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Bevezetés

A XXI. szdzadban a fejlett orszagokban a kardiovaszkularis megbetegedések utan a
rosszindulatu daganatok allnak a masodik helyen a haldlokok kozott. Azonban a Kozponti
Statisztikai Hivatal adatai szerint, amig a sziv- és érrendszeri megbetegedések az elhaldlozas
okaként minimdlis csokken6é tendencidt mutatnak, addig ezzel szemben a masodik
leggyakoribb haldlok, a rosszindulati daganatos megbetegedések el6forduldsa enyhe
emelkedd tendenciat mutat.

A fenti tendencidkbdl is adéddan egyre nagyobb hangsuly helyez6dik a daganatos
megbetegedések gydgyitdsara illetve kezelésére. A rosszindulatu térfoglald folyamatok
tulnyomo tobbségében elsédleges cél az elvaltozas in toto mitéti eltavolitasa, azonban ez
sok esetben nem lehetséges, igy kulcsszerep harul daganattipustdl fliggben a besugarzdsnak
illetve a kemoterdpianak. Mindkét lehetdség veszélyeket és akar igen sulyos mellékhatdsok
lehetGségét rejti magaban.

A kemoterapia alkalmazasa soran a dézis meghatdrozas kiforrott vagy sokszor csak
alakuléban lévé nemzetkozi ajanldsok, standardok alapjan torténik, azonban betegre szabott
individualis dozis beallitdsa nem lehetséges. Figyelembe véve, hogy a legtobb gydgyszer,
kemoterdpidas szer farmakokinetikdja részben genetikai alapon, részben a beteg
szervezetének aktuadlis 4altaldanos allapotatdl fliggben befolyasolt, ugyanazon dozis
alkalmazasa eltér6 hatassal lehet kiilonb6z6 kezeltek esetén.

Vizsgdlatunkhoz a ciklofoszfamidot valasztottuk, melynek alapjat az adja, hogy az
onkoterapia mellett egyéb teriileteken tobb betegségcsoportban, elsdsorban
immunolégiaban is kiemelt szerepet jatszik és széles korben, akar hosszantartd terapia
részeként keriul alkalmazasra. Kisebb hangsullyal, de szintén alkalmazzdk tobbek kozott
b6rgydgyaszatban, pulmonoldgidban is. Ebbdl kifolydlag a mellékhatds profilja kiemeltebb
szerepet kap és szamos klinikai tertlet profitdlhat kisérleteink eredményébdl.

A ciklofoszfamid fontossagat jol mutatja, hogy az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO)
altal 2015 aprilisdban kiadott legfontosabb gydgyszerek listajan is szerepel.



Célkitlzések

A dolgozat célja a DSC (differential scanning calorimetry = differencidl pdsztdzo
kalorimetria), mint esetleges klinikai diagnosztikai eszk6z megitélése in vitro kisérleteinkre
alapozva. Szeretnénk bizonyitani a maddszer alkalmassdgadt a szisztémdsan alkalmazott
ciklofoszfamid terapia szovédményeinek el6rejelzésében, varhaté mellékhatasainak
becslésében.

Allatkisérleteinkben gydgyszeres kezelés hatdsainak megitélésére human ddzissal
ekvivalensen intraperitonealisan alkalmazott ciklofoszfamid terdpiat kovetéen kilon-kilon
vizsgdlat ala vetettiink ideg-izom komplexet, szivizomzatot, vérplazmat és vvt (vorosvértest)
szuszpenziét. Mindezek soran szeretnénk megitélni:

- neuropatia, motilitasi diszfunkcié irdanydba mutatd eltéréseket ideg-izom
komplexen létrejové mddosuldsok altal.

- a szivizomzatban kialakulé valtozasokat, melyek szerepet jatszhatnak
kardiomiopatia kivaltasaban.

- a vér alakos elemein, vorosvérsejteken és vérplazman detektdlhaté eltéréseket,
mely alapjan lehetGség nyilhat indirekt Udton torténé gyodgyszerszint
monitorozasra és a tartds kezelés soran létrejové funkciondlis mddosuldsok
becslésére.

- eredményeink alapjan a dozis fliggvényében tapasztalt eltérések prediktiv értékét
a lehetséges kdvetkezményeket illetGen.



Kisérleteink és eredményei

Kutatdsainkhoz kifejlett tengerimalacokat (Cavia porcellus) hasznaltunk, mely sordn
intraperitonedlisan injektaltunk ciklofoszfamidot. Az intraperitonedlis gyodgyszerbevitel
kiseml6sOk esetében széles korben elfogadott mddszer, mely emberekre vonatkoztatva
egyenértéklinek tarthatd az intravénds alkalmazassal. Vizsgalatainkhoz etikai engedélyt
kértiink, engedélyszama: BA02/2000-4/2012.

Kezdd vizsgalat

A DSC moédszer alkalmazdsanak gondolata egy konkrét, igazsagligyi orvosszakértéi
eset megoldasdnak kapcsan meriilt fel. Ennek megvalaszoldsa érdekében a kisérletek soran
tengerimalacok intraperitonedlisan, az emberi terapids dozis testtomeg kilogrammra
aranyosan szamitott mennyiség(i (5 mg/kg) ciklofoszfamidot kaptak egymast kovets 2-5
alkalommal, illetve tébb nap sziinettel a human protokollnak megfelel6en. Kontrollként
gyogyszert nem kapott allat szerepelt.

Az allatok aether ad narcosimmal telitett kamraban exitdltak, és a hatso végtagokbdl
az Ul6ideg (nervus ischiadicus) és labszarizom (m. gastrocnemius) kipreparalasa tortént, az
idegekbdl egységesen 2 cm hosszu, az izmokbdl azonos anatdmiai helyrél 0,5 x 0,5 x 2 cm-es
mintavétel tortént, melyek a kalorimetrias feldolgozasig (a minta vételét kéveten 12 6rén
beliil) steril fizioldgids konyhasdoldatban voltak tarolva 4 °C-on.

DSC mérések

A kalorimetrids vizsgalatokat megel6z6en az allatokbdl kipreparalt mintak fizioldgias
sooldatban haromszor atmosdasra keriltek a zavard szennyezddések, szovetmaradékok
eltavolitasa érdekében.

A termikus analizis SETARAM Micro DSC-II kaloriméterrel tértént 0 és 100 °C kozott
0,3 K/perc melegitési utem mellett. A kisérletetekben hagyomanyos Hastelloy-cellakban
(V=1 mL) tortént a denaturacid, melyekben atlagosan 6sszesen (minta + puffer) 950 pL
mintatérfogat volt. A vizsgdlt szovetdarabok tomege 250-400 mg kozott volt. Referenciaként
izoténids sbéoldat szerepelt. A referencia- és mintaedények tomege + 0,1 mg pontossaggal
megegyezett, igy az edények hékapacitasa kdzott nem volt szilkséges korrekciét alkalmazni.
A h6abszorpcios gorbe alatti terliletbSl tortént a kalorimetrids entalpia meghatdrozasa
kétpontos illesztésli SETARAM integrdlas segitségével, majd a vizsgalati eredmények (a
kiilonb6z6 mintdk maximalis denaturdciéos hémérsékletei (T.,, melynek szdmozdsa a tobb
termikus doménra oszthatdé szerkezetre wutal), a kalkuldlt entalpia értékek (AH))
0sszehasonlitasa tortént.



A kontroll egészséges gastrocnemius izom denaturacidja (1. abra) az aktomiozin
oldatok és a nyul psoas izomrostok esetén mért harom atalakulasi hémérsékletd
h6abszorbcids gorbékhez hasonlit. Ezek alapjan az elsé denaturdcids csics a miozin fej, a
masodik a miozin rud, mig a harmadik az aktin termikus denaturaciéjdval hozhatd
kapcsolatba. A citosztatikummal kezelt allatok mintainak termikus denaturacidja a DSC
gorbék alapjan jé kozelitéssel a kapott terdpias dozis fliggvényében valtozott (1. dbra).

A kapott adatok alapjan a miozin fej
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Megbeszélés

Szamtalan endogén és exogén ok idézhet el6 polineuropatidt. A malignus daganatos
betegségek kapcsan kialakuld neuropatidk etiolégidjaként sokszor paraneoplazias jelenség
meril fel el6szor, azonban bizonyitottnak tekinthetd, hogy tulnyomé részéért az alkalmazott
kemoterdpias gyodgyszeres kezelések lehetnek a felel6sek, bar ezek direkt neurotoxikus
hatdsa csak részben bizonyitott. A kezd6 vizsgalat alapgondolatat egy ovarium
adenokarcindmabdl meggydgyultnak nyilvanitott ciklofoszfamiddal kezelt fiatal n6betegnél
kialakult kevert tipusu polineuropatia igazsagligyi orvosszakértGi véleményezése adta.
Allatkisérlettel sikeriilt igazolni a ciklofoszfamid neuro- és miotoxikus hatdsat, mely soran
rosszindulaty tumoros betegeknél alkalmazott protokollal és ddzissal ekvivalens
ciklofoszfamidot kaptak a tengerimalacok. A kalorimetrids vizsgdlat alkalmas a kilonboz6
tipusu és mérték(i izom karosoddsok igazolasdra a nemzetkozi irodalomban kozolt adatok
alapjan. Ezel6tt kalorimetrids méréseket még nem alkalmaztak periférias idegek vizsgdlatara.

Kovetkeztetés

Mivel a vizsgdlat elsGsorban egy célzott klinikai esetre prébalt valaszt taldlni, igy csak
kisszamu mérés elvégezése tortént, ezaltal 6Gnmagdban ennek alapjan szignifikdns eredmény
nem prezentdlhaté. Elmondhatd azonban, hogy a ciklofoszfamid hatdsara mind a periférids
idegekben, mind az izmokban kalorimetridval j6l mérhetd és igazolhatd szerkezeti valtozasok
jottek létre. Emellett kijelenthet6, hogy a valtozasok mértéke figg az alkalmazott
ciklofoszfamid ddzisatdl. Ezen eredmények stabil alapot biztositottak tovabbi vizsgalataink
megtervezéséhez és kivitelezéséhez.

Az (j vizsgalatok kivitelezése

A kis egyedszdmu kezdd vizsgdlat biztaté eredményeire alapozva terveztilk meg a
kisérletsorozatunk folytatasat, mely soran az egyedszamot tobb mint tizszeresére emeltiik és
immar tobbfajta adagoldsi sémat alkalmaztunk. A kisérlet soran hasznalt tengerimalacok
tomege kozott a két szélsGértéket tekintve (230 g és 1200 g) kozel 6tszoros az eltérés, de az
allatok tobbségét nézve is relative nagy szoras volt tapasztalhato, igy a kezdé vizsgélattal
megegyezGen minden tengerimalacnak egyedi abszolut doézist, kilon-kiulon testtomegre
szamolva 5 mg/testtomeg kilogramm ciklofoszfamidot adagoltunk intraperitonedlisan. A DSC
méréseket a kezdd vizsgdlattal megegyez6 korilmények és paraméterek mellett végeztiik el.

A kisérletben 11 kil6nalldé csoporton — 5-5 egyeddel, n=55, n=5/csoport - 11
kiilonb6z6 adagolasi sémat allitottunk fel, melyek sordn 1-6 alkalommal ismételtik a
gyogyszerbeadast részben egymdast kovet6 napokon, részben tdbb nap szinettel.
Megjegyzendd, hogy a 6 kezelést kapd csoportbdl 2 tengerimalac a kisérlet befejezése el6tt,
az otodik kezelés utan elpusztult, melynek oka nem tisztazott. Eredményeink értékeléséhez
kontroll csoportot alkalmaztunk, mely soran ciklofoszfamiddal nem kezelt tengerimalacok
(n=5) vizsgdlatat végeztiik el ugyanolyan mddszerrel és koriilmények kozott.



Az allatok leblése altatd éterrel telitett kamrdban tortént, melyet kovetGen tobb
lokalizaciobol végeztiink mintavételt:

- kiprepardlasra keriilt anatomiailag ekvivalens helyekrél mindkét oldali musculus
gastrocnemiusbdl 0,5 x 0,5 x 2 cm-es, a nervus ischiadicusbdl 2 cm hosszu darab.

- eltavolitasra kerilt a sziv bal kamra izomzatabdl 0,5 x 0,5 x 0,5 cm-es darab.

- EDTA tartalmu (1,5 mg/ml vér) vérmintavételi vakuumcsé segitségével periférias vért
gy(jtottiink, majd 15 percig centrifugdltuk (1600g) 4'C-on elkiildnitve a plazma
frakciét és a sejtes elemeket (vvt).

Az ideg és izom mintdkat 4 “C-on steril izot6nias séoldatban taroltuk (max. 12 6ra) a
mérések elvégzéséig.

Ideg-izom komplex vizsgalata

A kezd6é  vizsgalat kiterjesztése  annak eredményeit volt  hivatott
alatamasztani/megerdsiteni, illetve finomitani az adagoldsi sémak szamanak novelésével.

Az dllatokat 7 nagyobb csoportra osztottuk, mely soran a kontroll csoport mellett a
kezelések szama alapjan (1-6) soroltuk be 6ket. Habar funkciondlis egységet képeznek, de az
eltéré szoveti tulajdonsagok okan kilon vizsgdltuk a nervus ischiadicust és a musculus
gastrocnemiust. Mivel minden tengerimalac esetén mindkét oldali ideg-izom komplex
kipreparalasra keriilt, igy minden esetben dupla méréseket végeztiink, kilon jeldlve a jobb
és bal oldali mintakat.

A ciklofoszfamid kezelés dézisfliggd hatasait a periférids idegre a 3. dbra szemlélteti.

A h6aram maximum csokkenése
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A jobb oldali idegek esetében a T3 —
mal jellemezhet6 termikus domén és a teljes kalorimetrias entalpia mutatja a kezelés doézis
fliggését, mig a Ty és Ty valtozdsaiban csak enyhe, mérsékelt tendencia figyelheté meg
injektalasok szamanak és a kezelések utan eltelt id6 fliiggvényében, az is csak 1-2 injektalas
soran. Két kezelésig az injekcidzas kozott eltelt id6 is szignifikdns hatdsu (csokken). Ezt



kovet6en csak az altalunk végzett legtobb, 6-szori injektdlas utan figyelheté meg szignifikans
dézis dependencia T -ben. Ezzel szemben ugyanezek az adatok a bal oldali idegek esetén
azt mutatjak, hogy a termikusan elkiilonithetd szerkezeti domének termikus stabilitasanak
erGs dozis fuggését Ty és T is csak két injekcidig koveti. A kontroll vizsgalatokhoz képest a
kalorimetrids entalpia dézis fliggése gyakorlatilag minden esetben egyértelm(, de a masodik
és harmadik injekcié hatdsa az el6z6ekhez képest né.

A PTE AOK Biofizika Intézetben kordbban mar tébb aspektusbdl tértént harantcsikolt
izomzat DSC-vel torténd vizsgdlat, ezaltal mar jelent6s el6nyt add tapasztalatokkal
rendelkeztiink a musculus gastrocnemius vizsgalata sordn kapott mérési adatok
kiértékelésében.

Az allatokbdl kipreparalt musculus gastrocnemius hédenaturacids gorbéi a 4. adbran
lathatdak:

A denaturdciés h6aram gorbéje 3 jol
elkllonithetd szakaszra oszthatd. A korabbi
vizsgdlatok alapjan a ko6zéps6 szakasz
megfelel a miozin rdd, az alacsonyabb
denaturaciés csucs a miozin fej, mig a
legmagasabb az aktin és aktin-miozin
komplex termikus denaturaciéjanak. A
hédenaturaciés gorbék jol demonstraljdk a
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A kemoterapia  altal  kivaltott
szerkezeti eltéréseket denaturaciéos hémérsékleti pontok (T.,) és kalorimetrids entalpidk
(AH.) médosuldsanak tendencidja szemlélteti, mely alapjan a jobb izomban minden kezelés
soran els6sorban az aktin filamentumok érintettsége rajzolodik ki hasonld jellegl
entalpiavaltozas mellett. A bal oldali izmok esetén mar a miozin fej is érintett szignifikansabb
entalpia dézisfliggés mellett. Mindez fiziolégiailag az aktomiozin komplex romld funkcidjat
okozza, mely véglil rosszabb mozgasi képességet eredményez.

Megbeszélés

A ciklofoszfamid relative sulyos mellékhatds spektrummal rendelkezik, melyek kozul
komoly hosszi tavu kovetkezményekkel jarhat a periférids ideg- és izomkarosodas, a
polineuropatia kialakuldsa. Habar a kemoterapeutikumok neurotoxikus hatdsa csak részben
bizonyitott, a ciklofoszfamid esetén ennek lehetfségét mar korabban is felvetették. Az
altalunk alkalmazott DSC vizsgdlati mddszer igazoltan alkalmas izomkarosoddas kimutatdsara,



mig maga az ideg karosodadsanak a kimutatdsara is torténtek mar vizsgdlatok kisebb
esetszamban kisérletes jelleggel.

Eredményeink alapjan kijelenthets, hogy a termikus paraméterekben megmutatkozo
eltérések egyértelmien igazoljak a ciklofoszfamid karositd hatasat periférias ideg és némileg
kisebb mértékben harantcsikolt izom esetén. Az eltérés a szoveti érzékenység kilonbségével
magyarazhaté elsésorban, de végeredményben mindkettd funkcionalis kdrosoddshoz vezet,
hatdasuk a gyakorlatban 6sszeadddhat, melynek a mértéke az altalunk alkalmazott dézis
fliggvényében viltozik.

Erdekesség, hogy a vizsgdlataink soran egyértelmi oldalkiildnbséget észleltiink, mely
a bal oldali ideg és izom fokozottabb érintettségét igazolta. Ennek a hatterét jelenleg nem
tudjuk magyardzni, de érdemes ezt az aspektust is vizsgalni, mivel ha a kés6bbiekben a kezelt
humdn betegpopuldcidban is hasonlé predominancia igazolhatd, akkor ezt a kivizsgdlas,
illetve kontroll eredmények értékelése soran célszer( figyelembe venni.

Kovetkeztetés

A munkankat elindité kezd6 vizsgalat eredményét meger@sitve és aldtamasztva a
nagyobb szamu (n=55) allatkisérletiinkben differencidl pasztdazé kalorimetria segitségével
detektdlt szignifikans termokémiai valtozdsok alapjan egyértelmlen igazolhatd a
ciklofoszfamid doézisfliggd periférias ideg- és izomkarosité hatdsa. Mindezek alapjan a
ciklofoszfamid egyéb terlileteken kifejtett negativ hatdsa szintén felmeril, melyek

felderitése tovabbi vizsgalatokat indokol. Az oldalkiilédnbség szintén tovabbi kérdéseket vet
fel.

Szivizom vizsgalata

A kisérleteink tervezésénél a szivizom vizsgdlatat egyértelmlien az alapozta meg,
hogy a ciklofoszfamid illetve szamos mas citosztatikus szer egyik legsulyosabb, olykor fatalis
kimenetelli mellékhatdsa a kardiotoxicitds. A folyamat patofizioldgidja relative jol ismert,
azonban a kivalté dozisérték, prediktiv jelek nem tisztazottak, igy figyelembe véve a
lehetséges kovetkezmények sulyat, vizsgalata indokolt.

A vizsgdlt egyedek — azonosak az ideg/izom vizsgalat kisérleti allataival —bal
kamrajabdl vettiik a mintat, mivel ez van kitéve a legnagyobb igénybe vételnek.

A ciklofoszfamid dézisfliggd hatdsa, a denaturaciéos h6meérsékletek eltoldddsa és az
entalpia csokkenése jol megfigyelhet6 a bal kamra hédenaturacids gorbéin (5. dbra).



Az eredményeink elemzéséhez itt is
felhasznaltuk a korabbi, vazizomzat vizsgdlata
soran szerzett tapasztalatokat és
kovetkeztetéseket. Akarcsak a harantcsikolt
vazizom esetében a szivizomzatnal is 3 0o

szakaszra bonthatd a denaturacidos gorbe. . andoterm
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Tapasztalataink alapjan az 58 °C kérili olvadasi
pont (kontrollndl a kozépsé csucs) a miozin
rad, az alacsonyabb atmenet a miozin fej, mig
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-0.64
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a legmagasabb, 62 C feletti csucs az aktin ill. il
aktomiozin komplex denaturaciéjanak felel

meg. Mindezek mobddosuldsa a beadott 5. abra: Kiilsnb6z6 doézisi ciklofoszfamiddal kezelt
iklofoszfamid . . tekintetéb tengerimalacok bal kamra szivizomzat hdédenaturaciés
cikiorosztami mennyiseg ekinteteben a gorbéi (i=injektalas, d=eltelt napok szama)

gorbék lefutdsaval (alakjaval) és a hGaram

maximumok elmozduldsaval jellemezheté.

A mért értékekbdl kiolvashatd, hogy 1-2 ciklofoszfamid kezelés mar befolydsolja a
Tmi-t, Tma-t és a kalorimetrids entalpidt, mely alapjan megallapithaté, hogy miozin fej és az
aktin érzékenyebb a kezelésre. A kalorimetrids entalpia azonban jobban fligg a dézistdl és a
kezelések kozott eltelt id6tél. A nagyobb szamu, 3 vagy tobb kezelés sordn a Ty, T3 €s a
kalorimetrids entalpia valtozdsa képes monitorozni a kifejtett hatast, mely soran f6ként a
miozin rud és az aktin érintett. A teljes folyamatot tekintve kijelenthet6, hogy elsGsorban a
miozin fejek és az aktin filamentumok szenvednek valtozast (Tmi, Tm3), ami rosszabb
aktomiozin komplex funkcidt okoz, ezaltal végeredményben a sziv pumpa funkcidja csokken.

Megbeszélés

A ciklofoszfamid okozta szivizom-karosodds, hemorrdgids szivizomgyulladas az
irodalomban ismert, de a mechanizmusa csak részben tisztazott és mértékado dozis-hatar
értéket eddig nem sikerilt megallapitani. Figyelembe véve a gydgyszer széleskord
hasznalatat és a lehetséges szov6dmények adott esetben fatdlis kimenetelét, a folyamat
pontosabb megismerése fontos szerepet jatszik. A ciklofoszfamid hatasat a szivizomra eddig
DSC vizsgdlattal nem tanulmanyoztak, melyet a kutatécsoportunk kisérletes korilmények
kozott tengerimalacokon végzett el onkoldgiai indikacioval adott testsulykilogrammra
vonatkoztatott dézissal és protokollal.

A korabbi vizsgalataink soran szerzett tapasztalatokat is felhaszndlva eredményeink
alapjan elmondhaté, hogy a tébbszori ciklofoszfamid adas elGszor a miozin fejet és az aktint
karositja, majd a dozist novelve végiil a teljes aktomiozin komplex karosodast szenved, mely
valdszinlileg jelent8s szerepet jatszik a kialakuld klinikai képben.

Emellett az is kijelenthet6, hogy az egyszeri ciklofoszfamid szdmottevd
szivizomkarosito-hatast nem produkdlt, mely tovabbi egyértelm{ bizonyitéka a dozis
dependencidnak, annak ellenére, hogy a kordbbi vizsgalatokban kumulativ jelleget nem
mutattak ki.



Kovetkeztetés

Vizsgdlatunkkal és eredményeinkkel remélhetGleg egy Iépéssel kozelebb keriltink a
ciklofoszfamid indukalta kardiomiopdatia patofizioldgiai megértéséhez és tisztazasdhoz,
emellett sikerilt egy Ujabb tampontot adni a becsilt dozis-hatar érték felallitasahoz.

Plazma és vorosvértest vizsgalata

A vér vizsgdalatat azért tartottuk indokoltnak, mert jol tiikrozi az egész szervezetet ért
hatdsokat, de taldn még ennél is fontosabb, hogy a napi klinikai rutinban az egyik legjobban
és legegyszerlibben vizsgdlhaté bioldgiai minta, mely informaciét nyujthat a beteg
szervezetérGl. A vér DSC-vel torténd vizsgalatara egyre bévilé irodalom all rendelkezésre
szamos kiilonb6z6 patoldgiai eltérés esetén. Amennyiben sikeril szignifikdns eltéréseket
taldlnunk, kivaltképp, ha azok az alkalmazott ddzissal korreldlnak, keziinkbe kaphatjuk egy Uj
madszer lehet6ségét, mely képes monitorozni, esetlegesen el6re jelezni a szervezet egyéb
terlletein zajlé folyamatokat, illetve sulyossagukat. Ha ez sikertil, esély nyilik megel6zni vagy
mérsékelni a gydgyszer indukalta mellékhatasokat és sulyos kovetkezményeket.

A vérmintakat ugyanazon allatokbdl nyertiik, mint a kordbbi ideg, izom és szivizom
mintakat, ezaltal az adagoldsi séma és csoportositds is megegyez6.

A ciklofoszfamid vérplazman okozott

hatdsait h6denaturdcids gorbék szemléltetik o '

a dozis fluggvényében (6. dbra) — a ey -

kénnyebb étlathatésag érdekében a kontroll " oS
mellett csak 3 kilonb6z6 (1,3 és 5 kezelés wl

utani) denaturaciés gorbét abrazoltunk, gl

melyekb6l az egész folyamat trendje 015

kiolvashatd. A Tn1 (amely az irodalom h

szerint a fibrinogén denaturdacidjanak felel 1

030 T T T T T

meg valamint T3 (globulinok denaturacidja)
esetében az els6 kezelés kivételével a
denaturaciés h6émérsékleti pontok az
, , , 6. abra: Kiilonbozé dozisa ciklofoszfamiddal kezelt
alacsonyabb tartomanyba tolddtak, mig a tengerimalacok  vérplazma hddenaturaciés  gorbéi
maximalis h&aram csokken6 tendencidt (i=injektalas, d=eltelt napok szama)
mutatott minden kezelésre. A T,—vel jellemezheté denaturacié, amely a plazma albumin
komponensétél szarmazik minden kezelés utan szignifikdnsan magasabb a kontrollnal. A
vizsgdlt vérplazma mintakban, altaldnossagban feltételezhetjiik, hogy minden esetben
legaldbb 3 kilonboz6 termikus szerkezeti egység van jelen (dekonvoluciéo nélkil). A
ciklofoszfamidos kezelés altal er6sebben befolydsolt domének a T, és Tnz értékeinek
eltolédasaval jellemezhet6k. A ciklofoszfamid terapia elkezdésére, az els6 injektdlas utan
kifejezett, szignifikdns emelkedés tapasztalhatd a denaturdcios hdmérsékleti
maximumokban (T.,), melyeket a kezelés utdn eltelt id6 és a kezelések szdma dontGen
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befolydsol. A kalorimetrids entalpia csokkenése csak a mdsodik kezelést kdvetéen valik
szignifikans mértékdvé. A harmadik injektalastdl viszont mar a Tryy, @ Tz és a AH. termikus
paraméterekben szignifikans csokkenés jelenik meg.

A vorosvértestek esetében egy
érdekes kiilonbséget tapasztaltunk, vards vértestek 2i5d-1i-3d 2ie
méghozza a kontroll csoport hédenaturacids
gorbéjében, mely alapjan 4 |épésre A
elkiilonithetd denaturacid 1ép fel (7. dbra). A
vart tartomdanyban 3 endoterm reakcid (69,
76 és 84 °C-on) zajlott. Ezek az atalakuldsok 34
a kezelések szamanak novekedésével

endoterm

alacsonyabb hémérsékletre tolédnak, mig a kontrol

T T

otodik kezelés utan gyakorlatilag mar csak s s 7 - %
HOémérséklet’C

esy endoterm  reakcid JatSZOdlk le a 7. dabra: Kiilonb6z6 dozisu ciklofoszfamiddal kezelt

rendszerben. tengerimalacok vvt hdédenaturacids gorbéi (i=injektalas,
d=eltelt napok szama)

Ez a felismerés fontos szerepet

jatszhat az orvosi kezelések megtervezése soran, a klinikumban, és human felhasznalaskor
szoros kontrollt tesz szlikségessé. Az els6 csoportban (injektalast kovets napon terminalds) a
magasabb h6mérséklet(i két endoterm reakcié Ty -je szignifikdnsan csokkent. Ezzel szemben
a két kezelésen atesett csoportokban csak a T3 csokkent szignifikdnsan, mig a Ty €és T
értékeiben ingadozas volt tapasztalhatd. A 3 és 4 dozis ciklofoszfamidot kapott csoportokban
az Osszes olvadasi hémérséklet (kivéve a hatodik kezelést) szignifikdnsan csokkent. A
kalorimetrids entalpidak az elsé és negyedik injektaladst kovetben szignifikdns novekedést, a
tobbiben csokkenést mutatnak, melyben jéval egyértelm(ibb szerepe van a termindlas elG6tt
eltelt idének.

Megbeszélés

Kutatdsunkban a széles kérben hasznalt ciklofoszfamid okozta hatasokat vizsgaltuk a
vérplazma Osszetev@in és a vorosvértesteken. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az
allatmodellinkdn human protokollal ekvivalensen alkalmazott ciklofoszfamid kezelés
hatdsara mind a vordsvértesteken, mind a vérplazmaban DSC-vel detektdlhaté valtozasok
figyelhet6k meg. A kimutatott eltérések feltételezhet6en részben a ciklofoszfamid plazma
koncentrdciojaval allnak Osszefliggésben, részben a szer dltal a plazma 6sszetevékon (az
irodalmi adatok alapjan elsGsorban a fibrinogénen, albuminon és globulinokon) és
vorosvérsejteken kivaltott bioldgiai hatdsaival, melyek a bioldgiai torvényszerliségek alapjan
nagy valdszinliséggel muikodésbeli kovetkezményekkel is jarnak. Ezen mddosuldsok a
kiilonb6z6 mellékhatdsokban feltételezhet6en szerepet jatszanak, igy az eltérés mértéke
prediktiv értékd annak sulyossagat és lefolydsat illetSen.

Figyelembe véve, hogy a ciklofoszfamid plazma szintjének relative gyors és informativ
meghatdrozasa a napi gyakorlatban nehézkes, a moddszer ez irdnyd alkalmazdsa Uj
lehet6ségekkel kecsegtet. Mindemellett a ciklofoszfamid ismert és nem kivant, olykor fatalis
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mellékhatdsainak pontosabb el6rejelzése szintén fontos, mely feltételezéseink szerint a vér
OsszetevGin kivaltott hatdsok mértékével, illetve minéségével varhatdan korreldlhat. Ennek
pontosabb megitélése még tovabbi vizsgalatok targyat képezheti, féleg annak tiikrében,
hogy a médszeriink (DSC) klinikai alkalmazhatésdganak megvaldsitasa egyéb teriileteken mar
folyamatban van és a publikaciék szama egyre névekszik.

Kovetkeztetés

Vizsgdlatainkkal egyértelmlien bizonyithaté a ciklofoszfamid indukalta valtozasok
detektdlhatésdga DSC segitségével a vorosvértesteken és a plazma elemein, mely Uj
lehet6séget teremt a vart hatasok és nem kivant mellékhatdsok megitélésében, valamint
el6rejelzésében. A DSC klinikai alkalmazasanak folyamata igéretes, igy tovabbi kutatasok
révén Ujabb hasznos és értékes informaciot nyerhetiink ezzel a vizsgdlo eljarassal.
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Kisérletsorozatunk értékelése

Vizsgdlatainkban ciklofoszfamid okozta hatdsokat, altala kivaltott valtozdsokat
igyekeztink kimutatni egy mar ismert, de még nem elterjedt mddszerrel, a differenciald
pasztazo kalorimetridval.

A ciklofoszfamid perifériads idegre (nervus ischiadicus) kifejtett hatdsat a kezdeti, kis
egyedszdmu vizsgalat mar el6revetitette, amit kiterjesztett vizsgdlataink megerd&sitettek.
Habar a Trn1 €s Tm denaturacids hémeérsékleti maximumok mutattak kismérték( eltéréseket,
ami a bal oldali T,,; esetén tendencidzusnak bizonyult, de egyértelmd igazoldssal a Tyys - mal
jellemzett termikus domén szolgalt szignifikdns emelkedésével. A periférias ideg esetén az
igazan meggy6z6 eredményt a kalorimetrias entalpia szamitdsa hozta a h&denaturacios
gorbébdbl, mely markans doézis dependencia mellett egyértelml szignifikdns csokkenést
mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva. A relative nagymérték(i entalpiavaltozas erés
strukturdlis valtozasra utal, mely figyelembe véve az idegszovet kifejezett érzékenységét
megalapozottan magyarazza a funkcidbeli karosodast.

A harantcsikolt izomzat (musculus gastrocnemius) értékeléséhez jelent6s tapasztalati
eredmények dlltak rendelkezésre. A ciklofoszfamid karosité hatdsat az entalpia valtozasa
mellett elsGsorban T,1 és Tmns értékek valtozdsai mutatjak, mely a periférids ideghez
viszonyitva mérsékeltebbek, de egy iranyu csokkend tendenciat mutatnak. Az eredmények a
miozin fejek és az aktin filamentumok érintettségét tdmasztjak ald, Osszességében az
aktomiozin komplex funkcidkarosodasdval. Fontos kiemelni, hogy funkcionalis egységként
kell kezelnlink a vizsgalt aktomiozin komplexet és az azt beidegz6 nervus ischiadicust, ami a
karosodasuk okozta funkciocsdkkenés hatvanyozddasaval jar.

Megjegyzendd, hogy a periférids ideg és izom vizsgdlata sordn bemutatott
oldalklilonbség jelenleg megalapozottan nem magyarazhatd, amennyiben tovabbi
vizsgdlatok és human klinikai esetek is mutatnak ilyen jellegli diszkrepanciat tovabbi, ez
iranyba érzékenyitett vizsgdlat sziikséges a hatterének kimutatasara.

A szivizomzat denaturdcios gorbéje nagyban megegyezik a harantcsikolt izoméval, igy
hasonldan értékes alapinformacidkkal rendelkeztiink a vizsgdlata soran. Az eredmények
alapjan a hardntcsikolt izommal 6sszehasonlitva a szivizom mar kisebb dézisu kezelésre (1-2)
is érzékeny, szignifikdnsabb eltérést mutat Tn.: és Tn3 denaturdciés h6émeérsékleti
maximumokban, mig a dézis emelésével (3-4) T, és Tz mutat jol detektdlhaté valtozast. A
Tmz csokkenése a miozin rudak karosodasat jeleniti meg. A kalorimetrids entalpia a ddzis
emelésével fokozddod csokkenést mutat, demonstralva ezzel a szerkezeti karosodasokat. A
teljes vizsgdlatot tekintve ebben az esetben is domindnsan a miozin fejek és az aktin
filamentumok sériilnek, de a miozin rudak sem maradnak intaktak. Osszességében az
aktomiozin komplex funkcidja, ezdltal a pumpa funkcid szamottevGen csokken. A
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kalorimetrids entalpia jelezte szerkezeti mddosuldsok feltehet6en aktivan hozzajarulnak a
szivizom-kdrosodas, adott esetben a hemorragias szivizomgyulladas kialakuldsahoz.

A ciklofoszfamid kis mennyiség, egyszeri alkalmazasanak a hatasa legszembetlndbb
a vérplazma alkotéelemein, ahol az els6 kezelést kovet6en egyértelml novekedés
tapasztalhaté a denaturaciés hémeérsékleti maximumokban. Egyszeri kezelést kdvet6en az
id6 muldsaval az eltérés fennmarad, ami egyértelmlien a ciklofoszfamid tartés hatasardl
tanuskodik, vagyis a kezelés ledllitasatdl nem vdarhato gyors regeneracié. Ujabb kezelésekre a
hémérsékleti maximumok szignifikdns csokkenést mutatnak, mely a bioldgiai funkciok
karosodasat feltételezi. A fibrinogén denaturdcidjanak megfeleltetheté T, eltérések
feltételezik a fibrinogén diszfunkcidjat, vagy csokkent funkcidjat, ezdltal a véralvadasi
rendszer kdarosodasat demonstrdlja. Ez a klinikai gyakorlatban a vérzéses, illetve
trombembdlids szov6dmények lehetdségét vetiti elére. A Ty, szemben a Tryy és Tz —mal a
kontroll csoporthoz viszonyitva, a kezelések alatt csaknem végig szignifikdansan emelkedett,
mely eltérés az albumin funkciézavarara utal, ami befolyasolhatja tobbek kozott a plazma
kolloid ozmotikus nyomadsat, a vér kot6- és szallitd funkcidjat, csokkentheti az antioxidans
hatast és a szervezet aminosav tartalékat.

A funkcidébeli kdrosoddasokat erGsiti meg a kétszeri injektalastél a toébbszori kezelések
soran az egyre nagyobb mértékl kalorimetrids entalpia csokkenés, ami a szerkezeti
atalakulasok, mdédosuldsok egyre kifejezettebb mértékét demonstralja.

A voOrosvértestek esetében az eredmények nem mutatnak ilyen mérték( egyiranyu
tendenciat, mind a denaturaciés hémérsékleti maximumokban (T.,), mind a kalorimetrids
entalpia eltérésekben ingadozas figyelheté meg, a kiilonbségek szdmos esetben szignifikans
mértékliek, de iranyuk valtozé. Kiemelhetdé azonban, hogy nagyobb szamu kezelés (5-6)
hatdsara az endoterm reakcidok szdma egyre csokken. Ez alapjan itt is felvethet6 a
funkcidkarosodas, ami elsGsorban a vér oxigén szallitasi kapacitasat érintheti, ez azonban az
eredmények alapjan kevésbé megalapozott. Igazoldsdra a human klinikai gyakorlatban
hosszabb tavu ciklofoszfamid kezelést kapd betegek ez iranyu célzott vizsgalata javasolhato.

Altaldnossagban megallapithatd és az eredményeink alapjdn aldtdmaszthaté a
ciklofoszfamid indukalta kdrosodasok dézis dependencidja, mely azonban az érintett szoveti
tipustol fliggben valtozdé mértékl és hatdsu. A vérplazma alkotéelemein és a szivizmon
markans eltérések bizonyitottak, igy varhatéan ehhez kapcsoléddéan varhatéak a
legkomolyabb funkcionalitasbeli eltérések is. A periférias idegen és izmon is egyértelm a
karosité hatds, de itt elsGsorban hosszabb tavon valik szignifikdnssd. A vorosvértesteken
szintén tapasztalhatéak jol detektalhato eltérések, de az eredmények kevésbé kongruensek,
igy azok funkcidbeli manifesztalédasa bizonytalan, de feltételezheté.

14



Az értekezés osszefoglalasa

Munkdankat egy konkrét napi igazsagligyi probléma megoldasa inspiralta, mely sordn
kisérletes koralmények kozott sikerlilt megalapozott valaszt adni egy jogi és orvosi
konzekvencidval jaré kérdésre a kemoterapias kezelést kdvetGen.

Figyelembe véve a rosszindulatu daganatos megbetegedések emelkedé tendencidjat
a kemoterdpias kezelések okozta mellékhatdsok egyre markansabb el6forduldsa varhatd. A
gyogyszerszintek direkt meghatarozdsa a napi rutinban korilményes és sokszor
nehézségekbe Utkozik. A beadott dézisokbdl csak durva kovetkeztetéseket lehet levonni egy-
egy adott betegnél, mivel a farmakokinetika tobb okbdl kifolyélag egyéni varidcidkat
mutathat. Fontos kiemelni, hogy a kemoterdpias szerek tobbségénél a terapias és toxikus
szint igen kozel esik egymashoz, vagy akar fedhetik is egymdst. A DSC vizsgdlat segitségével
azonban lehetGség nyilhat az indirekt hatdsok kimutatdsara.

Sajat klinikai munkdssagomban, az intervencids onko-radiolégiaban a szelektiv
transzarterialis citosztatikus kezelések és kemoembolizaciok soran, valamint azokat
kovet6en fontos szerepet jatszhatna, ha relative egyszerlen meghatdrozhaté vagy
megbecsiilhet6 lenne a kemoterapids gyogyszer szintje, és ebbdl kifolydlag az adott
szelektivnek szant beavatkozas szisztémas hatdsa. Az adatok ismeretében kovetkeztetést
lehetne levonni a terdpia varhaté hatdsanak, a beavatkozds sikerességének és a kezelés
folytatdsanak megitélésében. Ugyanilyen lényeges az esetleges mellékhatdsok, a toxikus
kovetkezmények el6rejelzése, mely szintén befolyasolja a beteg tovabbi sorsat és kezelését.
Eredményeink alapjan a vér DSC-vel torténd vizsgalataval minderre lehetGség nyilhat.

A kutatdasunkhoz kivalasztott kemoterapias szer — ciklofoszfamid — alkalmazésa
esetén jol detektdlhatd doézis dependens eltéréseket sikerilt kimutatni mind az ideg-izom
komplex, mind a szivizom esetében és a vér alkotdelemeinél is. Eredményeinket szinkron
értékelve kiolvashatd, hogy milyen ddzis esetén alakulnak ki olyan mértékd eltérések a vér
alkotoelemein, melyek mar nagy valdszinlséggel a szivizmon vagy a periférias idegeken és a
harantcsikolt izmokon létrejové karosodasokat jelezheti.

Célkitlizéseink teljesiilése, az értekezés elért Uj eredményei

Vizsgdlatainkkal megalapozottan megerdGsitésre kerilt, hogy a ciklofoszfamid hosszu
tdvu alkalmazdsa soran szamitani kell periférids neuropatia és motilitasi diszfunkcid
létrejottére az ideg-izom komplexen, melynek hatterében strukturdlis médosuldsok allnak.
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Egyértelm(i szerkezeti valtozdsok jonnek létre a szivizomzatban, melyek tobbek
kozott a pumpa-funkcié romlasa daltal nagy valdszinliséggel szerepet jatszik a ciklofoszfamid
kezelések szov6dményeként ismert kardiomiopatia kialakulasaban.

A vér alakos elemein, vorosvértesteken és vérplazman DSC segitségével szintén jol
kimutathatd valtozdsok alakulnak ki. A termogramok eltérése jol jellemezhet6en dozis
dependenciat mutat, igy indirekt informdaciét nyujt az aktuadlis és kumulativ gyogyszerszintrdl
a keringésben. Emellett a bizonyitott szerkezeti atalakuldasok mértéke feltehetéen korreldl a
funkciondlis mdédosuldsokkal, diszfunkcidkkal, de az ez irdnyu pontosabb megallapitdsokhoz
tovabbi vizsgalatok, human alkalmazas sordn torténdé mérések sziikségesek.

A DSC-vel detektdlhaté eltérések prediktiv értékliek a dézis dependens
mellékhatdsok, szovédmények megitélésben.

Mindezek alapjan a megfelel6 human standardizacidkat kovetéen a DSC alkalmasnak
tarthatd a napi klinikai kezelések sordan a betegek szoros kovetésében, a mellékhatdsok
megelGzésében, mérséklésében.

Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék kdszonetet mondani munkahelyi vezet6imnek, Dr. Bogner Péter
professzor urnak, a Radioldgiai Klinika igazgatdjanak és Dr. Battyani Istvan tanar urnak, az
Intervenciés Radioldgia tanszékvezetSjének a tudomanyos értekezés megirasara vald
Osztonzéslikért, segitséglikért és hasznos tandcsaikért.

Koszonom Dr. Nyitrai Miklés egyetemi tandr Urnak, a doktori program vezetdjének,
hogy befogadott, a kutatdshoz lehet6séget adott és munkamban tdmogatott.

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni témavezetémnek, Dr. L&rinczy Dénes
professzor uUrnak, odaadd lelkesedéséért, faradhatatlan biztatdsaért kutatdsunk soran. A
kalorimetrids mérések kivitelezésében és értékelésében nyujtott segitsége nélkiil
vizsgalatunk nem tudott volna megvaldsulni. Onzetlensége 6rék példa marad szamomra.

K6széndom Dr. Barthé Lorand professzor Urnak az allatkisérletekhez nyujtott tevéleges
tdmogatasat, és kulon koszonet illeti Dr. Konczol Franciska egyetemi docenst, az
allatkisérletek kivitelezésében és a preparativ munka végzésében nyujtott poétolhatatlan
segitségéért.

Halds koszonettel tartozom csalddomnak, feleségemnek és gyermekeinknek
tirelmikért és megértésikért. Tamogatasukkal, biztatasukkal elengedhetetleniil
hozzdjarultak munkam elkésziiltéhez.
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