggd novekedésgatlast észleltink (ezeket az adatokat itt nem szemléltetjiik).
Streptozotocin esetében nem tudtunk meghatarozni RMAPC értéket, mivel nem talaltunk
Cmax értéket meghatarozé farmakokinetikai tanulmanyt. RMAPC ugyancsak nem volt
meghatirozhat6 MG132 esetében, mivel ezt a szert nem haszndljak a klinikai
gyakorlatban. A streptozotocin - a kisérletekben alkalmazott koncentricidoban - nem
befolyasolta a sejtek tulélését. Mig az MG132 a legmagasabb koncentraci6kban hatdsosan
csokkentette a sejtek tdlélését, a hasonld hatdsmechanizmustd és klinikailag hasznalt
bortezomib nem bizonyult hatdsosnak.

A masik lehetéség, az in vitro gyégyszerkoncentracidk in vivo értékekkel torténd
Osszehasonlitdsdra az AUC értékek hasznélata. Ehhez az 6sszehasonlitdshoz a kovetkezd

egyenletet haszndltuk:

in vitro alkalmazott koncentracié (ung/mL) x 72 h / in vivo AUC (pgxh/mL) érték
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Az irodalomban taldlt in vivo AUC értékeket a 2. Tablazat foglalja Gssze. A fentiekhez
hasonl6 médon dbrazolva a gydgyszerenként meghatarozott MCS gorbéket egy kozos
RAUC (in vitro és in vivo AUC értékek hanyadosa; ratio of AUC values) tengelyen, a
carboplatin, methotrexat €s dactinomycin hatdsosabb gydgyszernek bizonyult - mint a
Cmax értékek hasznalatakor - de a gyogyszerek érzékenységének sorrendje nem véltozott.
Nem  valtozott a  gyogyszerek  érzékenységének  sorrendje a  kiilonbozo

gyogyszercsoportokban sem.

= Vincristin
§. Paclitaxel
'u? Epirubicin
5 Methotrexat
110 1 (1 |Gemeitabin
2 |Fluorouracil
100 - . | 3 |Dactinomycin
3. CSﬂpOI‘t Einoxoruhicin
5 5 | Etopozid
%0 «i | 6 [Daunorubicin
7 [Vinorelbin
80 8 [Docetaxel
9 |Oxaliplatin
10| Carboplatin
o 70 —
o~ 11
w 12 [Hydroxyurea
2 60 13|Prednisolon
‘W 14| Vinblastin
E + | 15|6-Mercaptopurin
| S0 &[16]Cladribin
2 [17]eytarabin
40 4 18|Topotecan
19 |Cyclophosphamid
30 20 (Ifosphamid
\ 21| Chlorambucil
\ 18 22 |Bleomycin
\
20 - flﬂerhotrexat b T \ 23 |Bortezomib
1. csoport EPfobICIn \ 21 Streptozotocin: nincs RMAPC
10 1 Pacutaxe! . 8 N MG-132: nincs RMAPC
nistin i iz gitlo
1] v T r v \
0.001 0.01 01 03 1 10 100 1000
6. abra

A 17 lymphoblastoid sejtvonal gyogyszerérzékenységének atlagértékei az RMAPC (Ratio of
Maximum Achieved Plasma Concentration) értékek fiiggvényében abrazolva

A kiilonbozo gydgyszercsoportok kiilonbozo szinnel vannak jelélve.
1. csoport: kifejezetten hatdsos gyogyszerek; 2. csoport: részben hatdsos gyogyszerek; 3. csoport : hatdstalan
gyogyszerek
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4.2. Citosztatikumok hatasa NK sejtek citotoxikus miikodésére

4.2.1. Az iij fluoreszcens citotoxicitds teszt dsszehasonlitdsa a standard > Cr
citotoxicitds teszttel

Az 1j fluoreszcens és standard °'Cr citotoxicitdsi tesztet azonos kisérleti
koriilmények kozott (inkubdciods idd, effektor-target ardny, lapos alji lemezek hasznilata V
alju lemezek helyett) gydgyszerek jelenléte nélkiil hasonlitottuk Ossze. Az NK vonalak
vizsgélata sordn az dltalunk kifejlesztett fluoreszcens médszer eredményei jol korrelaltak a
standard °'Cr citotoxicitds teszt eredményeivel. A 7. abra egy NK tumorvonal (NKL) és

két NK sejt klon 616képességét szemlélteti a két modszer alkalmazdsaval.

90
80 4 O
70 4 + [ qj fluoreszcens
teszt
60 4 O
o -+ standard Cr51
E 50 - + teszt
e 40 4
30 4
20
10 4 5‘_
0 ) ) L}
NKL 1 hétig IL-2-vel kezelt | 1 napig IL-2-vel kezelt
NK sejtek NK sejtek
3. klén 1. klén

7. abra
Az j fluoreszcens citotoxicitas teszt és a standard Cr™' citotoxicitas teszt 6sszehasonlitasa
Az NKL sejtvonalat és két IL-2 aktivdlt primer poliklondlis NK sejt prepardtumot inkubdltunk egyiitt 5 ordn

keresztiil a K562 targetsejtekkel. E:T ardny minden esetben 5:1
KE (killing effectiveness): az NK sejtek tumorsejtolo képessége
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4.2.2 A gyogyszerek hatdsa a kiilonbozo NK vonalak oloképességére

Nyolc kiilonbozo egészséges donortdl szarmazo poliklondlis NK sejt preparatumot
és négy NK tumorvonalat vizsgiltunk az uj fluoreszcens modszer segitségével. A
kiilonb6z6 vonalak kiilonbozd eredetliek voltak és kiilonbozd kord in vitro kultirdkbol
szdrmaztak. A vizsgdlat egészséges donoroktdl szdrmazd IL-2-vel stimuldlt egyhetes in
vitro kultiraideji NK vonalakat és frissen szepardlt csak 24 Jrds kultiraideji NK
vonalakat is tartalmazott.

Az NK tumorvonalak az dltalunk hasznélt 4j mddszerrel mérve viszonylag alacsony
0loképességet mutattak (<10%), emiatt a tumorvonalak eredményeit a tovdbbiakban nem
tudtuk felhaszndlni. A mikroszkopos kiértékeléshez a moddszer alklamazédsakor
sziikségszertien lapos alju lemezeket haszndltunk az 4ltaldnossdgban elterjedt V aljd
lemezek helyett. Mivel a tumorvonalak spontan mozgdsa lassi volt, a hatdsos
mukodésiikhoz nagy sejtstirliséget igényeltek volna. A vizsgilt NK vonalak kontroll KE
értékei az 5. Tablazatban taldlhatok. A kiilonboz6é eredeti NK sejtek o6loképessége
gyogyszerenként nagyon hasonléan véltozott meg. Ezt a jelenséget a 8. abra szemlélteti,
amely az Osszes NK vonal 0loképességét (killing effectiveness; KE) abrazolja a 29
gyogyszer esetében négy kiilonbozé koncentraciéban. A 9. dbra a gydgyszerek NK
sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsat (cytotoxic effect; CE%) mutatja be. Az MKE
értékeket a 6. Tablazat tartalmazza. Az dtords inkubacids id6 alatt vizsgalt gyogyszerek
egyike sem befolyésolta a K562 targetsejtek életképességét (nincs szemléltetve).

Az elpusztult NK sejtek szdma magasabb volt azokban a gydgyszerkezelt
kultdrdkban, amelyeket egy napig kezeltiink IL-2-vel, mint azokban, amelyeket egy hétig
tartottunk IL-2 jelenlétében. Egyik NK populdcié sem mutatott az elpusztult sejtek
szdmdaban dozisfiiggd novekedést. Ebbdl kovetkezik, hogy gydgyszerenként az NK sejtek
0loképességének dozisfiiggd csokkenése nem magyardzhaté az NK sejtek gydgyszer

indukalta pusztulasaval. (8-9. abra)
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Vinblastin Paclitaxel Docetaxel Cladribin

A Chlorambucil

=

Gemcitabin Dactinomycin Vincristin Vinorelbin
I = ——
T — __E = =
B Cytarabin Topotecan Daunorubicin Oxaliplatin

P— ] ——

e e | — = e
s ———— —

Aszparaginiz Bevacizumab Bleomycin Carboplatin

Cyclophosphamid Doxorubicin Epirubicin Etopozid

8. abra
A fluoreszcens teszttel vizsgalt NK sejtek olési képessége (KE; Killing effectiveness)

Az dbra az NK populdcick olési képességét dbrdzolja 29 kiilonbozé gyogyszer 4 koncentrdcidja jelenlétében.
Mindegyik vékogy gorbe 3 fiiggetlen mérés dtlagdt jeloli. A vastag szaggatott vonal a gorbék dtlagdt mutatja
(MKE; Mean Killing Efficacy). A fekete pontokkal jelolt gorbék IL-2-vel 1 napig kezelt NK sejtek dlési
képességét mutatja. A sziirke teriiletek a +standard devidciokat adjdk (SD).

A csoport: effektiv gyogyszerek (MKE min. < 60%)

B csoport: részben hatdsos gyogyszerek (70% > MKE min > 60%)

C csoport: nem hatdsos gyogyszerek (MKE min. > 70%)

X tengely: novekvd gyogyszerkoncentrdciok; Y tengely: NK sejtek KE értékei 0-120%
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Vinblastin Paclitaxel Docetaxel Cladribin
L\Q_—/v—//‘
S — S |
e —
Chlorambucil Bortezomib MG-132
S
Gemcitabin Dactinomycin Vincristin Vinorelbin:
Cytarabin Topotecan Daunorubicin Oxaliplatin
S S \//
Aszparaginaz Bevacizumab Bleomycin Carboplatin
’\\A—/
— S
B e ——

Cyclophosphamid Doxorubicin Epirubicin Etopozid
\‘_/—o\‘ /_x—"——_—‘
L —— T e ¢
Ee———— ___ ESaE—— e

e ——
Fluorouracil Hydroxyurea Ifosphamid Methotrexat
e —
Streptozotocin 6-Mercaptopurin

9. abra

A gyogyszerek citotoxikus hatasa (cytotoxic effect; CE %) az NK sejteken

Mindegyik vékony gorbe hdrom fiiggetlen mérés dtlagdt jeloli. A fekete pontokkal jelolt gorbék az IL-2-vel
egy napig kezelt NK sejtekhez tartozo adatokat jelolik. A gyogyszerek okozta citotoxikus hatdst (CE%) a
kovetkezo képlettel szamoltuk:

elpusztult NK sejtek szdma a gyogyszeres lyukakban / elpusztult NK sejtek szdma a kontroll lyukakban x
100%

A csoport: hatdsos gyogyszerek; B csoport: mérsékelten hatdsos gyogyszerek; C csoport: nem hatdsos
gyogyszerek

X tengely: novekvo gyogyszerkoncentrdciok; Y tengely: a gyogyszer citotoxikus hatdsa (CE%) a kontrollhoz
viszonyitva 0-500 % (a kontroll az NK sejtek pusztuldsdt jelenti gyogyszerek nélkiil, értéke 100%)
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4.2.3 A hatdstalan és kifejezetten hatdsos gyogyszerek meghatdrozdsa

Vizsgalataink alapjan az NK medialt citotoxicitast legkifejezettebben a kovetkezo
gyogyszerek gatoltdk: chlorambucil, MG-132, docetaxel, cladribin, paclitaxel, bortezomib,
gemcitabin, vinblastin (8. abra A csoport). MG132 esetében nem lehet RAUC éréket
meghatdrozni, mivel ezt a gydgyszert nem alkalmazzdk a klinikai gyakorlatban.

Az oxaliplatin, dactinomycin, cytarabin, daunorubicin, vincristin, topotecan
kevésbé bizonyult hatdsosnak. A legtobb NK vonal 6l6képességét nem befolydsoltdk a
kovetkezd szerek: bevacizumab, bleomycin, doxorubicin, epirubicin, vinorelbin,
carboplatin, methotrexat, ifosphamid, etopozid, hydroxyurea, azparagindz, fluorouracil, 6-

mercaptopurin, streptozotocin, cyclophosphamid.
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4.3. KG-1 sejtvonal danunorubicin érzékenységének valtozasa G-CSF
elokezelést kovetoen

4.3.1. A G-CSF receptor jelenléte és aktivdloddsa a KG-1 sejteken

Flow cytometria segitségével igazolni tudtuk a G-CSF receptor jelenlétét a KG-1
myeloid sejteken. (10. abra) Ismert, hogy a G-CSF az ERK/MAP kindz ttvonal
aktivalodasat idézi eld, amelyre a ERK/MAP kindzok izoformdinak foszforilaltsdgabol
kovetkeztethetiink. Azt, hogy a KG-1 sejteken taldlhaté G-CSF receptorokat a G-CSF
aktivdlja-e, az ERK-1 (p44/p42 MAP kindz) foszforilaltsigi szint valtozdsdnak kovetésével
(Western blot analizissel) {téltik meg. G-CSF kezelést kovetéen az ERK-1
O0sszmennyisége lecsokkent. A kezeletlen mintdban a foszforildlt ERK-1 nem volt
detektalhatd, 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 s a

megnovekedett foszforilaltsagi allapot 12 érat kovetden is megmaradt (11. abra).

KG-1
M1

128

10. abra

A G-CSF receptor jelenlétének igazolasa KG-1 sejteken flow cytometria segitségével

Fekete vonal: izotipus kontroll
Fekete vonallal hatdrolt sziirke teriilet: KG-1 sejtek G-CSF receptorral
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anti-p44/p42
A .. W MAP kiniz
0 3 6
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anti-P-p44/p42
B .' MAP kinaz
0 3 6 12

C ssawes e i kin
0 3 6 12 (idéorakban)

11. abra
A p44/p42 MAP kinaz foszforilacigjanak indukcidja KG-1 sejtekben G-CSF adasat kovetoen

A: p44/p42 MAP kindz (ERK-1) szintje
B: foszforildlt p44/p42 MAP kindz (phosphorylated ERK-1) szintje
C: kontroll

4.3.2. A daunorubicin és G-CSF hatdsa a KG-1 sejtekre
A G-CSF 6nmagaban egyik koncentracidban (10, 100, 1000ng/mL) sem valtoztatta

meg a KG-1 sejtek tulélését, (nincs bemutatva), a sejtek viszont érzékenynek bizonyultak a
daunorubicin alkalmazott koncentracidival szemben (12. abra). Az AIMV vagy az IMDM
tafolyadékok haszndlatakor nem észleltiink kiilonbséget az érzékenységi mintdzatban (12.
abra). A sejteket G-CSF-el és daunorubicinnel egyiitt kezelve doézisfiiggd jelenséget
észleltiink: a KG-1 sejtek G-CSF-el tortént elokezelését kovetden rilélésnovekedést
figyeltink meg a legmagasabb daunorubicin koncentracié esetében (2ug/mL) (13. abra).
Erdekes, hogy a tilélésnovekedés a legalacsonyabb koncentrici6ji G-CSF elSkezelést
(10ng/mL) kovetden sokkal kifejezettebb volt. A sejtek G-CSF eldkezelését kovetéen az
alacsony koncentracidju daunorubicin kezelés eredményeként az €16 sejtek szama kb.

20%-al tobb volt a kontrolléndl. (13. abra).
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12. abra

KG-1 sejtek daunorubicin érzékenysége, AIMV vagy IMDM tapfolyadékban tartva
Daunorubicin (DNR) koncentrdciok: 0.002-2 ug/ml

140 140
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13. abra

A KG-1 sejtek daunorubicin érzékenysége kiilonb6z6 koncentracioju G-CSF elokezelést
kovetéen

A: 10 ng/ml G-CSF elckezelés
B: 100 ng/ml G-CSF elckezelés
C: 1000 ng/ml G-CSF eldkezelés
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4.3.3. A felszini markerek expressziojdanak vdltozdasa G-CSF és daunorubicin
kezelést kovetoen

Flow cytometridval vizsgéltuk a kiilonb6z6 felszini markerek expressziéjanak
véaltozéasat annak az eldontésére, hogy a G-CSF jelenlétében megfigyelhetd daunorubicin
rezisztencia magyardzhaté-e a leukémids sejtek differencidlodasiaval. A hatasos G-CSF
koncentracié (10ng/mL) onmagaban egyik vizsgélt marker expresszidjanak szintjét sem
valtoztatta meg (CDl11la, CD11b, CDllc, CD34, CD58, CD86, HLA-DR). A magas
koncentraciéji daunorubicin (2ug/mL) kezelés azonban minden vizsgalt marker
expresszidjat lecsokkentette. G-CSF elOkezelést kovetden a daunorubicin hatdsira a

CD11a expresszidjanak szintje a tobbinél sokkal kifejezettebben csokkent (14. abra).
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14. abra

A differencialodasi markerek expresszios szintjének csokkenése G-CSF és dauorubicin
kezelést kovetden

Kezelések: drnyékolt: G-CSF onmagdban (10ng/mL); vastag vonal: daunorubicin énmagdban (2ug/mL);
pontozott vonal: izotipus kontroll; szaggatott vonal: G-CSF daunorubicinnal egyiitt (csak a CD11a esetében
dbradzoltuk, nyillal jelolve). A kezelés nélkiil AIM-V-ben tartott sejtek hisztogramjai nincsenek feltiintetve.
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5. Megbeszélés

A terdpids lehetOségek javuldsa ellenére a daganatos betegek egy részét ma is
elveszitjiik, a kezeléssel dacolé alapfolyamat, vagy az agressziv kemoterdpia sulyos
mellékhatdsai miatt. Az Orvendetesen egyre novekvd szamu tuléld esetében viszont
szamolnunk kell a terdpia toxikus mellékhatisaival: novekedési retardacid, hormonalis
problémdk, fertilitdsi gondok, kognitiv zavarok, kardiotoxicitds és legfoképpen a masodik
tumor veszélye fenyeget. Mindezen tiinetek negativan befolyasoljak a gyermekkori
daganatokbdl gydgyultak életmindségét, a tarsadalomba valo beilleszkedésiiket, a
csalddalapitast, korlatozzak péalyavélasztasukat. A kérdés jelentségét noveli az érintettek
nagy szama: egyes eldrejelzések szerint 2010-re minden otszdzadik felndtt gyermekkori
daganatbol gyégyult lesz.

Egyre siirgetobben meriil fel az igény a maindl hatdsosabb, de kevésbé toxikus
terdpia kidolgozdsdra. A hatékonysdg ma mdr a terdpia agresszivitdsdnak novelésével a
toxicitds egyidejli novekedése miatt tovibb nem fokozhatd. Differencidlt, egyénre szabott
kezelési modok kidolgozdsdra van sziikség. Ehhez nyujt segitséget a daganatos sejtek in
vitro gyégyszerérzékenységi vizsgdlata. Az altaldnosan haszndlt MTT teszt alkalmazdsa
gyermekkori ALL-ben Veerman és Pieters dltal vezetett holland munkacsoport nevéhez
flizodik [229]. Kiilonbozd citosztatikumok hatasat vizsgaltdk ex vivo leukaemids
blasztokon, és korreldciot figyeltek meg az egyes betegségcsoportok és a blasztsejtek in
vitro gyogyszerérzékenysége kozott [230, 231].

Magunk is MTT teszttel kezdtilk el vizsgdlatainkat, ami j6l hasznalhaté és
reprodukdlhat6 eredményeket adott a G-CSF myeloid blasztok daunorubicin
érzékenységére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor. Tovabbi betegségcsoportok in vitro
gyogyszerérzékenységének  vizsgdlatit is  terveztik nagyszdmud  citosztatikum
alkalmazasaval. Az MTT teszt azonban ilyen méretii munkara alkalmatlannak bizonyult a
vizsgdlathoz sziikséges nagy sejtszdm, valamint a mdédszer munka-, és iddigényessége
miatt. Az MTT teszt korldtainak lekiizdésére munkacsoportunk a stockholmi Karolinska
Intézetben kifejlesztett egy dj gydgyszerérzékenységi vizsgalati médszert, amelynek sordn
fluoreszcens automatizlt 1lézer konfokdlis mikroszkdpot alkalmazunk, a vizsgilat
kiértékeléséhez pedig Openlab alapu egyedileg tervezett programokat haszndlunk. A 384
lyukd lemezek hasznélata egyszerre 30 kiilonb6zd gydgyszer tesztelését teszi lehetdvé

triplikdtumokban, négy kiilonb6z6 koncentraciéban. A moddszer nagy érzékenységének
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koszonhetden a 30 kiilonbozd gydgyszer hatdsanak vizsgdlatdhoz mindossze 1,2 milli6 sejt
sziikséges. A mikroszképpal rogzitett képek tirolhatok, igy késdbb is Gjra analizdlhatok. A
modszer lehetOséget nyudjt a sejtszdm megaddsa mellett a sejtenként megéllapithatd
nagysag, korfogat, fluoreszcens intenzitds mérésére is. A lemezek készitése Biomek robot
segitségével automatizélt, és nagyszamu (akar 100) vizsgélati lemez készithetd egyszerre,
ami a vizsgdlatok reprodukdlhatésdgit biztositja. A fentiek alapjan a mdédszer eldnye, hogy
kivaléan alkalmazhat6 kiilonb6z6 primer daganatokon a hatdsos gyégyszerek gyors és
pontos kivédlasztasara nagyszamu sz6bajovo citosztatikum egyidejii vizsgalataval. Tovabbi
két in vitro modellt dolgoztunk ki annak tanulméinyozdsira, hogy az 4j in vitro
gyogyszerérzékenységi teszt eredményei hogyan hasznosithatok a klinikai protokollok
tovabbfejlesztésében. A lymphoblastoid sejtvonalakat j6 in vitro modellnek gondoltuk az
EBV asszocidlt lymphoproliferatiok gydgyszerérzékenységének tanulméanyozasara. Az NK
sejtek 0loképességét pedig azért kivantuk vizsgdlni citosztatikumok jelenlétében, hogy
megéllapitsuk, mely citosztatikumok befolydsoljak az NK sejtet alkalmazd immunterdpids

modszerek hatdsossagat, ha azt kemoterdpidval kombindltan alkalmazzdk.

5.1. Az epirubicin és paclitaxel hatasos gyogyszerek lehetnek a PTLD és
egyéb EBV indukalta lymphoproliferativ betegségek kezelésében

A PTLD kezelésével kapcsolatban nem végeztek multicentrikus kontrollalt
tanulmanyokat [121]. E betegség terdpidjaban az immunszuppresszio csokkentése [136], az
antivirdlis terdpia és az anti-CD20 humanizdlt monoklondlis antitestek haszndlata terjedt el
[138, 139], a betegség kezelésében azonban egyik emlitett méd sem bizonyult kelléen
hatdsosnak, kivéve ha a szervezet EBV-specifikus immunitdsa visszadll [136]. A fenti
kezelési formakra nem reagdlé esetekben napjainkban a non-Hodgkin lymphoma
kezelésére hasznalt kemoterdpids protokollokat alkalmazzak [140] annak ellenére, hogy az
EBV asszocialt lymphomdk a tobbi non-Hodgkin lymphométdl eltérd etioldgiai csoportot
képviselnek. Ezért a tuléld betegek szamanak noveléséhez 4j kemoterdpids protokollok
kialakitdsa, vagy az eddigi protokollok kiegészitése sziikséges a PTLD kezelésében eddig
még nem haszndlt, de varhatéan hatasos citosztatikumokkal. Azok gy6gyszerek ugyanis,
amelyek alacsonyabb koncentraciéban is hatasosak, kevesebb mellékhatdst okoznak és

kevésbé csokkentik a graft talélését.
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Eredményeink azt mutatjdk, hogy az EBV transzformalt lymphoblastoid
sejtvonalak gyogyszerérzékenységi mintizata a sejtek eredetétol fiiggetleniil
megegyezik. Ez a mintdzat nem véltozik tobb éves in vitro kultdrdban tartdst kovetden
sem. Ugy tiinik, hogy az EBV nemcsak sziikséges hanem elegendd etiolégiai tényezd
ahhoz, hogy az immunszupprimalt egyénekben a malignus immunoblastos B-sejtes
lymphoproliferativ betegség megjelenjen. Ezen esetek mindegyikében az EBV dltal kédolt
latencia-asszocidlt virusfehérjék irdnyitjdk a sejtproliferaciot anélkiil, hogy egyéb
nyilvanval6 genetikai véltozds sziikséges lenne. Ezeknek a daganatoknak a fenotipusa
nagyon hasonlit az in vitrro nove LCL-ekéhez, és azokhoz a kisérletesen létrehozott
tumorokhoz, amelyeket LCL-ek SCID egerekbe torténd intraperitonedlis inokuldcidjaval
kapunk [130]. Figyelembe véve az EBV transzformalt B-sejtek kariotipusdnak és
fenotipusdnak stabilitidsat, eredményeink alapjan feltételezhetjiikk, hogy a PTLD-k, az
AIDS-hez tdrsulo kozponti idegrendszeri lymphomdk és az X-kromoszomdhoz kotott
lymphoproliferativ betegségek hasonld gyogyszerérzékenységi mintdzatot mutathatnak az
altalunk vizsgalt nagyszdmu és kiilonféfe LCL-ekkel. Sugimoto és munkatérsai szerint az
EBYV medidlt transzformacié kétlépcsds folyamat, ahol az LCL-ek passzéldsit kdvetden a
sejtek aneuploidokka valhatnak, p53 muticidkat halmozhatnak fel, gatlédik a
pl6/retinoblastoma utvonal és csupasz egerekbe subcutan oltva azokat tumorképzdokké
valnak [232]. Ezzel szemben magunk azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt sejtvonalak koziil
azok, melyeket 6t éven keresztill folyamatosan kultirdban tartottak (IARCI171, LS,
980215), tovabbra is euploidok maradtak és lagyagaron csekély klonképzési képességet
mutattak. A legidésebb sejtvonal, a IARC171 vad tipusu p53-mal rendelkezik és subcutan
oltva nem tumorképzd, de intraperitonealisan SCID egérbe oltva generalizalt
immunoblastos lymphomat indukdl. Az a tény, hogy a PTLD transzplanticion atesett
betegekben nagyon gyorsan kialakulhat, azzal a megfigyeléssel egyiitt, hogy az EBV-vel
frissen fert6zott B sejtek néhany hét alatt generalizdlt immunoblastos lymphomat
hozhatnak létre, arra utal, hogy a PTLD kifejlodéséhez nem sziikségesek aneuploid sejtek.
normal kariotipusu LCL-ek sokkal érzékenyebbek egyes gydgyszerekre, mint a magas
telomerdz aktivitdsi és koéros kariotipussal birdk [233]. Ezek az adatok az daltalunk
bemutatott eredményekkel Osszhangban aldtdmasztjdk azt, hogy a gyorsan progredidléd
PTLD eltér6 gydgyszerérzékenységi mintdzatot mutathat azoktél az EBV pozitiv,

aneuploid, diffiz nagysejtes B-sejtes lymphomdéktol, amelyek példaul a dél-szaharai

58



Afrikdban AIDS-es betegekben jelentkeznek. Vizsgalataink szerint az euploid LCL-ek
kiilonosen érzékenyek a mikrotubulus ellenes szerekre és az antraciklinekre. Noha
mindkét emlitett csoport gydgyszerei mindegyik LCL-en doézisfiiggd sejtpusztuldst
okoztak, csak a vincristin, a paclitaxel, az epirubicin illetve a doxorubicin bizonyult
hatdsosnak, ha az in vitro haszndlt gydgyszerkoncentracidkat a legmagasabb elérhetd
plazmakoncentracié értékekkel (RMAPC) hasonlitottuk 6ssze.

Az alkildlé szerek, mint a cyclophosphamid ¢és ifosphamid nem okoztak
sejtpusztuldst az LCL-eken. Ez azzal a ténnyel magyarazhat6, hogy Oonmagiban egyik
gyogyszer sem aktiv és mindkét gydgyszert in vivo a maj konvertdlja aktiv metabolittd. A
prednisolon okozott ugyan sejtpusztulast, de csak igen magas koncentracidkban.
Kovetkeztetés:

A vincristin és a methotrexat részei a lymphomak kezelésében hasznalt CHOP és
VAPEC protokolloknak, de nincs irodalmi adat az epirubicin és a paclitaxel PTLD-ben
vagy egyéb EBV indukdlta lymphoproliferativ betegségben val6é alkalmazasarol.
Eredményeink alapjan javasoljuk az epirubicin és a paclitaxel beépitését a PTLD

kezelésére hasznalt protokollokba.
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5. 2. Az NK sejt alapt immunterapiaval kombinalhat6 citosztatikumok
Korabbi tanulmanyokban az NK medidlt citotoxicitis mértékét a rargetsejtek
citosztatikummal tortént elokezelését kovetéen tanulmanyoztdk [165] vagy az NK setjteket
kemoterdpids szerekkel kezelve vizsgaltdk azok tumorsejtold képességét [164, 166]. Nem
végeztek azonban nagyszamu citosztatikumra kiterjedd vizsgalatokat. Kisérletiinkben
kiilonbozé citosztatikum jelenlétében vizsgaltuk az NK sejtek oloképességét. Kisérleti
elrendezésiinkben az NK sejteket 20 oran keresztiil elokezeltiik a gydgyszerekkel annak
érdekében, hogy a citosztatikumok hatésat csak az NK sejteken teszteljiik. Ezt kovetden az
NK sejteket a targetsejtekkel inkubdltuk ot 6rdn keresztiill. A targetsejtek tdlélését a
gyogyszeres elokezelés nem befolydsolta, de az NK sejt targetsejteken bekovetkezd
0loképességére gyakorolt hatds nem zarhat6 ki. A kisérleti eredményeink azt igazoljak,
hogy az IL-2 aktivalt NK sejtvonalak azonos gyogyszerérzékenységi profilt mutatnak. Ez a
mintdzat nem véltozik az in vitro IL-2 kezelés tartamdnak véltoztatidsa esetén sem. A
topotecan, a 6-mercaptopurin és a bleomycin nem gatoltdk hatdsosan az NK sejtek
Oloképességét még nagyon magas AUC értékeknél sem. Carboplatin, methotrexat és
dactinomycin esetében nem észleltiink hatast, aminek az lehet a magyardzata, hogy a
sejtkultdrdk viszonylag alacsony RAUC értékii kezelésnek voltak kitéve. A chlorambucil
viszont hatdsosan gitolta az NK sejtek 0loképességét, ugynakkor mds alkildlé szer
esetében (cyclophosphamid, ifosphamid) ez a hatds nem volt megfigyelhet. Ez azzal
fligghet 0ssze, hogy az utdbbi két szer onmagéban inaktiv, in vivo a méjenzimek alakitjdk
at Oket aktiv metabolittd. A chlorambucil hatdsossidgat részben magyarazhatjak a magas in
vitro RAUC értékek. (2. abra, 3. Tablazat) A tobbi hatdsos gydgyszer in vitro ddzisa (in
vitro AUC értékek) megkozelitette a klinikailag alkalmazott ddzisokat. Reiter és
munkatdrsai nem észlelték az NK sejtek 6loképességének csokkenését cladribine kezelést
kovetden [234]. Ezzel ellentétben sajat kisérleti elrendezésiinkben ez a szer volt az egyetlen
a bdzisanalogok koziil, amely szignifikdnsan csokkentette az IL-2 aktivdlt NK sejtek
oloképességét. Sikeriilt kimutatnunk, hogy az NK sejtek kifejezetten érzékenyek a
mikrotubulus ellenes szerekre és a proteaszoma gdtlokra. Az NK sejt-medialt citotoxicitas
mikrotubulus héalézattél fiiggése jol ismert [164, 166]. Megfigyeltikk, hogy a kiilonbdzd
tipusi mikrotubulus gdtlok kiilonbozd mértékben gdtoljdk az NK sejtek oloképességét. A
vinorelbinnek és a vincristinnek sokkal kisebb hatdsa volt az NK sejtek kozvetitette
sejtolésre, mint a vinblastinnak, docetaxelnek vagy paclitaxelnek. Tobb tanulmany

beszamolt arrdl, hogy az NK sejtek proteaszomdinak kimotripszin aktivitidsa szerepet
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jatszhat a sejt medidlt citotoxicitdsukban [235-237]. Kitson és munkatirsai kimutattik,
hogy a szintetikus proteaszoma gitlok, mint a CEP-1508, CEP-1612 és CEP-3117
dozisfiiggden képesek gatolni a patkdny NK sejtek proteaszomadit és 50%-os gatlast mértek
az IL-2 aktivalt NK mediélt citotoxicitdsban [235]. Lu és munkatdrsai tanulmanyoztak,
hogy az MG132 képes csokkenteni a patkdny NK sejtjeinek 0loképességét, de ezt a
gyogyszer apoptézist indukdlé tulajdonsdgdval magyardztdk [238]. Vizsgdlatainkban
kimutattuk, hogy a proteaszoma inhibitorok még apoptozis indukcio hidnydban is képesek
hatdsosan gdtolni az NK sejtek oloképességét. A bortezomib klinikai gyakorlatban is
hasznélt citosztatikum, amely a 26S proteaszéma kimotripszinszerli aktivitasat
reverzibilisen gétolja. Egy tanulméany igazolta, hogy a bortezomib érzékenyitheti a
tumorsejteket a dendritikus sejt-aktivdlt immun effektor sejtek (NK sejtek, CD8+
lymphocytdk) altali sejtlizisre [239], de nem taldltunk kozleményt a bortezomib kdzvetlen
NK medialt citotoxicitast gatld hatdsarél. Eredményeink arra utalnak, hogy azok a
kemoterapias protokollok, amelyek proteaszoma inhibitorokat vagy mikrotubulus
gatlo szereket tartalmaznak, egyidejii alkalmazas esetén csokkenthetik az NK sejtes
immunterapia hatasossagat.

Kovetkeztetés:

Mivel az aszparaginaz, bevacizumab, bleomycin, doxorubicin, epirubicin, etopozid, 5-
fluorouracil, hydroxyurea, streptozotocin és 6-mercaptopurin esetében még magas
RAUC értékek mellett sem észleltink az NK medialt 6loképességre kifejtett kifejezett
hatdst, véleményiink szerint ezek hatdsosan kombindlhatok az NK sejtes adjuvéns
terdpidval. Néhany daganatellenes gydgyszer esetében beszdmoltak arrdl, hogy azok a
tumorsejteken az NK receptorokat aktivalo ligandok expresszidjat indukaljak, kifejezetten
novelve a tumorsejtek elleni NK medidlt citotoxicitast. Ez az informacié az &ltalunk
bemutatott eredményekkel egyiitt segitséget nyujthat a jovoben az NK sejt alapu adjuvans

immunterapids protokollok megtervezésében.
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5.3. G-CSF csokkentheti a myeloid markereket hordozé leukémiasejtek
daunorubicin érzékenységét

A kol6nia stimuldlé faktorokat, a mieloszuppressziv gyogyszerekkel kezelt
betegek ldzas neutropenidjanak és fertdzéseinek megeldzésére, illetve (a csontvel6i
regenerdcié stimuldldsdval) azok kezelésére haszndljdk. A klinikai gyakorlatban
bizonyitast nyert, hogy a daganat ellenes kezelésben részesiilo solid tumoros beregekben a
myeloid citokinek biztonsdgosan alkalmazhatok.. In vitro tanulmanyok kimutattdk, hogy a
G-CSF AML-ben a blasztsejtek proliferacidjat okozza, ezért a klinikusok féltek attdl, hogy
hasznélata e betegségben felgyorsithatja a betegségfolyamatot [240-242]. Ezzel ellentétben
kettds vak klinikai tanulmanyokban igazoltdk, hogy a G-CSF addsa AML-es betegekben
nem okozza a leukémids sejtek proliferaciéjat [181]. Napjainkban a G-CSF-et mind akut
myeloid (AML), mind akut lymphoid (ALL) leukaemidban — bizonyos fokig eltérd
indikdcidval alkalmazzak. Mivel AML-ben a G-CSFR expresszalodik a sejtfelszinen, a G-
CSF hasznos a daganatsejtek szinkronizdldsira, a blasztsejtek S-fazisban hat6
kemoterdpids szerek irdnti érzékenységének fokozasara [182]. Emellett az AML-es betegek
indukcids terdpidjat kovetden a ldzas neutropenids iddszak lerdviditésére is szolgal [170,
183]. Gyermekkori ALL-ben a G-CSF adds indikdcidja az utobbi. Alkalmazdsa
sz€éleskorben elterjedt, mivel élettani koriilmények kozott nem befolydsolja a lymphoid
hat az ALL-es blasztokra sem [169]. E feltételezéssel szemben azonban tobb tanulmany
bizonyitotta, hogy a B-, vagy T-sejtes leukémidk, bifenotipusos leukémia sejtek vagy
specifikus traszlokiacidkat hordoz6 lymphoid leukémia sejtek G-CSF receptorokat
expresszalhatnak és képesek exogén G-CSF-re reagédlni [187, 188, 190-192]. Munkank
soran azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a G-CSF sejtszuszpenzioban a KG-1
leukémia sejtek citosztatikumérzékenységét. Azok az akut lymphoblastos leukémia
sejtek, amelyek G-CSF receptort hordoznak a felsziniikon, gyakran myeloid markereket is
expresszdlnak. Ezért a KG-1 myeloid leukémids sejtvonal j6 modellnek tiint a G-CSF
hatdsdnak tanulmanyozdsidra nemcsak AML, hanem a fent emlitett specidlis ALL—ek
szempontjabol is.

Litvinova és munkatdrsai [243] a G-CSF hatdsét citozin-arabinoziddal (cytarabin),
etopoziddal és doxorubicinnal kombindlva tanaulmidnyoztdk ALL-es és AML-es
blasztokon, de nem figyeltek meg a sejteken G-CSF hatdsdval magyardzhat6 szignifikans

tulélésnovekedést. Kisérletinkben a KG-1 sejtek G-CSF és viszonylag magas

62



koncentrici6éji daunorubicin kombindlt kezelését kovetden a sejtek tilélésnovekedését
figyeltik meg. A G-CSF onmagaban nem valtoztatta meg a leukémias sejtek tulélését,
szignifikansan tobb volt a kontrolhoz képest, ami a sejtek életképességének
megnovekedését jelzi. A sejtek gyogyszerérzékenységének csokkenését az MDR pumpa
aktivdlodéasa is okozhatja. Kordbban kimutattdk, hogy AML-es betegekben az ATP-
dependens efflux pumpdk (példaul MDR-1) expresszidjanak novekedése kemoterdpids
szerekkel szembeni rezisztencidval és a betegség kedvezodtlen kimenetelével tarsulhat
[244]. Kisérletiinkben a daunorubicin az MDR-1 fehérje jelentds sejtfelszini csokkenését
okozta, ami azt sugallja, hogy az esetiinkben észlelt gydgyszerrezisztencia nem
magyarazhat6 az emlitett efflux pumpa a hatdsdval.

A  G-CSF molekula G-CSF receptorhoz kotdédése granulocyta irdnyu
differencidlédést okoz és az ERK-1/2 enzimek gyors és tartds aktivdléddsat eredményezi
[245]. A KG-1 sejtek G-CSF kezelését kovetden a foszforildlt ERK-1/2 szint emelkedését
figyeltiik meg, amely a G-CSF receptorok aktivdlodédsit bizonyitotta. Annak érdekében,
hogy vizsgidlni tudjuk a G-CSF kezelés eredményeképpen 1étrejovd feltételezett
sejtdifferencidlodast, a KG-1 sejteken tovabbi felszini markerek expresszidjat is vizsgaltuk.
A KG-1 myeloid sejtek felszinén dltalunk vizsgilt molekuldk expresszidja bizonyitottan a
monocytdk makrofaggd torténd differencidloddsa alatt valtozik [246]. Kisérleti
rendszeriinkben a daunorubicin Onmagdban minden vizsgalt marker expresszidjat
csokkentette. A sejteket G-CSF-el és daunorubicinnel egyiittesen kezelve a CD11a
expresszios szintjének még kifejezettebbb csokkenését mértiik. A CD11a a lymphocyta
funciéhoz kotott antigén-la-nak felel meg (lymphocyte function-associated antigen-1a:
LFA-1a vagy CDlla), az egyetlen integrin, amely mindegyik leukocyta vonalon
expresszalodik. Kulcsfontossdgi adhéziés molekulaként az immun és gyulladdsos
folyamatokban vesz részt, és egyben jelatvivé molekulaként is mitkodik [247]. Az LFA-1
expresszidja és funkcidja a sejtaktivalodads €s a differencidlodas stadiumatdl fiigg [248].
Ismert, hogy a c-myc B lymphoblastoid sejteken az LFA-1 transzkripcids és
poszttranszkripcids faktor downreguldlédasat okozza [249]. Monocytdk makrofagokka
differencidlédasa a CDI11a molekula expressziéjanak csokkenésével jar [246]. Azt is
kimutattdk, hogy a G-CSF tilélési szigndlokat biztosit a sejt szdmdra az apoptotikus
utvonalak szuppresszidjaval a p21lras/MAP kindz szignalizdcids tdtvonalon keresztiil és a

BCL-2 antiapoptotikus fehérje szintjének emelésével [186, 250]. Eredményeink azt
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mutatjdk, hogy a G-CSF és a daunorubicin egyiitt szinergista modon csokkenthetik a
CD11a szintjét.

Kovetkeztetés:

Osszegezve a fentieket elképzelhetd, hogy a daunorubicin dltal okozott differencialéddsi
hatds a G-CSF dltal el6idézett antiapoptotikus szignallal parosulva a sejtek tulélését és
gybgyszerrezisztencidjat fokozhatja. Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a
G-CSF alkalmazasa potencialis veszélyt jelenthet azon lazas neutropenias ALL-es
betegek szamara, akiknek az ALL-es blasztjai myeloid markereket és G-CSFR-t is
hordoznak felsziniikon, és akiket egyidejiileg daunorubicinnel kezelnek. A fentiek
értelmében a G-CSF Kklinikai alkalmazasa ALL-ben individualis megitélést tesz
sziikségessé. Masrészt (annak ellére, hogy az indukciés terapiat kovetéen adott G-
CSF AML-es betegekben nem okoz blaszt proliferaciot) szamolnunk kell azzal a

ez 2

daunorubicinnel szembeni rezisztenciat okozhat.

Munkédnk sordn ramutattunk arra, hogy a daganatos betegek tdlélésének javitdsa a
jovoben leginkdbb az egyénre és betegségére szabott terdpia alkalmazédsaval valdsithatd
meg. A daganatos betegségek terdpia érzékenységiiket tekintve ugyanis sokkal
heterogénebbek, mint ahdny mesterségesen kialakitott terdpids csoportba besoroljuk
azokat. Az idedlis terdpiat az in vitro gyogyszerérzékenységi vdlasz alapjan egyedileg
kivélasztott citosztatikum kombindcié alkalmazdsa jelentené. Nem szabad azonban
elfelejteniink, hogy az in vitro végzett gyogyszerérzékenységi vizsgalatok eredményei
eltérhetnek a klinikailag észlelt terdpids valasztol. Ez azzal magyardzhatd, hogy az
alkalmazott in vitro rendszerek csak részben vagy alig képesek utdnozni a szervezetben
lezajlé farmakokinetikai, farmakodianamikai folyamatokat, amelyek a citosztatikumok
hatdsat jelentds mértékben befolydsolhatjak. Olyan esetben viszont, amikor a citosztatikum
aktiv formaja nem hatdsos in vitro nagy valdszintiséggel nem varhatunk hatast in vivo sem.
Az éltalunk bemutatott médszerrel nagyszdmu gydgyszer koziil valaszthatjuk ki az in vitro
hatdsosakat, s ennek alapjan kevesebb gydgyszerrel prébalkozhatunk in vivo, amelyek
kozott a  klinikailag hatdsosak is  megtaldlhatéak lesznek. Az in  vitro
gyogyszerérzékenységi vizsgélatok igy ma mar lehetdséget kindlhatnak 4j kezelési sémak
kialakitdsara, elsésorban olyan ritkdn el6fordulé daganatos betegségekben és tumor

recidivdk esetén, amelyek kezelésére a kis betegszdm miatt nem rendelkeziink
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multicentrikus tanulmanyokkal aldtdmasztot hatdsos terdpids protokollokkal, vagy

amelyekben a jelenleg alkalmazott kezelési médok nem jarnak kell6 eredménnyel.

5.4. Uj megallapitasok

1.

Lymphoid sejtvonalakon végzett in vitro gydgyszerérzékenységi vizsgdlataink
eredménye alapjdn javasoljuk az in vifro hatdsosnak bizonyult és napjaink
gyakorlatiban nem hasznélt epirubicin és paclitaxel beépitését a PTLD kezelésére
hasznélt protokollokba.

Megillapitottuk, hogy a proteaszéma inhibitorok és a mikrotubulus gatlé
szerek - egyidejii alkalmazds esetén - csokkenthetik az NK sejtes immunterdpia
hatdsossdgiat. Mivel az aszparagindz, bevacizumab, bleomycin, doxorubicin,
epirubicin, etopozid, 5-fluorouracil, hydroxyurea, streptozotocin €s 6-
mercaptopurin esetében még magas RAUC értékek mellett sem észleltiink az NK
medidlt Oloképességre kifejtett kifejezett hatast, ugy véjiik, hogy ezek a
gyogyszerek hatdsosan kombindlhatok az NK sejtes adjuvans immunterdpiaval.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a G-CSF alkalmazdsa potenciélis
veszélyt jelenthet azon ldzas neutropenids ALL-es betegek szamara, akiknek ALL-
es blasztjai myeloid markereket is hordoznak felsziniikén, amennyiben a beteget
ezalatt daunorubicinnel kezelik. A fentiekben leirtak értelmében a G-CSF klinikai
alkalmazasa ALL-ben individualis megitélést tesz sziikségessé. Ugyancsak
felmeriil a lehet0sége annak, hogy az AML-es betegek adjuvans terdpidjdban

alkalmazott G-CSF daunorubicinnel szembeni rezisztenciat okozhat
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6. Osszefoglalas

A malignus betegségben szenveddk kezelési eredményeinek tovabbi javitisa a
jovOben a terdpia agresszivitisanak novelése helyett egyre inkdbb az egyénre szabott,
individualizalt terdpiatdl varhatd. A daganatos betegségek ugyanis sokkal heterogénebbek
anndl, ahogy azt a jelenlegi terdapids besorolasuk tiikrozi. Az in vitro
gyogyszerérzékenységi vizsgalatok segitségével meghatarozott hatdsos citosztatikumok
alkalmazdsa javithatja a betegség kimenetelét. Az EBV dltal indukalt lymphoproliferativ
betegségek kemoterdpidjara leggyakrabban non-Hodgkin lymphoma protokollokat
alkalmaznak és nincsenek erre a betegségcsoportra specifikusan  kivalasztott
citosztatikumok. Mivel a lymphoblastoid sejtvonalak (LCL) a poszttranszplanticios
lymphoproliferativ betegség (PTLD) j6 in vitro modelljéiill szolgélhatnak, 17 LCL
sejtvonal in vitro gyogyszerérzékenységét vizsgaltuk. Az €16 és elpusztult sejtek pontos
szdmat automatizdlt 1ézer konfokdlis fluoreszcens mikroszkép segitségével hataroztuk
meg. Az LCL-ek eredetiiktdl fiiggetleniill nagyon hasonlé gydgyszerérzékenységi
mintdzatot mutattak a 29 gyakran haszndlt citosztatikummal szemben. Az LCL-ek
kifejezetten érzékenynek bizonyultak vincristinnel, methotrexattal, epirubicinnel és
paclitaxellel szemben. Eredményeink felvetik annak a lehetéségét, hogy a PTLD
kezelésére hasznalt kemoterdpids protokollokban az epirubicin és paclitaxel alkalmazasa
indokolt lehet. Meghataroztuk 28 gyakran alkalmazott citosztatikum esetében az NK sejtek
Oloképességére kifejtett hatast. Azt taldltuk, hogy a kovetkezd citosztatikumok
csokkentették az NK sejtek tumorsejt 616 képességét azok életképességének csokkenése
nélkiil: vinblastin, paclitaxel, docetaxel, cladribin, chlorambucil, bortezomib, MG-132.
Mais gyodgyszerek viszont az in vivo maximdlisan elérhetd gydgyszerddzisndl magasabb
értékek esetén sem befolyasoltak az NK sejtek oloképességét. Eredményeink arra utalnak,
hogy az aszparagindz, a bevacizumab, a bleomycin, a doxorubicin, az epirubicin, az
etopozid, az 5-fluorouracil, a hydroxyurea, a streptozocin és a 6-mercaptopurin hatdsosoan
kombindlhaték az NK sejt-alapi adjuvans immunterdpiaval. MTT tesztet alkalmazva
vizsgiltuk a G-CSF hatdsat a leukémids sejtek daunorubicin érzékenységére. A KG-1
myeloid leukémids sejtek G-CSF elokezelését kdvetden a sejtek daunorubicinnel szembeni
rezisztencidja kifejezett novekedést mutatott. Ez az AML és a gyermekkori ALL adjuvéns
terapidjaként alkalmazott G-CSF haszndlatdnak kockédzatira hivja fel a figyelmet.
Ertekezésemben az in vitro gyégyszerérzékenységi teszt klinikai alkalmazdsdnak néhany

modjat kivantam bemutatni. A ritka malignus betegségekben és az el6rehaladott tumoros
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betegségekben - az esetek kis szdma miatt — nem dllnak rendelkezésiinkre multicentrikus
randomizdlt tanulmédnyokkal aldtdmasztott hatdsos kemoterdpids protokollok. Az in vitro
gyogyszerérzékenységi teszt alkalmazdsa ezen daganatos betegségek esetében (j

citosztatikum megvdlasztdsaban, hatdsos protokollok kifejlesztésében nyujthat segitséget.

Summary

The survival of patients with malignant diseases can be increased in the future
using a more individualized therapy. Malignancies are more heterogenous in their drug
sensitivity than they are rated into different subgroups for cytostatic treatment. Using of
effective drugs determined by in vitro drug sensitivity test might result in a better clinical
outcome. The most frequently used chemotherapy regimes originate from the non-Hodgkin
lymphoma protocols and there are no specific cytotoxic drugs that would have been
specifically selected against EBV induced lymphoproliferative disorders. As
lymphoblastoid cell lines (LCLs) are well established in vitro models for posttransplant
lymphoproliferative disorders (PTLD), we have assessed 17 LCLs for cytotoxic drug
sensitivity. The precise number of living and dead cells was determined using a custom
made automated laser confocal fluorescent microscope. Independently from their origin,
LCLs showed very similar drug sensitivity patterns against 29 frequently used cytostatic
drugs. LCLs were highly sensitive for vincristine, methotrexate, epirubicin and paclitaxel.
Our data suggest that the inclusion of epirubicin and paclitaxel into chemotherapy
protocols against PTLD may be justified. We characterized the effect of 28 frequently used
chemotherapeutic agents on the capacity of NK cells to kill target cells. We found that
treatment of NK cells with the following drugs: vinblastine, paclitaxel, docetaxel,
cladribine, chlorambucil, bortezomib, MG-132 effectively inhibited NK mediated killing,
without affecting the viability of NK cells. On the other hand we found drugs that
permitted efficient NK-mediated killing even at concentrations comparable to or higher
than the maximally achieved therapeutic concentration in vivo, in humans. We suggest that
these drugs could be combined effectivelly with NK based adjuvant immunotherapy:
asparaginase, bevacizumab, bleomycin, doxorubicin, epirubicine, etoposide, S-fluorouracil,
hydroxyurea, streptozocin and 6-mercaptopurine. Using MTT assay we also investigated
how G-CSF might influence the sensitivity of leukemic cells to daunorubicin induced cell
death.. After pretreatment of KG-1 leukaemic cells with G-CSF a moderate increase in the

resistance of the cells to daunorubicin could be observed. This may draw attention to the
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risk of G-CSF application as an adjuvant therapy of AML and childhood ALL. In this
thesis the author wanted to show possibble ways to use the in vitro drug sensitivity assay
for the clinical practice. In some patients where no effective protocols proved by
multicentric randomized studies are available, in case of rare malignant diseases or in
advanced tumors our new in vitro drug sensitivity assay may give a good possibility to

develop novel cytostatic protocols against these malignancies.
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10. Fiiggelék
10.1. Tablazatok

In vitro gyogyszerérzékenységi tesztek osszehasonlitasa

Teszt neve / Prediktiv Szenzitivitas | Specificitas

referencia érték % % %

MP teszt [109] 86 94 75
DiSC teszt [251] 77 94 71
MTT teszt [251] 83 86 86
ATP teszt [251] 93 86 86

1. Tablazat

MP (monolayer proliferation assay); DiSC (differential staining toxicity); MTT (metil-thiazol-
tetrazolium); ATP (adenosine triphosphate biolumicescence asssay);

A prediktiv érték, specificitds, szenzitvitds szdmoldsa:

VP(valodi pozitiv): az a beteg, akinél a teszt in vitro szenzitivnek bizonyult, és akinél a gyogyszer
hatdsos in vivo;

VN (valodi negativ): in vitro rezisztens, in vivo nem hatdsos;

AP( dlpozitiv): in vitro szenzitiv, in vivo rezisztens;

AN(dlnegativ): in vitro rezisztens, in vivo szenzitiv

Prediktiv érték =VP/(VP+AP)

szenzitivitds (klinikailag érzékeny esetek eldre jelzése) = VP/(VP+AN)

specificitds (klinikailag rezisztens esetek eldre jelzése) =VN(VN+AP)
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LCL-ek gyogyszerérzékenységének meghatarozasahoz hasznalt

yogyszerek, Cmax, AUC értékek

Gv6 5 4ri né APt Invitro ok | SmeX | In vivo dezis AUC | In vivo dézis i
yogyszercsoportok Gyogyszer neve Gyari név, gyarto koncentraciok érték Referencia
(png/mL) (ng/mL) (Cmax) (ng x h/mL) (AUC)
epirubicin Epirubicin Meda, Meda 0.026-1.66 9 120 mg/m? 2.412 90 mg/m? (Fogli , 2002)[203]
g @ antraciklinek daunorubicin Cerubidin®, Aventis Pharma 0.065-4.166 0.49 0.95 mg/kg/45 min 1.2786 1.5 mg/kg (Andersson , 1979)[204]
§ s doxorubicin Doxorubicin Teva, Teva 0.026-1.66 0.93 50 mg/m® 0.82464 50 mg/m? (Toffoli , 2004)[205]
g_% epipodophylliotoxin etopozid Sigma 0.325-20.833 25 53 mg/m?/nap 5.06 100mg/m?/nap (Minami , 1995)[252] (Gruber ,1995)[206]
= 2| camptothecinek topotecan Hycamtin®, GlaxoSmithKline 0.052-3.33 0.0084 2.3 mg/m?*/nap 0.0196 1.2 mg/m?/nap (Gerrits , 1999)[207]
" taxanok paclitaxel Taxol, Orifarm 0.078-5 3.38 175 mg/m? /3h 13.49 175 mg/m? (Fogli , 2002)[203]
= docetaxel Taxotere®, Aventis Pharma 0.52-33.33 2 60 mg/m? 3.326 85 mg/m? (Rischin , 2002)[208]
:% « vincristin Vincristine Mayne, Mayne Pharma | 0.0065-0.416 0.37 1.4 mg/m? 0.182 1.32 mg/m? (Terashi , 2000)[253] (Desai , 1982)[209]
§ % vinca alkaloidok vinblastin Velbe®, STADApharm 0.013- 0.833 0.005 1.5 mg/m® /24h 0.218 1.7 mg/m? (Stewart , 1983)[254] (Bates ,)[210]
Eo vinorelbin Navelbine®, Pierre Fabre 0.13-8.33 0.83 200mg/hét 0.899 80 mg/m?/hét (Zhou , 1991)[255] (Freyer , 2003)[211]
platina anal6gok carboplatin Carboplatin Mayne, Mayne Pharma 0.13-8.33 0.046 360 mg/m? 348000 360 mg/m? (Ghazal-Aswad , 1996)[212]
oxaliplatin Eloxatin, Sanofi-Synthelabo 0.065-4.166 3.2 130 mg/m? 71.5 130 mg/m? (Gamelin , 1997)[256] (Graham , 2000)[213]
félsav antagonisa methotrexat Methotrexate Pharmacia, Pfizer 0.325-20.833 363 8-12 g/m? 13200000 12 g/m? (Bacci , 2006)[257] (Crews , 2004)[214]
% | ourn antagonistak | &mereaptopuri Sigma 1.085-69.44 2 2.8 makq ordlis 0.2587 85 mg/m? (Chan , 1989)[215]
g cladribin Leustatin, Janssen-Cilag 0.013-0.833 0.0356 5 mg/m® 0.1541 5 mg/m? (Albertioni , 1998)[216]
% o fluorouracil Fluorouracil Mayne, Mayne Pharma 0.65-41.66 55.4 400 mg/m? 11.59 400 mg/m? (Casale , 2004)[217]
-% anﬁ’gggﬁ;’t‘ék cytarabin Cytarabine Pfizer, Pfizer 1.302-83.33 10.8 3 g/m? 523.4 1 g/m? (DeAngelis , 1992)[258] (Gruber , 1995)[206]
B gemcitabin Gemzar, Orifarm 0.781-50 22.3 1000 mg/m? 9.3 1000 mg/m? (Fogli , 2002)[203]
antitumor bleomycin Bleomycin Baxter, Baxter 0.39-25* 0.19* 30 IU/nap 0.089 8 IU/ kg/nap (Broughton , 1977)[259] (Peng ,1980)[218]
antibiotikumok dactinomycin Cosmegen®, MSD 0.006-0.416 0.1 1.5 mg/m? 300 1.5 mg/m? (Veal , 2005)[219]
proteaszéma bortezomib Velcade®, Janssen-Cilag 0.013-0.833 0.08 1.45 mg/m? 0.0438 1.45 mg/m? (Papandreou , 2004)[220]
inhibitorok MG132 Sigma 0.13-8.33 #
cyclophosphamid Sendoxan, Baxter 0.52-33.33 37.2 50 mg/kg 367 50 mg/kg (Xie , 2006)[221]
- ifosphamid Holoxan®, Baxter 0.52-33.33 56.63 16 g/m? 96h alatt 1827.7 3g/m?/day (Wright , 1995)[260] (Boddy , 1996)[222]
alkilal6 szerek chlorambucil Sigma 1.302-83.33 0.49 0.2 mg/m? 0.883 0.2 mg/m? (GlaxoSmithitfine fesearch Triangle
ark)[223]
streptozotocin Sigma 0.65-41.66 o
aszparaginaz Asparaginase Medac, Medac 0.065-4.166" 4.48* 10000 IU/m? 0.943 30000 1U/m? (Ho , 1981)[261] (Ylikangas , 2002)[224]
egyéb hydroxyurea Sigma 0.65-41.66 21 18mg/kg 82.49 15 mg/kg (Gwilt , 2003)[262] ( Yan , 2005)[225]
prednisolon Di-Adreson F Aquosum, Organon 1.56-100 0.325 1 mg/kg/nap 1.33 1 mg/kg/nap (Rostin , 1990)[263]

2. Tablazat,
Cmax: a gyogyszer beaddsa utdni legmagasabb plazmakoncentrdcio; *bleomycin és aszparagindz esetében a koncentrdciok IU/mL-ben vannak feltiintetve

AUC: a gyogyszerkoncentrdcio idogorbe alatti teriilete; #: nem haszndljdk a klinikumban; X: nincs adat
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A hasznalt gyégyszerek AUC érékei és az NK sejtekre szamolt RAUC értékek

] ] o o Koncentraciok Koncentraciok AUC in In vivo . RAUC értékek
Gyogyszercsoportok Gyoygszer neve Gyari név, gyarté az NK"seltekkeI targgtse]tekkel vivo dozis Referencia NK sejtekkel
egyediil (ug/mL) | egyutt (ug/mL) (g x h/mL) (AUC)
- epirubicin Epirubicin Meda, Meda 0,02-2,5 0,01-1,245 2,412 90 mg/m? (Fogli , 2002)[203] 0,17-20,65
g £ antraciklinek daunorubicin Cerubidin®, Aventis Pharma 0,05-6,25 0,02-3,125 1,2786 1,5 mg/kg (Andersson , 1979)[204] 0,75-97,75
§ g doxorubicin Doxorubicin Teva, Teva 0,02-2,5 0,01-1,245 0,82464 50 mg/m? (Toffoli , 2004)[205] 0,5-60,4
§§ epipodophyllotoxin etopozid Sigma 0,244-31,25 0,12-15,625 5,06 100mg/m?/nap (Gruber ,1995)[206] 0.97-123,52
FE camptothecinek topotecan Hycamtin®, GlaxoSmithKline 0,04-5 0,02-2,5 0,0196 1,2 mg/m?/nap (Gerrits , 1999)[207] 39,85-5101
” taxanok paclitaxel Taxol, Orifarm 0,06-7,5 0,03-3,75 13,49 175 mg/m? (Fogli , 2002)[203] 0,08-11,12
g docetaxel Taxotere®, Aventis Pharma 0,4-50 0,2-25 3,326 85 mg/m? (Rischin , 2002)[208] 2,35-301
5 o vincristin Vincristine Mayne, Mayne Pharma 0,005-0,625 0,003-0,312 0,182 1,32 mg/m? (Desai , 1982)[209] 0,5-68,67
§ % vinca alkaloidak vinblastin Velbe®, STADApharm 0,001-1,25 0,005-0,625 0,218 1,7 mg/m? (Bates ,)[210] 0,9-114,6
= o vinorelbin Navelbine®, Pierre Fabre 0,098-12,5 0,05-6,25 0,899 80 mg/m?/hét (Freyer , 2003)[211] 2,17-277.94
platina analégok carboplatin Carboplatin Mayne, Mayne Pharma 0,098-12,5 0,05-6,25 348000 360 mg/m? (Ghazal-Aswad , 1996)[212] 5,6x10°-0,0008
oxaliplatin Eloxatin, Sanofi-Synthelabo 0,05-6,25 0,025-3,125 71,5 130 mg/m? (Graham , 2000)[213] 0,02-1,75
félsav antagonista methotrexat Methotrexate Pharmacia, Pfizer 0,244-31,25 0,12-15,625 13200000 12 g/m? (Crews , 2004)[214] 3,7x107-4,7x10°®
é urin antadonistak 6-mercaptopurin Sigma 0,814-104,16 0,4-52,08 0,2587 85 mg/m? (Chan , 1989)[215] 62,8-8052,57
g P g cladribin Leustatin, Janssen-Cilag 0,01-1,25 0,005-0,625 0,1541 5 mg/m? (Albertioni , 1998)[216] 1,26-162,17
% . 5-fluorouracil Fluorouracil Mayne, Mayne Pharma 0,488-62,5 0,244-31,245 11,59 400 mg/m? (Casale , 2004)[217] 0,85-107,83
-% anfggg;ﬁ;’t‘ék cytarabin Cytarabine Pfizer, Pfizer 0,977-125 0,5-62,5 523,4 1 g/m? (Gruber , 1995)[206] 0,04-4,78
© gemcitabin Gemzar, Orifarm 0,586-75 0,3-37,5 9,3 1000 mg/m? (Fogli , 2002)[203] 1,25-161,3
antitumor bleomycin Bleomycin Baxter, Baxter 0,293-37,5* 0,15-18,75* 0,089* 8 IU/ kg/nap (Peng ,1980)[218] 65,5-8427
antibiotikumok dactinomycin Cosmegen®, MSD 0,005-0,625 0,003-0,312 300 1,5 mg/m? (Veal , 2005)[219] 0,00033-0,0416
proteaszéma bortezomib Velcade®, Janssen-Cilag 0,01-1,25 0,001-0,625 0,0438 1,45 mg/m2 (Papandreou , 2004)[220] 4,45-571
inhibitorok MG132 Sigma 0,098-12,5 0,05-6,25 # o
cyclophosphamid Sendoxan, Baxter 0,4-50 0,2-25 367 50 mg/kg (Xie , 2006)[221] 0,02-2,72
- o ifosphamid Holoxan®, Baxter 0,4-50 0,2-25 1827,7 3g/m?/nap (Boddy , 1996)[222] 0,005-0,55
alkilalo agensek chlorambucil Sigma 0,977-125 0,5-62,5 0,883 0,2 mg/m? (G'aﬁigfg*g;‘ri)g‘zsgarCh 22,12-2831
streptozotocin Sigma 0,488-62,5 0,24-31,245 o o
aszparaginaz Asparaginase Medac, Medac 0,05-6,25* 0,025-3,125 0,943* 30,000 1U/m? (Ylikangas , 2002)[224] 1,04-132,53
egyéb hydroxyurea Sigma 0,488-62,5 0,24-31,245 82,49 15 mg/kg (Yan, 2005)[225] 0,12-15,15
bevacizumab Avastin®, Roche 0,244-31,25 0,122-15,625 <] <]
3. Tablazat

Az in vitro és in vivo AUC értékek ardnydt (RAUC) az in vitro gyogyszerkoncentrdciok és a klinikai dozisok osszahasonlithatosdga miatt képeztiik. Az in
vitro AUC értékeket a kovetkezo képlettel szamoltuk ki: in vitro haszndlt koncentrdcio (ug/mL) x 20 h

*bleomycin és aszparagindz esetében a koncentrdciok 1U/mL-ben vannak feltiintetve, AUC: a gyogyszerkoncentrdcio idogorbe alatti teriilete; #: nem

haszndljdk a klinikumban; ¥: nincs adat
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A tizenhét LCL MCS (Mean Cell Survival) és RMAPC (Ratio of Maximum Achieved

oax  16¢  4x X 6ax  f6x  4x X
higitas  higitas higitas higitas higitas  higitds  higitas higitas
+ | Vincristin Epirubicin
= | RMAPC 0.018 0.071 0.282 1.128 | RMAPC 0.003 0.012 0.046 0.184
8_ MCS 81.498 46.541 20.776 18.995 | MCS 85.206 65.736 29.435 16.306
o SD 27.995 25.737 15.258 12.209 { SD 15548 23394 13593 11.314
o | Paclitaxel Methotrexat
o RMAPC 0.020 0.081 0.326 1.303 | RMAPC 0.001 0.004 0.014 0.057
1_' MCS 48.119 29.999 24.653 23.148 | MCS 76.618 44.824 32.924 29.314
SD 28435 17.418 12.869 13.364 [ SD 22796 25.843 15.590 16.455
Gemcitabin Dactinomycin
RMAPC 0.035 0.140 0.561 2.242 | RMAPC 0.066 0.262 1.050 4.200
MCS 49.354 38.411 27.808 23.784 | MCS 86.206 54.700 20.520 16.465
SD 34.718 30.034 16.945 12.153 [ SD 16.701  22.386 13.642 8.370
+ | 5-Flurouracil Vinorelbin
O | RMAPC 0.012 0.047 0.188 0.752 | RMAPC 0.156 0.625 2.501  10.005
0 [ MCS 74.861 58.001 42.337 30.505 | MCS 82.833 42.823 25.176 24.683
O |SD 23.686 22987 21.370 20.645 {SD 18.131  23.930 16.506 14.634
) | Doxorubicin Daunorubicin
o RMAPC 0.028 0.112 0.447 1.789 | RMAPC 0.133 0.531 2.126 8.502
C\i MCS 82.503 52.477 28.292 11.499 | MCS 83.171 61.159 25.940 20.439
SD 21.753 24.867 22.314 10.301 [ SD 21.886 25.402 23.933 17.961
Etopozid Docetaxel
RMAPC 0.130 0.521 2.083 8.333 | RMAPC 0.260 1.042 4166 16.665
MCS 56.281 35.375 25.315 16.778 | MCS 32.990 23.036 23.866 26.331
SD 21.045 19.983 15.497 11.166 [ SD 22690 17587 16.810 19.810
Cytarabin 6-Mercaptopurin
RMAPC 0.121 0.482 1.929 7.716 | RMAPC 0.543 2.170 8.680 34.720
MCS 87.321 79.450 48.255 40.124 | MCS 84.450 78.834 62.325 55.419
SD 17.396 22.850 26.423 26.315|SD 22.147 16.514 29.820 32.858
Oxaliplatin Cladribin
RMAPC 0.020 0.081 0.325 1.301 | RMAPC 0.366 1.462 5.850 23.399
MCS 87.951 84.477 83.331 73.511 | MCS 102.832 101.241 72.497 52.237
SD 21.010 26.545 21.839 30.744 [SD 8.130 11.160 26.804 29.545
Aszparaginaz Chlorambucil
RMAPC 0.015 0.058 0.232 0.930 | RMAPC 2.646 10.586 42.342 169.37
MCS 92.021 91.570 90.371 82.978 | MCS 89.903 71.879 13.225 11.099
SD 13.718 13.222 18.153 15.919 | SD 17.578 26.506 10.994 7.527
Cyclophosphamid Topotecan
RMAPC 0.014 0.056 0.224 0.896 | RMAPC 6.194 24777 99.107 396.42
": MCS 86.670 93.412 89.498 84.041 | MCS 93.897 72.802 23.250 24.784
(o) SD 21.910 18.833 17.832 17.920 [ SD 19.406  21.275 16.659 21.380
Q | lIfosphamid Carboplatin
O | RMAPC 0.009 0.037 0.147 0.588 | RMAPC 2.814 11.257 45.027 180.10
@ | MCS 92.729 95.906 90.101 88.518 | MCS 91.805 79.175 77.962 52.322
O |sD 16.694 14.965 15.299 16.677 | SD 16.670 30.927 22.065 31.295
os | Hydroxyurea Bleomycin
RMAPC 0.031 0.124 0.496 1.984 | RMAPC 2.078 8.311 33.245 132.97
MCS 95.118 96.489 86.340 68.134 | MCS 90.007 88.553 82.168 69.803
SD 19.595 13.933 19.759 24.782 | SD 19.294 17.678 19.720 16.686
Vinblastin Streptozotocin
RMAPC 2603 10.413 41.650 166.60 | RMAPC Cmax érték hianyzik
MCS 81.507 53.331 28.885 21.323 | MCS 95.430 92.335 89.919 87.805
SD 25.921 25.678 17.941 15.889 [ SD 15.828 18.710 14.094 22.637
Bortezomib MG-132
RMAPC ~ 0.162 0.648 2590 10.361 |RMAPC Kklinikumban nem hasznalt
MCS 93.119 81.671 75.498 28.700 | MCS 87.345 96.374 88.097 27.045
SD 13.779 21.572 19.617 26.948 | SD 13.980 17.493 16.974 24.310
Prednisolon
RMAPC 4.8 19.230 76.923 307.69
MCS 75,55 76.255 62.465 37.233
SD 4.64717 11.090 13.970 11.654
4. Tablazat
1. csoport: kifejezetten hatdsos gyogyszerek: RMAPC < 0.3; MCS < 30%
2. csoport: részben hatdsos gyogyszerek RMAPC 0.3 és 1 kozott, MCS < 60%
3. csoport: hatdstalan gyogyszerek RMAPC > 1 or MCS > 60% SD: az dtlagtilélés standard

Plasma Concentration) értékei kiillonb6zo gyogyszerkoncentraciok esetében

devidcioja

&9




A Kkiilonb6z6 NK vonalak 6l6képessége

KE% +SD

1. klon 27,93 5,01

IL2-vel | 2-Klon 64,16 8,49

1 hétig kezelt | 3.klén 77,47 14,27
NK sejtek 4 kion 2092 | 25
5.klén 24,61 4,92

iL2-vel | 6 Klon 55,99 4,67

1 napig kezelt | 7. klén 41,05 3,56
NK sejtek g kion 31,83 | 7,01
Nishi 5,9 2,53

NK NKL 8,55 1,54
tumorvonalak | NKg2 10,05 4,48
KHYG-1 9,94 3,06

5. Tablazat

KE: OlSképesség (killing effectiveness %)
+SD: standard devidcio
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Az NK sejtek atlagos oloképessége kiillonb6zo gyogyszer jelenlétében

125x 25x 5x  Higitas 125x 25x 5x  Higitas

higitis  higitas higitas M€IKUl higitis higitas  higitas M€'KUl
Epirubicin Paclitaxel
MKE% 98,52 87,28 85,24 79,66 |MKE% 89,43 85,03 77,36 54,97
SD 11,45 20,67 22,28 21,91 (| SD 9,87 16,00 19,37 24,69
Daunorubicin Docetaxel
MKE% 92,29 87,61 83,01 68,43 | MKE% 68,49 60,11 51,97 39,85
SD 18,22 22,09 24,92 30,94 (| SD 19,35 24,56 18,40 16,46
Doxorubicin Vincristin
MKE% 84,77 81,47 78,30 75,29 | MKE% 85,61 82,92 72,76 69,32
SD 16,55 17,25 18,15 30,55 (| SD 20,38 19,56 18,43 20,86
Etopozid Vinblastin
MKE% 97,15 101,54 90,41 85,49 |MKE% 94,98 95,51 83,78 58,15
SD 13,66 11,38 19,18 20,52 (| SD 9,66 12,13 18,38 16,69
Topotecan Vinorelbin
MKE% 81,25 79,76 72,78 69,60 | MKE% 92,91 93,43 82,14 79,76
SD 14,95 23,82 21,74 28,46 (| SD 22,12 21,90 21,63 21,96
Methotrexat Carboplatin
MKE% 101,79 95,65 85,15 80,89 | MKE% 90,87 89,36 85,42 80,62
SD 14,39 11,99 23,38 18,75 [[SD 23,03 25,56 34,35 25,91
6-Mercaptopurin Oxaliplatin
MKE% 99,16 103,02 95,28 92,25 [|MKE% 71,79 72,72 62,47 65,78
SD 14,60 12,08 14,46 17,24 |[SD 18,56 20,61 19,54 18,20
Cladribin Bleomycin
MKE% 89,87 81,83 56,65 47,66 |MKE% 85,54 76,67 70,38 74,41
SD 12,89 14,85 12,82 18,89 |[[SD 17,85 16,97 13,54 19,01
Fluorouracil Dactinomycin
MKE% 96,24 100,34 92,61 87,67 [|MKE% 95,06 87,14 75,95 67,18
SD 15,90 18,31 15,49 25,05 (| SD 17,25 17,06 21,22 23,69
Cytarabin Bortezomib
MKE% 87,38 89,48 76,69 68,42 [|MKE% 97,76 94,86 88,10 56,40
SD 15,52 11,12 20,15 28,22 (| SD 22,20 14,83 29,71 25,26
Gemcitabin MG-132
MKE% 83,92 74,97 60,22 58,12 [|MKE% 94,95 85,47 64,43 15,79
SD 17,96 19,41 19,41 25,37 || SD 18,81 20,96 17,03 6,67
Cyclophosphamid Aszparaginaz
MKE% 100,39 95,74 91,91 93,40 | MKE% 93,40 94,73 81,18 87,03
SD 6,79 19,12 17,13 18,21 [[SD 22,02 24,74 19,73 18,42
Ifosphamid Hydroxyurea
MKE% 99,42 95,93 94,26 83,80 | MKE% 90,27 94,93 84,75 86,42
SD 7,06 9,50 15,95 16,78 |[[SD 7,51 10,20 12,82 22,98
Chlorambucil Bevacizumab
MKE% 84,79 83,86 19,81 13,14 [[MKE% 86,96 80,60 75,82 74,41
SD 17,64 22,51 6,37 6,67 SD 15,19 14,59 18,07 18,46
Streptozotocin
MKE% 96,02 99,77 95,52 93,34
SD 16,86 17,94 19,45 19,09

6. Tablazat
MKE %: Atlagos 6loképesség (mean killing effectiveness %)
+SD: Standard devidcié
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