EGYETEMI DOKTORI(PhD)ERTEKEZES TEZISEI

Az inzulin rezisztencia hatasa a citosztatikumok ofézta
csontvebtoxicitasra obez és inzulinrezisztens allatmodelldlen

Géresi Krisztina

Témavezet: Dr. Benld llona

DEBRECENI EGYETEM

GYOGYSZERESZETI TUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2015



Az inzulin rezisztencia hatasa a citosztatikumok oszta csontvestoxicitasra obez és
inzulinrezisztens allatmodellekben

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése ébdak
a gyogyszerészeti tudomanyok tudomanyagban

irta: Géresi Krisztina, okleveles molekuléris biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Gyodgyszerészeti Tudgakadoktori iskolaja
(Farmakoldgia programja) keretében

Témavezet: Dr. Benld llona, PhD

A doktori szigorlati bizottsag:
elndk: Prof. Dr. Tésaki Arpad, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kiss Attila, PhD

Dr. Kiss Emese, az MTA doktora

A doktori szigorlat idpontja: Debreceni Egyetem GYTK, Gydgyszerhatastaniszek
Kdnyvtara (Elméleti tomb 5. emelet)
2015. februar 20., 11 6ra

Az értekezés biraloi:

Prof. Dr. Kiss Istvan, az MTA doktora
Dr. Csiki Zoltan, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Tésaki Arpad, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Kiss Istvan, az MTA doktora
Prof. Dr. Kiss Attila, PhD
Dr. Kiss Emese, az MTA doktora
Dr. Csiki Zoltan, PhD

Az értekezés védésénelspbntja: Debreceni Egyetem AOK, Belgydgyaszati latéA”
épulet tanterme
2015. februar 20., 13 6ra



1. BEVEZETES

Az elhizas korunk egyik legnagyobb népegészségpogyblémajanak tekinthét Az
obesitas gyakorisaga 1980 Ota megharomszorozéddigeszségugyi Vilagszervezet adatai
szerint Foldunkon jelenleg 1,1 milliard tulsulyosnteer él, és legalabb 310 millidéan
sulyosan elhizottak. Az elhizas alapgvéiefolyassal bir az emberek életdsagére és az
élettartamara. Az obesitas nem dnmagaban karognmhanlegbbb veszélye abban rejlik,
hogy hajlamosit t6bb sulyos betegségre. A rosskmalwaganatos megbetegedések a sziv-
és érrendszeri kérképekkel egyitt vilagszerte wvezbhtladloki tényeék. Mindkét
betegségcsoport kialakulasa multikauzalis, igy reetikeai hattér mellett, szamos kornyezeti
tényed is szerepet jatszik létrejottikben. Az utobbi dwak figyeltek fel arra, hogy
Osszefuggés van a karcinogenezis és bizonyos kdresbolikus folyamatok kozott.
Gyarapodnak a bizonyitekok azzal kapcsolatban, @o8yes tipusu diabetes mellitus és, a
metabolikus szindréma, valamint szamos rosszindull@ganat kialakulasa kozott szoros
ok-okozati kapcsolat van. A daganatos megbetegkdBsatilozasa magas, a modern
tarsadalmak halalozasi listdjan, a kardiovaszksilategségek mogott, a masodik helyet
foglaljadk el. A magas halalozasi rata ma nem aphbategségnek kdszonBiethanem a
szowdmeények, eldsorban a neutropéniaséarakban kialakuld infekciok telidt felelossé
érte. Ez a daganatos betegségek vezwlaloka. A csontvétoxicitds a kemo- és
radioterapia legsulyosabb, dozislimitalé mellékbataA kemoterapias kezelésben résztvev
betegek 60-70%-aban jelentkezik myelotoxicitas. Ategek 40%-aban az életet
veszélyeztét neutropéniaval taladlkozunk, a csontvelérképzésének karosodasa miatt.
Mindezek a myeloprotektiv mechanizmusok vizsgaktafontossagat, €s myeloprotektiv
hatasu anyagok klinikai gyakorlatban valo alkalnsa@réak szikségességét mutatjak.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatok soran, Uj haghanizmusi myeloprotektiv
anyagok kutatdsa kozben, igazolta, hogy a rozagiita egy inzulin-érzékenyitvegytlet
képes mérsékelni az 5-fluorouracil fiewitosztatikum csontvékarosito hatdsat, a
késbbiekben bebizonyosodott, hogy ebben az inzulik@m@® mechanizmusoknak van
szerepe. Az inzulin vérképzésben betoltott szerkpébban nem vizsgaltak, ugyanis az
inzulin hemopoézisre gyakorolt hatdsat ad stervezetben szadmos tényedfedi, akar
helyettesitheti is, azonban a csonivetrt karosodas soran a szerepe feléréekadt, és
tulélési szignalt jelenthet a csontieén Iév 6ssejtek szamara. Ha a hemopoetiéssejtek

szamara az inzulin hatasanak amplifikalasa st a toxikus hatasok kivédésében,
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elképzelhai, hogy az inzulin rezisztenciaval jaré koréllapotokedvedbtlendl
befolyasolhatjdk a regeneraciés kapacitasukat.

2. CELKIT UZESEK

1. Munkam soran arra kerestem valaszokat, hogy azitabegs az elhizashoz
leggyakrabban tarsult anyagcserezavar, az inzwisztencia hogyan befolyasolja a
csontvebi vérképzeést fiziologias korulmények kozott és yfisolja-e a carboplatin a
citosztatikumok myelotoxicitasat) vivo.

2. Vizsgaltam, hogy az ismert farmakokinetikai eltéféen kivil, farmakodinamias
kulénbségek lehetnek-e a klasszikus citosztatikunmicitdsaban, vannak-e a célsejtek
miikddésében eltérések obesitasban vagy inzulin tensallapotokban.

3. Arra is kerestem a valaszokat munkam soran, hogismaert inzulinérzékenyit
vegydulet, a roziglitazon, befolyasolja-e a vérképzormal testsulyu allatok, illetve elhizott
és inzulinrezisztens vagy sovany, de inzulin reeisz allatmodellekben. Az inzulin
rezisztencia rendezésével javithato-e az esetlegesntveb karosodas mértéke
daganatellenes kemoterapia sordn?

4, 0j hatdsmechanizmusu daganatellenes szerek kytatéedgek myelotoxicitasa a
klasszikus citosztatikumokéhoz viszonyitva esdtiegbb elhizott betegekben.

5. az UD29 (4-tio-uridin-monofoszfat) hatdsainak vésga human akut limfocitas
leukémia &llatmodellben, SCID egerekbewivo.

6. az UD29 terapias indexének meghatarozdsa a csénty@nulocita-makrofag
progenitor sejtjeire gyakorolt toxicitast vizsgalva

7. az UD29 toxikus hatasainak 6sszehasonlitasa dbkib egerek és sovany kontroll
pérjaik csontveli granulocita-makrofag progenitor sejtjei esetében.



3. METODIKAK (ANYAGOK ES MODSZEREK)
3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket az EurOpai Kozosség laboratériumiaték tartdsira vonatkozo
Utmutatasainak betartasaval végeztik. A kisérlettogollokat a Debreceni Egyetem
Allatkisérletes Etikai Bizottsaga jovahagyta (1/20DEMAB).

Kisérleteinkhez 12 hetes him kontroll (24,9+2,5@)51BLKS/JmLef"/+) és leptin
receptor-hianyosib/db (C57BLKS/IJmLep/mLef®) (45,2+2,7g) egereket hasznaltunk fel
(Janvier, S.A.S., Le Genest Saint Isle, Franceonabba a Debreceni Egyetem Klinikai
Kdzpont Brklinika allathazaban steril korilmeények kozottddr 19-20 hetesdstéeny SCID
egerek (23,6+2,49) felhasznalasaval tortént mezukéimias egérmodell kialakitasa (Charles
River Kft; Budapest, Magyarorszag). Tovabbi kig@ilek soran a Charles River Kfitt
(Budapest, Magyarorszag) vasarolt, 11-12 hetesWistar (362+19g), Zucker (428+24q) és
Goto-Kakizaki (305+139) patkanyokat hasznaltunk fel

3.2.  Human mintak

A Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont Il. sz. Belikdjan, a Hematologiai
osztalyon fekg 2 felnstt beteg- akinél nem a granulopoézist érihematoldgiai betegség
gyanuja miatt toértént diagnosztikus csondvedunkcio- csontvél mintajanak egy része
jelentette a forrast. A betegek beleegdyryilatkozata esetén a megfélehennyiségben nyert
diagnosztikus csontwel mintdbdl a Helsinki Deklaraciét betartva kaptunkzsgalatra
csontvebi sejteket.

3.3. JY sejtvonal

A JY sejtvonal a human B-sejtes limfoid leukémidprezentalja. Ennek felhasznalasaval
lehetiség adddott arra, hogy mind vivo SCID egerekbe transzplantdlvaind in vitro
koralmeények kozott vizsgaljuk a mononukleotid hatés leukémia stem sejtek koloniaképz

képességere
3.4. Csontveb mintak
e Human csontveél mintak kinyerése

A steril kortlmények kozott nyert csontébbl tartositdszer-mentes heparinnal McCoy’s
5A taptalajt 1:1 (v/v) aranyban alkalmazva szuszp#nkészitettink. Ezt a higitott mintat
Ovatosan Ficoll-ra (specifikusidiség= 1,077 g/ml) rétegeztik és a csotvel0O00 g
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gyorsulast alkalmazva 15 perces gradiens centtdsgal szeparaltuk, elvalasztva egymastol
a vorosvertesteket és a granulocitdkat. A 10% {g#zborjusavot (Foetal Bovine Serum-
FBS) tartalmazd McCoy's 5A taptalajjal a leukocitétegll Ovatosan leszivott, a
mononuklearis sejteket (MNC) tartalmazd frakciontedugalas kozbeiktatdsaval keétszer

mostuk. Mindvégig laminéris fiilkében dolgoztunkyélye a steril munkavegzésre.

. Csontveb mintak kinyerése egereéb

Az Aallatokat cervikdlis diszlokacioval extermin&tués a femurt aszeptikus
korilmények kozott eltavolitottuk. A csontiskjteket steril fecskedd segitségével
kimostuk. Vékony ivel tobbszor athlzva egy sejtszuszpenziot késnilettAz egyedi
sejteket McCoy’s 5A taptalajban szuszpendaltuk. dMégig laminaris boxban dolgoztunk,

Ugyelve a steril munkavégzésre.
. Csontveb mintak kinyerése patkanyokbol:

A csontvebsejteket steril fecskebdsegitségével kimostuk. A vékoniit ttobbszor
athtuzva a combcsonton és atmosva a femurt, egyzesfipenziét készitettink. Az egyedi
sejteket McCoy’s5A taptalajpan szuszpendaltuk. &Aejtszuszpenziét ovatosan Ficoll-ra
(specifikus firiség= 1,077 g/ml) rétegeztik és a csowtvéD00 g gyorsulast alkalmazva 15
perces gradiens centrifugalassal szepardltuk, adztla egymastol a vorosvertesteket és a
granulocitakat. A 10% FBS-t tartalmaz6 McCoy's5attajjal a leukocita rétegbdvatosan
leszivott, az MNC tartalmazo frakciot centrifugal&$zbeiktatasaval kétszer mostuk.

Mindvégig laminaris flilkében dolgoztunk, Ugyelvstaril munkavégzésre.

3.5.  Elhizott, inzulinrezisztens &llatmodelljeink

Kisérleteinkhez egyrészt a 2-es tipusu diabétesetifai egérmodelljét hasznaltuk
fel. A db/db egerekben a 4-es kromoszoman talalhatd mutaci@abagn a leptin receptor
expresszigjat. A rikodoképes leptin receptor hianyaban a taplalkozasi neegnyulik a
homozig6ta egerekbemlf/db, és a fokozott taplalékbevitel miatt a 2-es tipdsabéteszre
jellemz elvéltozasok alakulnak ki mar az allatok 8 hetesaka. Ezek az elvaltozasok tovabb
progredialnak az allat 12-14 hetes koraig, amedtkérban a kisérleteinket elvégeztuk.
Tovabbi kisérleteinkben kulonbdzpatkany térzseket hasznaltunk fel. A Zucker obez
patkanyok az 5-6s kromoszéman deleptin receptor gén autoszomalis recessziv mytcio
miatt az inzulin rezisztenciaval tarsuld obezitasgfeleb modelljei. 4-5 hetes korukra

elhiznak és a human obezitassal tarsuld 2-es tigiab@tes mellitus minden tunetét, peldaul
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inzulin rezisztencia, hiperfagia, hiperlipidémia,ipérkoleszterolémia, izom atrofia,
hiperinzulinémia produkéljak. A Goto-Kakizaki patk@k a non-obez inzulinrezisztens,
nem-inzulin figg diabetes mellitus modelljei, az inzulin szekrééw a glikoz tolerancia
génjeiben lé§ mutacidé miatt. Sovany €s nem-inzulinrezisztens tiatlként Wistar

patkanyokat hasznaltunk.

3.5.1. A vérképzeés vizsgalata fiziolégias kortlmeények tkéad elhizott, inzulinrezisztens

allatmodellekben és a kontroll csoportokban

A csontveb funkcidja meghatarozhaté a femoralis csoritvidsz-sejttartalmaval és a
GM-CFU progenitor sejtek koléniaszadmaval. Mindkérgméter érzékeny a csontite€rd
karosodasokkal szemben, csokkenésik informativatatiaua myelotoxicitas mértékeét.
Kisérletiinkben 10 darab kontroll és 10 darab ethizmzulinrezisztensdb/db egeret
dolgoztunk fel. Tovdbba 10 darab Wistar, 10 dadhlizett, inzulinrezisztens Zucker és 10
darab nem-elhizott, de inzulinrezisztens Goto-Kalkiz patkanyt dolgoztunk fel.
Exterminaciot koveten steril korilmények kozott eltavolitottuk a femnds a kimosott
csontvebbdl sejtszuszpenzidt készitettiink. Meghataroztuk entvelb 0ssz-sejtszamat, a
fagocita sejtek utanpétlasat biztositd, granulecitkrofag progenitorok élordulasi
gyakorisdgat, és a csontyelelies GM-CFU tartalmat. A csontwdlen a granulocita-
makrofag progenitorok gyakorisagat a specialis Hgélytenyészetekben tudtuk vizsgalni. A
tenyészb taptalaj a névekedési faktorokkal egyutiselgiti a sejtszuszpenziébol a GM-CFU
progenitorok proliferalddasat és a specialis f§ydkony tenyés# kdzeg, pedig dsszetartja a
progenitor sejteket a leanysejtjeikkel egyutt. Ayesztési id elteltével inverz mikroszkop

alatt megszamoltuk a GM-CFU progenitor sejtek k@imak szamat.

3.5.2. Egyszeri, nagy dozisu carboplatin hatasa a peidigfehérvérsejt szamra, az abszolat

neutrofil szamra és a csont¥efunkciora

10 darab elhizott, inzulinrezisztedb/db egér, illetve 10 darab kontroll egyed kapott
egyszeri, nagy dozisu (100 mg/ttkg) carboplatinekojét intraperitonealisan. Az oltast
koveten, 48 oOra elteltével periférias vérbés verkenetl meghataroztuk a fehérvérsejt
szamot és az abszolut neutrofil granulocitak szarivijd vizsgaltuk meg a femoralis
csontved funkciojat mindkét csoportban. Meghataroztuk anteslb 6ssz-sejtszamat, a GM-
CFU progenitor sejtek gyakorisagat és a csofitigljes GM-CFU tartalmat.



3.5.3. Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil kdzvetldatdsai a csontvél GM-CFU
progenitor sejtekre db/db egerekben, kontroll pédjan és Wistar, Zucker, Goto-Kakizaki
patkanyokban

10-10 db/db és kontroll egér, tovabba 10-10 darab Zucker éso-Bakizaki patkany,

valamint 10 darab kontroll, Wistar patkany exterauidjat koveten, a csontvét steril

korilmények kdzott eltavolitottuk és minden egyiat &sontved szuszpenzidjabdl specialis
lagy-gél tenyészeteket készitettink. A tenyészetekbzsgaltuk adb/db egerek, Zucker és
Goto-Kakizaki patkanyok és a kontroll egyedek GMuObrogenitor sejtjeinek citosztatikum
érzékenységét. A csontdel mintakhoz ndveky koncentraciéban, 0,1-10 mg/L
koncentraciétartomanyban adtuk hozza a carbopla@@01-1 mg/L koncentracibban a

doxorubicint és szintén 0,001-1 mg/L koncentracamaa 5-fluorouracilt.
3.5.4. Roziglitazon elkezelés hatasa Goto-Kakizaki patkanyok inzulinkénzgségére

Kisérletiinkben 8 darab Goto-Kakizaki patkany kapatttglitazon ebkezelést. Az allatokat 3
mg/ttkg dozisu roziglitazonnal kezeltik per os, égymas koveét napon keresztul. Az
elokezelés végén az allatokat 50 mg/ttkg tiopentakicipval elaltattunk, majd elvégeztik
rajtuk a gyors inzulin érzékenységi tesztet (Rdpgllin Sensitivity Test- RIST) az inzulin

érzékenység meghatarozasara.

3.5.5. Roziglitazon elkezelés hatasa nem-elhizott, de inzulinrezisztento-Kakizaki
patkanyok GM-CFU sejtjeinek citosztatikum érzékegegse

Kisérleteink soran 10 darab nem-elhizott, de inzetisztens Goto-Kakizaki patkany,
illetve 10 darab kontroll, Wistar patkany kapotyegzulinérzékenytt szert, roziglitazont, 3
mg/testsuly kilogramm dézisban, per os, 14 egyrkésets napon keresztil. Az &tezelés
végen az allatokat nagy dozisu (100 mg/ttkg) tid@lemijekcidval exterminaltuk, majd
meghataroztuk a csontéel GM-CFU sejtek citosztatikum érzékenységét, caldop
doxorubicin és 5-fluorouracil jelenlétében lagy-géloniatenyészetekben. A csonivel
mintakhoz névek§ koncentracidban, 0,1-10 mg/L koncentraciotartorbamyadtuk hozza a
carboplatint, 0,001-1 mg/L koncentracibban a dokmint és szintén 0,001-1 mg/L

koncentraciéban az 5-fluorouracilt.

3.5.6. Carboplatin, doxorubicin és 5-fluorouracil hatassVistar patkanyokbol szarmazé

csontvedtenyészetekben roziglitazodlatzelést kovéen



Vizsgéltuk, hogy a roziglitazon hogyan befolydaddj GM-CFU sejtek citosztatikum
érzékenységét normal metabolizmusu, kontroll patinan. 10-10 darab allatot kezeltlink
elé, majd a roziglitazon ékezelés utan az allatokat exterminaltuk, csodtgejtszuszpenziot
készitettiink steril korilmények kozott, majd ez@dkldgy-gél tenyészeteket csinaltunk. A
lagy-gél tenyészetekhez adtuk hozza a citosztatkatn ndveké koncentracidban, a
kordbban leirt koncentracio tartomanyokban.

3.6. UD29 (4-tio-uridin-monofoszfat) mononukleotid hatagnak és toxicitasanak

vizsgalata in vitro €s in vivo kisérletekben

3.6.1. Leukémias egérmodell

A SCID egerekbl 4 csoportot képeztiink. Az él$¢s masodik csoport 10-10 darab allata
vehikulumot (PBS) kapott intravénasan a leukémbiassdjtek helyett. A masodik csoport
intraperitonealisan 20 napon keresztil napontazsgyd50 mg/ttkg UD29 anyagot, mig az
els csoport allatai e helyett 0,3 ml PBS puffer old&taptak. A 3. és 4. csoport 10-10 darab
SCID egereit transzplantaltuk 2X¥18zamu JY tumor sejtszsuszpenzidval, ezekben az
immundeficiens egerekben kiféglott a human B-sejtes leukémia. A kontrollként hazott

3. csoportban az allatokat a vizsgalati anyag tieRBS-sel kezeltiik. A 4. csoport egerei
naponta voltak kezelve intraperitonedlisan 250kg/MD29 anyaggal. Az aelskét csoportba
tartozd egereken vizsgaltuk a vegyiilet hatasatren@lohemopoetikus sejtek koldniaképz
képességeére. Mivel ezeknek az allatoknak nem ton&g a megbetegitése tumor sejtekkel,
igy lehebség nyilt a mononukleotid hatasit vivo vizsgalni egészséges csontrel A
kezelés végén az allatokat exterminaltuk és a ceamtot steril kortlmények kozott
eltavolitottuk. A femur teljes csontveltartalmat kimosva meghataroztuk annak teljes
sejttartalmat, lagy-gél kultirakban pedig vizsgaltu GM-CFU koloniaszamot és a teljes
GM-CFU tartalmat.

3.6.2. UD29 mononukleotid antiproliferativ hatasanak vaisga human B-sejtes leukémia,

JY sejtvonalon

A JY sejttenyészetth 1 x 10Yml sejtszam felhasznalasaval készitettink lagy-gél
tenyészeteket. A tenyésztés soran a vizsgalatigagryeelked koncentraciosorat alkalmaztuk.
A vizsgélati anyag adott koncentracigjat tartalmatenyészetekdd 3-3 parhuzamos
tenyészetet inditottunk. A tenyésztésh ildtelte utan a vizsgalati anyagot nem tartalmazé
kontroll tenyészetek koldniaszamat 100%-nak véwher viszonyitjuk a vizsgalati anyag

jelenlétében étt kolonidk szamat.



3.6.3. UD29 hatdsai a normal granulocita-makrofag sejtpldmid koldniakép
képességére egészséges, human csémevslészetekben

Az egészséges emberéktnyert human csontvéintakbdl lagy-gél sejttenyészeteket
készitettiink. Ezek a tenyészetek tartalmaztak sgalati anyagot névekvkoncentracioban.

A vizsgélati anyag adott koncentraci¢jat tartalmainyészeteldd 3-3 parhuzamos
tenyészetet inditottunk. A tenyésztésh il@telte utan a vizsgalati anyagot nem tartalmazé
kontroll tenyészetek koldniaszamat 100%-nak véewder viszonyitjuk a vizsgalati anyag

jelenlétében étt kolonidk szamat.

3.6.4. UD29 hatasa a GM-CFU progenitor sejtek koléniakéygzé elhizott, inzulinrezisztens
db/db egerek csontvenyészeteiben

10-10db/dh illetve kontroll egér exterminaciojat koven, a csontvét steril korilmények
kozott eltavolitottuk és minden egyes allat csoittvezuszpenziojabol specialis lagy-gél
tenyészeteket készitettiink. A tenyészetekben vinggadb/dbegerek és a kontroll egyedek
GM-CFU progenitor sejtjeinek koléniaképképességét UD29 mononukleotid jelenlétében.

A csontveb mintakhoz ndveks koncentracioban adtuk hozza a vizsgalt anyagot.

3.7. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai analizist GraphPad Prism szoftvemégeztilk (GraphPad Software Inc, La
Jolla, CA, USA). Az egyedi egeresdikapott adatokat hasznaltuk a statisztikai anstiez. A
statisztikai analizist paratlan t-proba alapjan eztgk. A kulonbségeket statisztikailag

szignifikansnak tekintettik, ha P<0,05.

A tovabbiakban az egyedi patkanyokbdl kapott adstblasznaltuk a statisztikai analizishez.
ANOVA analizis utan, ha a csoportok adatai szigaifis inhomogenitast mutattak, a
statisztikai analizist a Bonferroni-féle modositatteszt alapjan folytattuk, mely tobb
csoportot egyszerre analizal egymashoz képest. Aonk&égeket statisztikailag
szignifikansnak tekintettik, ha P<0,05.

A koncentracio-hatds adatokra GraphPad Prism gsaofv 4-paraméteres logisztikus-

variable slope gorbéket illesztettiink.
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4. EREDMENYEK

4.1. Hemopoézis vizsgélataobez, inzulinrezisztens allatmodelleken citosztaftiiok

alkalmazasa nélkil

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy nincs kidléég a csontvélcellularitasaban
az obez, inzulinrezisztemb/dbegerek és kontroll parjaik kz6tt. Ugyancsak nikiagénbség
a csontvel cellularitasdban az obez, inzulinrezisztens Zycaesovany, de inzulinrezisztens
Goto-Kakizaki és a kontroll, Wistar patkanyok kdzo6t

Eredményeink alapjan a két egér torzsben nincsnkigég a GM-CFU progenitorok
szamaban normal tenyésztési feltételek kdzott. Blovaizsgalataink alapjan elmondhatd,
hogy a 3 patkdny tdrzsben sem volt kimutathato iiség a GM-CFU progenitor sejtek
koléniaszamaban fiziol6gias korilmények kozott. szétag a vérképzés ép az elhizott,

inzulinrezisztens allatokban.

4.2. A periférids fehérvérsejt szam, az abszolut neutrezam, és a csontuglfunkcionalis
paramétereinek meghatarozasa db/db egerekben éstratbnparjaikban egyszeri, nagy

dozisu carboplatin beadasa utan

Egyszeri, nagy dozisu (100 mg/ttkg) carboplatin ddsaval idéztink &l sulyos
csontvebkarosodast adb/db egerekben és a kontroll csoportban. Eredményelagjém
megéallapithatd, hogy a 100 mg/ttkg carboplatin sidziindkét csoportban karositotta a
csontvedbi funkcidkat, azonban az elhizott, inzulinrezisztdb/db egerekben nagyobb volt a
csontveb karosodasanak mértéke. Mind a cellularitas, min@M:CFU koldniaszam és a
teljes femoralis GM-CFU tartalom is szignifikansalacsonyabb db/dbegerek csoportjaban
0sszehasonlitva a kontroll csoporttal, ennek kaa#tben ab/dbegerekben a csontvelek
alacsonyabb a regeneracios képessége, hogy hétgeed funkcidit a carboplatin okozta

karosodast kovéen.

48 oraval a 100 mg/ttkg dozisban beadott carbaplajekcio utdn meghatarozva a
periférias vérben a fehérvérsejtszamot, azt tapliskf hogy a fehérvérsejtszam
szignifikAnsan lecstkkent db/db egerek csoportjaban a kontroll allatokhoz képest,a
csokkenés elsorban a periférias vérben keréngeutrofil granulocitak pusztulasat jelentette.
Az abszolat neutrofil szam a carboplatin kezeléstelben kétszer olyan magas volt a
kontroll egerekben, mint az elhizott, diabetikdb/db egerekben (1,35+0,09 xID),
mikdzben a carboplatin kezelést nem kapott kontsdiporthoz képest nem volt kimutathaté
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szignifikans kilonbség a kontroll csoportban a oplatin beadasa utdn 48 6raval.dbd/db
egerek csoportjdban olyan nagyméiitékolt a carboplatin myelotoxikus hatasa, hogy a
csontveb karosodasa mar a periférian is megjelenik. EzeldlEtok a korai neutropénia

tineteit mutatjak.

4.3.1n vitro a csontvedi granulocita-makofag progenitor sejtek (GM-CFU) caoplatinnal,
doxorubicinnel, 5-fluorouracillal szembeni érzékesgge elhizott allatmodellekben és

kontroll parjaikban

A kolonia esszé modszerrel lebségink volt a citosztatikumok kdzvetlen hatasait
vizsgalni a csontvélGM-CFU progenitor sejt populacidjara.
A carboplatin csokkentette a GM-CFU progenitor edejkoloniaképéd képességét mind az
elhizott, inzulinrezisztens allatokban, mind a sgyade inzulinrezisztens Goto-Kakizaki
patkanyokban és a kontroll parjaik esetében isnBaa 6sszehasonlitva a kontroll csoporttal
a GM-CFU koloniaszam csdkkenés szignifikansan megfasdb/dbegerek, Zucker és Goto-
Kakizaki patkdnyok esetében. Ezeknek az allatokaakGM-CFU progenitor sejtjei
erzékenyebbek voltak a carboplatin toxikus hatasair

A doxorubicin szintén csokkentette a koloniakepepességét mind a kontroll, mind
az elhizott, inzulinrezisztens egyedek GM-CFU priigeainak. Azonban ebben az esetben is
a db/db egerek, Zucker és Goto-Kakizaki patkanyok eset&zagmifikansan nagyobb volt a
koloniaszam cstkkenés a kontroll egyedekhez képest.

A masik két citosztatikumhoz hasonléan, 5-fluoreilraataséara is csokkent a GM-
CFU koléniaszam a kontroll csoportok ésli@db egerek, Zucker, Goto-Kakizaki patkanyok
csontveb tenyészeteiben. Azonban a GM-CFU koléniaszam gk szignifikansan
magasabb volt az elhizott, inzulinrezisztens dlagsetében, 6sszehasonlitva a kontroll
csoporttalbket.

A db/db egerek, a Zucker patkanyok és a Goto-Kakizaki patek GM-CFU
progenitor sejtjei is érzékenyebbek voltak a citatszumok toxikus hatasaira, mint a kontroll
csoportok progenitor sejtjei.

4.4. Roziglitazon @&kezelés hatdsa a Goto-Kakizaki patkanyok inzulinzé&kenységére,
majd ebkezelést kovéen a GM-CFU progenitorok koloniakémzképességenek valtozasa

citosztatikumok jelenlétében

Eredményeink azt mutatjak, hogy a roziglitazonnatént ebkezelést koveéien

megrétt az inzulinérzékenység az okezelt csoportokban, az o&kzelt allatok
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inzulinérzékenysége majdnem eléri a kontroll cstgtoMig a kezelést nem kapott Goto-
Kakizaki patkdnyokban szignifikdnsan alacsonyabbirezilinérzékenység a Wistar és a

roziglitazon ebkezelt csoportokhoz képest.

A roziglitazon ebkezelést kovéten, az dkezelt csoportokban cstkkent a GM-CFU
progenitor sejtek érzékenysége a carboplatinnalioxorubicinnel és az 5-fluroruracillal
szemben. Roziglitazon ddezelés utan a GM-CFU progenitor sejtek megnovekede
életképessegét mutattuk azékadzelt csoportokban dsszehasonlitva a kezeletleto-Go
Kakizaki patkanyokkal. A roziglitazon d&Hezelést kovéen rdtt az Aallatok
inzulinérzékenysége, amivel parhuzamosan csokkéenaralis GM-CFU progenitor sejtek
érzékenysége a citosztatikumok csorttvé&lrosité hatasaival szemben. Az alkalmazott

citosztatikumok dozis-hatas gorbéi eltolodtak anmadrtartomany felé.

4.5. In vitro a csontveli GM-CFU progenitor sejtek citosztatikum érzékengsekezeletlen

Wistar és roziglitazonnal ékezelt Wistar patkanyokban

Vizsgaltuk, hogy a roziglitazon @&ezelés befolydsolja-e a normal testsulyd, normal
metabolizmusu Wistar patkanyok koloniaképzpességét citosztatikumok jelenlétében. A
roziglitazon ebkezelést koveéen kissé emelkedett a GM-CFU koloniaszam a spedidjy-
gél tenyészeteinkben, amelyek a korabbiakban Ie@hcentraciéban tartalmaztak a
carboplatint, a doxorubicint és az 5-FU-t. TehamWtathatd volt egy enyhe emelkedés a
progenitor sejtek koloniakéfizképesseégeben a citosztatikumokkal szemben, de azek
legtbbb koncentraciépontban nem voltak szignifikdn€Ezek az eredmények megegyeznek
munkacsoportunk kordbbi megfigyeléseivel, amikanrtadtunk kimutatni a roziglitazonnak
és az inzulinnak szignifikans hatasait egészségmsvebre 5 napos ékezelést koveien.

4.6. UD29 (4-tio-uridin-monofoszfat) mononukleotidtivegzett vizsgalataink eredményei

4.6.1. Az UD29 mononukleotid hatasa in vitro JY ts®nal stem sejtjeinek, és egészséges

human GM-CFU progenitor sejteknek a koloniakéffképességére

Az UD29 mononukleotid dozisfuggn csokkentette a JY leukémia stem sejtek
koléniaképsd képességén vitro. Ugyanakkor a vizsgalati anyag még magasabb koréaad
tartomanyban sem gatolta jelést mértékben a normal granulocita-makrofag progenito

sejtek koloniaképiését egészseéges human csofitisniyészetekben.
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4.6.2. UD29 hatasai in vivo leukémidval transzplatht és JY leukémia sejtekkel nem oltott
SCID egerekben

In vivo SCID egerekben a JY sejttel transzplantalt csogben az UD29 szignifikansan
csokkentette a tumor sejtekkel elarasztott csobitisbz-sejttartalmat. Ezzel szemben a JY
sejttranszplantaciot nem kapott csoportban nemkesiika csontvél 6ssz-sejtszama az UD29
kezelést kapott csoportokban, 6sszehasonlitvaeldten csoporttal.

Az UD29 ebkezelést kdvéien a csontvében a leukémia stem sejt kolGniaszam nem
csokkent a kontroll csoporthoz képest, ami arrd biagy az UD29 nem kizarélag a tumor
sejtpopulacié stem sejtjeit, hanem a tumor tobfitipaséat is pusztitia. A JY tumor sejttel
nem transzplantalt csoportokban az UD2sketelést kovéen nem csokkent szignifikansan
a GM-CFU koldniaszam, a kezeletlen csoporthoz vigitea.

Osszehasonlitva a kontroll csoporttal, a monontkidal kezelt csoportban
szignifikAnsan csokkent az dssz-tumor stem sefiltan és kovetkezésképpen a leukémias
sejtpopulacié. Ezzel szemben a JY sejttel nem z@astalt csoportokban a teljes femoralis
GM-CFU tartalom nemcsokkent szignifikansan a kezelt csoportban a kdhtz

viszonyitva.

4.6.3. In vitro UD29 mononukleotid hatasa a csontvél GM-CFU progenitor sejtek
koléniaképa képességére elhizott, inzulinrezisztens db/db edeen és kontroll parjaikban

Kisérleteinkben az elhizott, inzulinreziszteti®db egerek GM-CFU progenitor sejtjei
erzékenyebbek voltak a citosztatikumok toxikus $aita, Osszehasonlitva a kontroll
parjaikban kapott eredményekkel. A természetesunvalasz kialakitasaban fontos szerepet
jatszd, és a citosztatikumok csontil€rositdé hatasara leginkdbb fogékony sejtpopulacio
tehat nagyobb mértékben pusztult el a citosztatddumjelenlétében az elhizott,
inzulinrezisztens allatokban, mint a kontroll pédpan.

Ezek utan vizsgaltuk, hogy az UD29 vajon menntorekus adb/dbegerek GM-CFU
tenyészeteiben és dsszehasonlitottuk a koloniékiész50%-o0s gatld koncentracié értékét a
kordbban vizsgalt citosztatikumok jelenlétében nag@tozott 1G, értékekkel adb/dbegerek
esetében és a kontroll csoportban.

Az UD29 mononukleotidn vitro lagy-gél tenyészetekben dozisfidgg csokkentette a
GM-CFU koléniaszdmot, mind db/db egerek, mind a kontroll parjaik tenyészeteiben. A
koléniaszdm csokkenés szignifikansan nagyobb vbltelhizott, inzulinrezisztens egerek

esetén, mint a kontroll csoportban. Viszont Osszehitva a korabban vizsgalt
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carboplatinnal, doxorubicinnel és 5-fluorouracillahegallapithatd, hogy UD29 esetében a
koloniaképzés 50%-0s gatlé koncentracid értékedgagen magasabb volt a kontroll és a
db/db egerek tenyészeteiben egyarant. A vizsgalt anghgt tkevésbé karositja a GM-CFU

progenitor sejteket, mint a carboplatin, doxorubies 5-fluorouracil.

5. MEGBESZELES

Tudomanyos munkamban céliiztem ki, hogy kulonbdg elhizott, inzulinrezisztens,
vagy sovany, de inzulin rezisztencia tlneteit nutallatmodellekben vizsgaljam meg a
csontvebi granulocita-makrofag progenitor sejtpopulaciokidését fizioldgias korulmények
kozott, és citosztatikumok okozta myelotoxikus Batamellett. Tovabbi célom volt, egy Uj
fejlesztédi, korabbi vizsgalatok alapjan anti-HIV és anti-tuniatast mutato vegydulet, a 4-
tio-uridin-monofoszfat vizsgalata, mely egy igéseterapias agens lehet a tumorellenes
kemoterapidban.

A csontved funkciéjanak karosodasra jellefhzhogy lecsokken a csontében az
0ssz-sejtszam, a stem és progenitor sejiéforelulasi gyakorisaga és a teljes femoralis stem
€s progenitor sejt tartalom. A verképarogenitor sejtek k6zott a granulocita-makrofajese
képezik a legfontosabb populéciét. &erban ezeknek a sejteknek a pusztulasa vezet a
sulyos myelotoxikus allapot kialakulasahoz. igy hdumk soran efslleges volt annak
tisztdzasa, hogy fiziolégias korulmeények kozott omajvan-e kilénbség a csontiel
mikodésében és a célsejtek funkcidiban az elhizmtylinrezisztens allatokban és kontroll
parjaikban. Sem db/db egerekkel végzett vizsgalatainkban, sem a Zuckéba@to-Kakizaki
patkanyokkal végzett kisérleteinkben nem tudtunkmukatni eltérést a csontel
mikodésében a kontroll csoporthoz képest, normal éatgsi feltételek mellett. Sem a
csontveb 6ssz-sejtszama, sem a GM-CFU progenitor sejt kkészama nem kilonbozott
szignifikansan a kontroll mintdkhoz képest.

A 100 mg/testsulykilogramm dézisban beadott cardtpl mindkét csoportban
karositotta a csontuefunkcidkat a carboplatinnal nem kezelt kontrollh@pest, azonban az
elhizott, inzulinrezisztendb/db egerekben nagyobb volt a csontvkrosodasanak meértéke,
aminek kovetkeztében ab/db egerekben a csontvelek alacsonyabb a regeneracios
képessége, hogy helyreallitsa a funkcibit a cadioplokozta myelotoxicitast kouin.
Mindez arra utal, hogy a carboplatin sulyosabb $adast idézett &l a db/db egerek

csontvebi tenyészeteiben, mint a kontroll csoport mintadijbaszek az elhizott,
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inzulinrezisztens Aallatok fogékonyabbnak bizonyltaz in vivo beadott citosztatikum
csontvebkarosito hatasaira.

Annak érdekében, hogy kozvetlendl tudjuk mérni tasztatikumok csontvéi GM-
CFU progenitor sejtekre gyakorolt hatasait, illetvprogenitor sejtfunkcidkat citosztatikumok
jelenlétében, kidolgoztunk egwn vitro Kisérleti elrendezést. A kisérleti allatok csottive
sejtjeit specidlis lagy-gél kézegben tenyésztetikmegfelet tenyészi médiummal és a
koloniastimulalé faktorokkal idealis feltételeketzimsitottunk a csontvél granulocita-
makrofag sejtpopulaciojanak a proliferacibhoz. Ayieszetekhez adtuk hozza a vizsgalt
citosztatikumokat, novekv koncentracidosorban. Ezzel a modszerrel tudtuk meérn
citosztatikumok kozvetlen hatasait GM-CFU proganstejtekre, kizarva mas, nem-specifikus
hatasokat. A carboplatin, a doxorubicin és az brBluracil is cstkkentette a GM-CFU
progenitor sejtek koloniaképzképességét mind az elhizott, inzulinrezisztéb&lb egerek,
mind a kontroll péarjaik esetében. Azonban dsszetiisa a kontroll csoporttal a GM-CFU
koldniaszam csokkenés szignifikAnsan magasatiiidbegerek esetében.

Az elhizott, inzulinrezisztens Zucker patkanyok riselstenyészeteiben is megvizsgaltuk a
carboplatin, doxorubicin és 5-FU GM-CFU kol6niaképze gyakorolt hatasait. Hasonl6an a
db/db egereken latott eredményekhez, a carboplatin, x@rdbicin és az 5-fluorouracil is
dozisfug@en csokkentette a GM-CFU progenitor sejtek kologped képességét mind az
elhizott, inzulinrezisztens Zucker patkanyokban,ndnia kontroll parjaikban. Azonban
0sszehasonlitva a kontroll csoporttal a GM-CFU R@ézam csokkenés szignifikansan
magasabb a Zucker patkanyok esetében.

Azért, hogy az obezitast, mint myelotoxicitast thgdisolo tényedt kizdrhassuk olyan
allatmodellt valasztottunk, amely normal testsuligzont inzulinrezisztens, ilyenek a Goto-
Kakizaki patkanyok.

Az elébbi eredményekhez hasonléan a carboplatin, a dbinués az 5-FU is
dozisfug@en csokkentette a GM-CFU progenitor sejtek kolospes képességét a sovany,
de inzulinrezisztens Goto-Kakizaki patkanyokban,aégontroll, Wistar patkanyokban is.
Azonban a kontroll csoporthoz képest a GM-CFU kalsram csokkenés szignifikansan
magasabb a Goto-Kakizaki patkanyok esetében.

Roziglitazon abkezelést kovéten meghataroztuk az inzulinérzékenységet gyors
inzulinérzékenységi teszttel az okekzelt, a kezeletlen Goto-Kakizaki és a Wistar
patkanyokban. Eredmeényeink azt mutatjak, hogy aiglitazonnal tortént ékezelést
kévetben megitt az inzulinérzékenység azokezelt csoportokban, az ékkzelt allatok
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inzulinérzékenysége majdnem eléri a kontroll cstgtoMig a kezelést nem kapott Goto-
Kakizaki patkdnyokban szignifikdnsan alacsonyabbirezilinérzékenység a Wistar és a
roziglitazon ebkezelt csoportokhoz képest.

A roziglitazonnal elkezelt csoportokban csokkent a GM-CFU progenitgteke
érzékenysége a carboplatinnal, a doxorubicinnakzés-fluroruracillal szemben. Roziglitazon
elokezelés utan a GM-CFU progenitor sejtek megnovekedletképességét mutattuk az
elokezelt csoportokban dOsszehasonlitva a kezeletleno-Kakizaki patkanyokkal. A
roziglitazon ebkezelést kovéien csokkent az allatok inzulinrezisztenciaja, ainive
parhuzamosan csokkent a femoralis GM-CFU progenismjtek érzékenysége a
citosztatikumok csontvélkarosité hatasaival szemben.

Tovabbi kisérleteinkben megallapitottuk, hogy aigiitazon ebkezelést koveéten
kissé emelkedett a GM-CFU koloniaszam agketelt Wistar patkanyok tenyészeteiben,
amelyek a korabbiakban leirt koncentracioban tadatdk a carboplatint, a doxorubicint és
az 5-FU-t. Kimutathaté volt egy enyhe emelkedés ragenitor sejtek koloniaképz
képességében a citosztatikumokkal szemben, de a&delgtobb koncentracidpontban nem
voltak szignifikansak. Ezek az eredmények megeglezmunkacsoportunk korabbi
megfigyeléseivel, amikor nem tudtunk kimutatni aziglitazonnak és az inzulinnak
szignifikans hatasait egészséges csobitedd napos ékezelést kovéen.

Az UD29 mononukleotidin vitro JY sejtvonalon csokkentette a leukémia stem sejt
koloniaszamotln vivo leukémias SCID egerekben a kezelést kimmtszintén csokkent a
leukémia stem sejt tartalom.

A vizsgalt vegyllet toxicitasi vizsgalataih vitro egészséges human csonivel
mintakon, illetvein vivo JY tumor sejttel nem transzplantalt SCID egerekégeztik el. A
vizsgalt UD29 senmn vitro, semin vivo kérilmények kozott nem gatolta jeléatmértékben a
normal granulocyta-macrophag koloniakégpest.

Az UD29 mononukleotidn vitro tenyészetekben doézisfiiggn cstkkentette a GM-CFU
koloniaszamot, mind db/db egerek, mind a kontroll csoport tenyészeteibekokniaszam
csokkenés szignifikansan nagyobb volt az elhizotuylinrezisztens egerek esetén. Viszont
0sszehasonlitva a korabban vizsgalt carboplatindakorubicinnel és 5-fluorouracillal,
lathatd, hogy az UD29 esetében a koloniaképzés agatlé koncentracio értéke lényegesen
magasabb volt a kontroll ésdb/db egerek tenyészeteiben egyarant. A vizsgalt anghgt t
kevésbé karositia a GM-CFU progenitor sejteket,tnaincarboplatin, doxorubicin és 5-
fluorouracil.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Eredményeink jeledsége, hogy ramutat arra, hogy bar kvantitativ ébek
nincsenek, a csontvilvérképsd progenitorok termédése hasonlé mértékde funkcionalis
zavar kimutathatd elhizott, inzulinrezisztens akatvérképzésében. Kiseérleteinkben a
citosztatikumokkal szembeni érzékenység és a tasicindvekedése nem valamilyen
specifikus, a hatdsmechanizmusnak medfeldl/onal molekulain keresztil érvényesil. A
harom kulonbdé& hatdsmechanizmusu citosztatikum esetében hasantéiinvolt a toxicitas
fokozédasa az elhizott, inzulinrezisztens allatokbdem volt erre hatassal az, hogy a
carboplatin a DNS-sel komplexet képezve, az alkildlechanizmushoz hasonl6é métiek
karosodast okoz a sejtekben, vagy a doxorubicidshatkdzott az interkaldlédas a DNS
bazisparjai kozé, a szabadgyok képzés és a toperAamenzim gatlas egyarant szerepet
jatszik, vagy az 5-FU antimetabolitként az RNS @¢SDszintézist is gatolja. A toxicitas az
inzulin rezisztencia mértékével volt aranyos ésngben mérsékidott a roziglitazon
elékezelés utan, mellyel normalizaltuk az allatok liveirzékenységét. A funkcionalis eltérés,
legaladbbis részben az inzulin rezisztencia miatifagcserezavarra vezethetissza €s a
toxikus hatasokkal szemben érzékenyebbé tesziralg@ta-makrofag progenitor sejteket,
ami a citosztatikumok alkalmazasakor fokozott pulsaukhoz és kodvetkezményesen
sulyosabb neutropéniahoz vezethet. Ezt érdemeseléigpe venni inzulinrezisztens
korallapotokban a kemoterapia megtervezésénélnAuain rezisztencia kezelése, mérséklése
csokkentheti a myelotoxicias kialakulasanak ves#eély

Az altalunk vizsgalt UD29 mononukleotid hatasosatotja a leukémia stem sejtek
koléniaképd képességét. Ein vivo SCID egerekben illetven vitro JY sejttenyészetekben
vegzett kisérletekben is bebizonyosodott. Emelletvegyllet terapias indexe igéretes a

terapias felhasznalas szempontjabdl.
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7. KOSZONETNYILVANITAS
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