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Rovidités jegyzék

ALL — akut limfoid leukémia

CLL — krénikus limfoid leukémia

CT — komputer tomografia

AH. —tdmegre normalt kalorimetrids entalpia
DNS — dezoxiribonukleinsav

DSC — Differential Scanning Calorimetry (differencial pasztazé kalorimetria)
ENMG — elektroneuromiografia

IgG —immunglobulin G

IgM — immunglobulin M

MESNA — natrium 2-merkaptoetan-szulfonat
MRI — magneses rezonancia vizsgalat

NAD — nikotinamid-adenin-dinukleotid

SLE — szisztémas lupus erythematosus

Tm —denaturacidos hémérséklet maximum
vvt — vOrosvértest

WHO — World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)



Bevezetés

A XXI. szdzadban a fejlett orszagokban a kardiovaszkuldris megbetegedések utdn a
rosszindulatu daganatok allnak a masodik helyen a haldlokok kozott. A Kbzponti Statisztikai
Hivatal adatai szerint [1] Magyarorszagon is vezet8 haldlokként szerepl6 sziv- és érrendszeri
megbetegedések az elhaldlozas okaként 2000-ben 48,7 %-ban, 2012-ben 46,4 %-ban
szerepeltek, vagyis minimalis csokkend tendenciat mutattak. Ezzel szemben a masodik
leggyakoribb halalok, a rosszindulaty daganatos megbetegedések el6forduldsa 25,4 %-rol 28
%-ra emelkedett, vagyis enyhe emelkedd tendenciat mutat. Ennek hatterében elsGsorban a
kardiovaszkuldris megbetegedések teriiletén tapasztalhato intenziv egészségiigyi fejlédés és
a fokozatosan emelkedd varhaté élettartam all. 2014-ben Magyarorszagon a férfiak
sziletéskor varhato élettartama 72,3 év, n6k esetében 79,4 év, teljes lakossagra

vonatkoztatva 76 év [2].

A fenti tendenciakbdl is adéddan egyre nagyobb hangsuly helyezédik a daganatos
megbetegedések gydgyitasdra illetve kezelésére. A rosszindulatu térfoglaléd folyamatok
tulnyomo tobbségében elsédleges cél az elvdltozas in toto miitéti eltavolitdsa, azonban ez
sok esetben nem lehetséges, igy kulcsszerep harul daganattipustdl fliggéen a besugarzdsnak
illetve a kemoterapianak. Mindkét lehetGség veszélyeket és akar igen sulyos mellékhatasok

lehetGségét rejti magaban.

A kemoterapia alkalmazasa soran — szakmdamban a napi rutin sordn végrehajtott
transzarterialis kemoemblizacié vagy citosztatikus kezelések esetén — a ddzis meghatdrozas
kiforrott vagy sokszor csak alakuldoban lév6 nemzetkozi ajanlasok, standardok alapjan
torténik, azonban betegre szabott individudlis ddzis bedllitdsa nem lehetséges. Figyelembe
véve, hogy a legtobb gyodgyszer, kemoterapias szer farmakokinetikaja részben genetikai
alapon, részben a beteg szervezete aktuadlis altaldanos allapotatdl figgéen befolyasolt,

ugyanazon ddzis alkalmazdsa eltérd hatassal lehet kiilonbo6z6 kezeltek esetén.

Intézetlinkben, a PTE Radioldgiai Klinikan az onkoldgiai kezelések soran elsGsorban
epirubicin, farmorubicin, cisplatin és mitomycin C keril alkalmazasra, melyeknek kiilon-kilon

is és egylttes alkalmazasuk esetén is ismert neurotoxikus illetve kardiotoxikus hatdsuk [3, 4,
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5]. Vizsgdlatunkhoz mégsem ezek a szerek kozil vélasztottunk, hanem a ciklofoszfamidot,
melynek alapjat az adja, hogy az onkoterapia mellett egyéb terileteken tobb
betegségcsoportban, elsésorban immunoldgidban is kiemelt szerepet jatszik és széles
korben, akar hosszantartd terapia részeként keriil alkalmazasra. Kisebb hangsullyal, de
alkalmazasra keriil tébbek ko6zott bdérgydgyaszatban, pulmonoldgidban is [6, 7]. EbbdI
kifolydlag a mellékhatas profilja kiemeltebb szerepet kap és szamos klinikai terilet

profitalhat kisérleteink eredményébdl.

A ciklofoszfamid fontossagat jol mutatja, hogy az Egészségligyi vildgszervezet (WHO)

altal 2015 aprilisdban kiadott legfontosabb gydgyszerek listajan is szerepel [8].
Célkittizések

A dolgozat célja a DSC, mint esetleges klinikai diagnosztikai eszkdz megitélése in vitro
kisérleteinkre alapozva. Szeretnénk bizonyitani a mddszer alkalmassagat a szisztémasan
alkalmazott  ciklofoszfamid terdpia  szovédményeinek elGrejelzésében,  varhato

mellékhatasainak becslésében.

Allatkisérleteinkben gydgyszeres kezelés hatdsainak megitélésére human ddzissal
ekvivalensen intraperitonealisan alkalmazott ciklofoszfamid terapiat kovetGen kilén-kilon
vizsgalat ala vetettiink ideg-izom komplexet, szivizomzatot, vérplazmat és vvt szuszpenziét.

Mindezek soran szeretnénk megitélni:

neuropatia, motilitdsi diszfunkcié iranyaba mutatd eltéréseket ideg-izom

komplexen létrejové médosuldsok altal

- a szivizomzatban kialakulé valtozasokat, melyek szerepet jatszhatnak
kardiomiopatia kivaltasaban

- a vér alakos elemein, vorosvérsejteken és vérplazman detektalhatd eltéréseket,
mely alapjan lehet6ség nyilhat indirekt Uton tortén6 gyogyszerszint
monitorozdsra és a tartds kezelés soran létrejové funkciondlis mddosuldsok
becslésére.

- eredményeink alapjan a ddzis fliggvényében tapasztalt eltérések prediktiv értékét

a lehetséges kovetkezményeket illetGen.



Kutatasainkat indukalo problémafelvetés —
esetismertetes

Esetgazda: dr. Kénczol Franciska

Egy 40 éves, érdemben negativ egészségiligyi anamnézissel rendelkez6 betegnél
uterus midma és jobb oldali ovarium ciszta kerilt felismerésre, melyek mutéti eltavolitasat
gyermekvallalast el6segit6 indikacidval tervezték. Intraoperative rosszindulatu jobb ovarium
térfoglald folyamat igazolddott (szovettani diagndzis: ovarium cisztadenokarcindma),
melynek folyomdanyaként hiszterektdmidra, adnexectdmidra és csepleszreszekciora kerilt
sor. Az onkoldgiai gondozasba vételt kévet6en hat sorozat ciklofoszfamid + ciszplatin
(Cyclophosphamid 1300 mg + Platidiam 130 mg) citosztatikus adjuvans kezelésben részesiilt.
6 honappal késébbi kontroll vizsgalat soran panaszként a bal ldb zsibbadasat jelezte.
Kés6bbiekben panaszai perzisztaltak, majd mérsékelten progredialtak, igy 6 évvel a
beavatkozast kovetGen gerinc MR vizsgalatot végeztek, azonban panaszait magyarazo eltérés
nem igazolddott. Ezt kdvetéen 1 hdnappal az elektrofizioldgiai vizsgalat szegmentalis
polineuropatiat igazolt. Neuroldgiai vizsgalata soran Achilles-in- és mély talpreflex kiesést,
spinalis ataxiat, disztalis taktilis hipesztéziat irtak le. Koponya CT vizsgalata érdemben negativ
eredménnyel végz6dott. Az évenkénti ideggydgyaszati ellenérzések sordn valtozatlan
panaszokat emlitett, és a kontroll elektrofizioldgiai vizsgalat paraneopldzids eredetet vetett
fel. 11 évvel az operaciot kovetd koponya MRI vizsgalat kismértékd vaszkularis
enkefalopatiat jelzett. Onkoldgiai kontroll vizsgalatai metasztatikus, recidiv folyamatot nem
igazoltak, mely alapjan a pdacienst gyodgyultnak nyilvanitottak. A malignus elvaltozas
felismerését kovet6en 12 évvel a beteg onkoldgiailag gydgyult, ellenben sulyos
polineuropatids jelekkel, centrdlis facialis parézissel jobb oldalon, nystagmussal, kétoldali
also végtagi és bal felsé végtagi rigorral, az also végtagokon térd alatti taktilis hipesztéziaval,

paresztéziaval jard tlinetekben szenved.

Osszességében a beteg esetében nem javuld, életét tartdsan negativ irdnyba
befolydsold, progrediald érzés- és mozgaszavar, neuropdtia maradt fenn, mely a rokkantsag

mértékét elér6 egészségkarosodashoz vezetett.



A kortorténetet és az alkalmazott gyogyszeres terapia hatasmechanizmusat,
ciklofoszfamid mellékhatas profiljat az ismert irodalom alapjan vizsgalva tortént meg egy kis
egyedszamu dllatkisérlet annak a megitélésére, hogy a beteg altal kapott citosztatikus

kezelés kivalthatta-e a betegnél tapasztalt sulyos tlinettant.

A kezdeti kisérlet eredményei alapjan [9, 10] munkacsoportunk Ugy gondolta
vizsgalatra érdemes az, hogy a ciklofoszfamid egyéb terlleten megjelend kdaros
mellékhatasainak megitélésére alkalmas-e a moddszeriink. Ezt a célt szem el6tt tartva
végeztiink nagyobb egyedszdmu allatkisérletet immar nem csak ideg-izom komplexet,
hanem szivizmot, vérplazmat és vorosvértest szuszpenzidt is vizsgdlva azonos feltételek

mellett.



Ciklofoszfamid

A ciklofoszfamid - kémiai nevén di-(béta-kldretil)-amino-propilénfoszforsav-
észteramid (C;H1sCI,N,O,P) - citotoxikus, DNS tamadaspontu oxazafoszforin-gydr(it

tartalmazé mustarnitrogén szarmazék (1. abra), mely a legszélesebb koérben alkalmazott
alkilez6 szer a klinikai gyakorlatban. ,Az alkilezés azt a kémiai reakciét jel6li, amikor egy
vegyllet alkilcsoportja egy masik vegyilet H-atomjat kicseréli. Az alkilez6 vegyiletek

kovalens kotést hoznak létre, ha az

elektrofil sajatossagu hidroxilkarbonil- H2 =

csoportjukat nukleofil vegyiletekhez / A \ /CHE_CHQ_CI
képesek kapcsolni” [11]. A sejteken HEC\ /P\CN

belil az alkilez6 szerek a kis és nagy C_O O \CHE—CHQ—Cl
molekulatomegld - mint a DNS - H2

molekulak kozoétt alakitanak ki kovalens 1. dbra: A ciklofoszfamid kémiai szerkezete

kotéseket mind a molekula lancokon

belll, mind azok kozott [12, 13]. Az igy |étrejott keresztkdtések és lanctorések révén karositja
a géneket, végeredményben gatolva a sejtproliferaciot, illetve indukalva az apoptozist [14].
Hatdsmechanizmusabdl adéddan régdta ismert, hogy a ciklofoszfamid joval hatékonyabb a

gyorsan proliferald sejtek esetén [15].

Farmakodinamia, farmakokinetika

A ciklofoszfamid in vitro korlGlmények kozott hatastalan, a szervezetbe
profarmakonként juttatjuk be intravéndsan vagy per os — a gyomor-bél rendszeren keresztil
74 %-a szivodik fel [11]. A szervezetben in vivo, a metabolizmus soran inaktiv, reaktiv és
toxikus vegyiilet is képz6dik. A prodrug aktivaldsaért a citokrém P450, a maj monooxigenaz
rendszere felel6s, mely soran tobb Iépcs6ben (hidroxi-ciklofoszfamid, aldofoszfamid-
mustdrnitrogén) egy reakcidsorozat révén jon létre a foszforamid-mustarnitrogén, az aktiv
alkilalé termék (2. abra) [16]. Emellett keletkezik az akrolein is, mint toxikus metabolit és az

egyik gyakori mellékhatas, a hemorragias cisztitis kialakulasaért felelés vegyiilet [17].
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inaktiv loxikus daganatgatio hatasu

2. abra: A ciklofoszfamid hatasmechanizmusa [11]

A hidroxi- ciklofoszfamid és az aldofoszfamid-mustarnitrogén transzportforma,
melyek a sejtmebranon jél atjutnak ellentétben az ionos foszforamid-mustarnitrogénnel
[18]. Habar a hatdas mértékét nem befolyasolja, de a mikroszomalis poliszubsztrat
monooxigendz rendszer szilikséges a ciklofoszfamid aktivitdsdhoz. Ezt jol bizonyitja, hogy a
fenobarbital-el6kezelés ugyan kis mértékben emeli a metabolitok szintjét, de a

daganatgdtlas mértékét érdemben nem befolyasolja [19].

A ciklofoszfamidra csokkent érzékenységl sejtekben, akdrcsak a rezisztens
tumorsejtekben is kimutathaté egy inaktivald reakcio, ami az aldofoszfamid-mustarnitrogént
bioldgiailag inaktiv karboxi-ciklofoszfamidda oxidalja NAD-fliiggé aldehid-dehidrogenazok
segitségével. Ebbdl addddan az aldehid-dehidrogenaz gatlasaval a citosztatikus/citotoxikus

hatas fokozhatd, ellenben a terapids indexet mégiscsak csokkenti, mivel ezzel jelentGsen
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csokken a ciklofoszfamid relativ szelektiv hatdsa a tumoros sejtekre, tekintve, hogy az ép

sejtek aldehid-dehidrogendz-aktivitasa magasabb a daganatos sejtekhez képest [11, 16].

A kialakuld foszforamid-mustarnitrogén makromolekuldk elsésorban a DNS-ket
alkilaljak, keresztkotéseket létrehozva a DNS ldncok kozott, és ezzel gatoljdk a sejtek
proliferacidjat, igy a tumor novekedést, illetve elpusztitjdk az antigén hatasara proliferald
sejteket, akadalyozva az immunvalaszt, mely miatt hatasosan alkalmazhatdak az autoimmun

betegségek terapidjabanis [12,13,14].

A gyogyszer beadasat kovetéen a plazmakoncentracid 1-2 éra mdulva éri el a
maximumat, a 20 %-uk liquorban is kimutathato [20]. A vérben a ciklofoszfamid 10-20 %-a,
mig az aktiv metabolit, a foszforamid-mustarnitrogén 33 %-a kotédik plazmafehérjéhez. A
ciklofoszfamid plazma koncentracidjanak felezési ideje feln6ttekben és gyermekekben
elsGsorban a maj felel, de 5-25 %-at a vese valasztja ki valtozatlan formaban, mig a
metabolitok jelent8s része, 60-70 %-a mutathatd ki a vizeletben a beadast kovetd 48 éraban
[11, 16, 22, 23]. Igen kis mennyiségben a ciklofoszfamid és metabolitjai a székletben és a

kilélegzett levegbben is kimutathatd [24].

Fontos kiemelni, hogy ismételt kezelések soran —tobb napos kezelési séma esetén —a
felezési id6 redukalédik, aminek a hatterében maga a ciklofoszfamid 4dltal indukalt

metabolikus aktivalddas gyorsulasa all. [25, 26, 27].

Tartds kezelés sordn a gyogyszer irdnt relative gyakori a rezisztencia kialakuldsa,
melynek |étrejottében 3 mechanizmus jatszik szerepet. Az egyik a daganatban az aldehid-
dehidrogenaz aktivalddasa, a masik, hogy a glutation konjugacioval semlegesit6dés jon létre,
harmadrészt pedig a DNS repair mechanizmus segitségével a DNS-karosodas helyreall [11,

28, 29].

A ciklofoszfamid metabolizmusa nagymértékl egyéni variabilitast mutathat, mely
részben genetikailag determindlt, részben a tarsbetegségek és kiséré kezelések befolyasa
alatt all, igy id6ben is valtozhat [30]. Joy és munkatarsai kimutattak, hogy a ciklofoszfamid és
4-hidroxi-ciklofoszfamid  farmako-kinetikdja eltér6 autoimmun  betegségek (pl.:

glomerulonefritisz) és daganatos betegségek esetén. (A vizsgdlatok soran a plazma



ciklofoszfamid szintjét folyadék kromatografia - tomeg spektroszkdpia segitségével

monitoroztadk, mely hatékony, de kortilményes maddszer [31].)

Alkalmazas

A ciklofoszfamid orvosi alkalmazasanak lehet6ségét a daganatellenes terapiaban
citotoxikus szerként el&szor 1958-ban publikdltdak [32]. Napjainkban a ciklofoszfamid -
roppant hatasos oralisan adagolhatd immunszuppressziv gydgyszerként - elsédleges
alkalmazasi terlilete a sulyos szervi érintettséggel jard, enyhébb kezelésekre nem reagdld
reverzibilis, illetve életet veszélyezteté komplikacidkkal tarsuldé reumatoldgiai-immunoldgiai
betegségeknél van (szkleroderma, vaszkulitiszek, SLE) [16]. TObb esetben elsé vonalbeli
kezelésként, de sokszor - a némileg enyhébb mellékhatas spektrummal rendelkezé
metotrexat mogott - csak masodik valasztasként jon széba [33, 34, 35]. Hatasara jellemz6,
hogy a gyulladdsos tiinetek csdkkentése helyett a folyamatot lelassitjak, szerencsésebb
esetben megillitjdk. Kiemelend6, hogy az egyidejl szteroid kezelés esetén a szteroid

sziikségletet is csokkenti [11].

Kivald immunszuppressziv hatdsa miatt szervatiltetések esetén, ritkdbb esetben
Wegener-granulomatozisban és gyermekkori nefrézisban szintén jél és eredményesen

alkalmazhato [36, 37].

A ciklofoszfamid bar mind a B-, mind a T-sejtekre hat, mégis a humoralis

immunvalaszt gatolja kifejezettebben [38].

Kiemelkedd szerepét emellett a daganatok kezelésében betoltott helyének
koszonheti, nagyobb ddézisban az egyik legfontosabb antineoplasztikus szer, a legszélesebb
korben alkalmazott alkilez6 kemoterapeutikum. A legfontosabb alkalmazasi teriilete a
hematoldgiai rosszindulati daganatok kezelése (ALL, CLL, Hodgkin-kér, non-Hodgkin-kor), de
egyes szolid daganatok esetén szintén sikeresen alkalmazzak, gyakran egyéb kemoterdpias
szerekkel kombindlva [39, 40, 41, 42, 43]. Segitségével akar teljes remisszié érhet6 el Burkitt-
limfomaban és gyerekkori akut limfoid leukémidban, de fontos 0Osszetevbje az
emlGdaganatok adjuvans kezelésének is [39, 44, 45]. Szerényebb hatasfokkal a mieldma
multiplex, petefészek és tud6é daganatok terapidjaban is részt vesz [46, 47, 48]. Az

el6rehaladott, késén felfedezett rosszindulati folyamatokban a sikeres gydgyszeres



kezelések esélye kisebb, mivel a daganatok progresszidja soran a tumor tomegének
emelkedésével aranyosan n6é a mutaciok gyakorisaga és az osztddasok okan az eredendben
rezisztens sejtek szama [11]. Ellenben a ciklofoszfamid fontos tulajdonsaga, hogy egyidej(ileg

képes karositani a gyorsan és lassan osztddo sejteket [16].

Lokalisan a szer nem alkalmazhatd, de adhatd tabletta (per os) és intravénas injekcid
formajaban. A ciklofoszfamidra érzékeny limfémak terapidjaban és hasonldéan karosodott
csontvel§ esetén 2-3 mg/kg (75-112 mg/m?) dézisban, rosszul reagalé daganatokban
kétszeres doézist lehet alkalmazni intravénasan 6 napon at, majd 1-5 mg/kg-mal fenntarto,
per os kezelés szikséges. Limfomas betegekben egyszeri nagy dézis — 30 mg/kg —

kifejezetten hatasosan alkalmazhato a klinikai allapot javitasara [11].

Alkalmazasaban kontraindikaciot képez a sulyos majkarosodas (majelégtelenség), mig
rossz vesem(kodés (veseelégtelenség) esetén csak szoros kontroll mellett adhato.
Terhesség, szoptatas és leromlott egészségi allapot, gyulladasos goc, szepszis mellett nem
alkalmazhaté. A fenobarbital és phenytoin egyidejl hasznalata gydgyszer interakcié okan

toxicitasat emeli [11, 16, 49].

Mellékhatasai

A jotékony hatdsai mellett a ciklofoszfamidnak sulyos, akar életveszélyes
mellékhatasai, szovédményei is lehetnek. Akut toxicitasa a fehérvérsejtekre nagyon erés, a
trombocitakra enyhe. Gyakori mellékhatasa az alopecia, mérsékelt foku hdnyds, hanyinger,
tuddfibrézis és kiemelten a  vérzéses huagyhdlyaggyulladas (10%-ban). Ez utdbbi
megelGzésére N-acetil-cisztein vagy MESNA (HS-CH,-CH,-SO3) adasa megoldast jelenthet. A
celluldris immunitast csokkent6 hatasa esetenként a rosszindulatu folyamat progresszidjat, a
metasztazis képzést is elbsegitheti. Primer daganatképz6 hatdsa is ismert, huzamosabb
alkalmazasabdl addédoan akut myeloid leukémia, hugyhdlyag tumor alakulhat ki. Emellett
sulyosabb mellékhatdsai is lehetnek pl. a trombembdlia, infertilitds vagy a teratogén

neurotoxikus hatds [11, 50, 51, 52].
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Ciklofoszfamid vizsgalatunkban kiemelt szerepet kapo hatasai
Polineuropatia

A ciklofoszfamidot periférias idegkarosodas, polineuropatia kezelésre is haszndljak
IgM ill. IgG monoklonalis gammopatidban [53, 54, 55], mikdzben tobb esetben is felmerilt,
hogy a ciklofoszfamid maga is indukalhatja ezt a betegséget. A ciklofoszfamid
polineuropatias hatdsardl eddig kevés kozleményt publikaltak [56, 57]. Ezeknek a tobbsége is
feltételezésen alapszik, mint példdul Tschop és tarsai altal kozolt Werlhof-kdrban
(autoimmun idiopatidas trombocitopénids purpura) szenvedé beteg nagy doézisu
ciklofoszfamid terdpiat kovet6en kialakult periférids szenzoros és motorikus
polineuropatidja, melynek etioldgidjara egyéb magyardzatot nem taldltak [58].
Mindazondltal, ahogy Konczol és tarsai ramutattak, a l1atszélag enyhébb mellékhatasnak igen
komoly, rokkantsaghoz vezet kdvetkezményei és akar igazsagligyi orvosszakértGi aspektusai

is lehetnek [9, 10].

A polineuropatia egy polietioldgiaju, altaldban 0Osszetett szindromiak részeként
jelentkezd, tipusosan distalis teriileteken kezd6ddé korkép. Az ehhez vezet6 betegségek,
kivalté tényez6k szamat tobb szazra becsiilik, melyek kozil a leggyakoribbak a diabetes
mellitus, hipotiredzis, By, vitaminhiany és az alkohol ablzus. A paraneopldzids eredeti
polineuropatia ritka, becslések szerint az 6sszes polineuropatia kevesebb, mint 1%-a,
azonban egy korabbi tanulmany a daganatos betegek 2,5%-dban mutatta ki [59]. A
kilénboz6 gyodgyszerek, igy a feltételezetten ciklofoszfamid indukalta korkép a toxikus
polineuropatiak kozé sorolhatd. A daganatos betegek polineuropatidjat a kemoterapia soran

alkalmazott szerek valtjak ki a leggyakrabban [60].

Az érintett terilettél fluggben el6fordulhatnak vegetativ, szenzoros vagy motoros
diszfunkcidk is, melyek sokszor keverten jelentkeznek ezzel megnehezitve a diagnodzis
feldllitasat. A legbiztosabb diagndzist a célzott biopszia jelenti, de ez a gyakorlatban
rutinszer(ien nem elérhetd, csak dedikdlt esetekben alkalmazzdk. Amennyiben a klinikum
alapjan felmeril, a korképet elektroneuromiografia (ENMG) segitségével lehet megerdsiteni,

de még emellett sem keriil az esetek 20%-a felismerésre [61].
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Kardiomiopatia, kardiotoxicitas

Szamos citotoxikus szer rendelkezik cardiotoxikus hatdssal, melyek kozil az
antraciklinek (pl.: doxorubicin) emelhet6ek ki, de a napi munkdnk sordan az onko-
radiolégaban egyik leggyakrabban alkalmazott epirubicinnek is ismert ez iranyd mellékhatdsa
[62]. Hasznalatuk relative jol ismert mechanizmussal vezethet hosszi tavd morbiditashoz
[63]. Emellett a ciklofoszfamidnak ismert, de kevésbé egyértelm( mechanizmussal

magyardazott kardiotoxikus hatasa is van.

Az alkilez6 szerek kozé tartozé ciklofoszfamid sulyos, akar fatalis kovetkezményekkel
jard szivkarositd hatasat mar tébb mint 40 éve leirtak csontvelS-transzplantacié kapcsan [64,
65]. Mig a doxorubicin és tarsai szivkarosité hatasa kumulativ jellegl, addig a ciklofoszfamid
nagy dozisu kezelés esetén is csak ritkdn okoz akut szivelégtelenséget vagy hirtelen

szivhalalt, mivel nem kumulativ jelleg( [66].

A ciklofoszfamid indukalta kardiomiopatia patogenezise a szabadgyokok
felszaporoddsan és az antioxidansok lecsokkenésén alapszik [67], patofizioldgidja részben
ismert, azonban teljes egészében még napjainkban sem tisztdzott. A ciklofoszfamid
metabolitjai oxidativ stresszt és direkt kapilldris endotél karosodast okoznak, melynek
kovetkeztében a fehérjék, vorosvértestek és toxikus metabolitok extravazacidja jon létre
sulyosan karositva a szivizmot. A miokardiumban mikrotrombusok, intersticialis bevérzések
és 0déma jelentkezik. Boncolasok soran a magnagyobbodott szivizom intersticiumaban
észlelt kapillaris szintd mikrotrombusok, fibrin lerakdddsok a ciklofoszfamid indukalta

kardiomiopatiara jellegzetes [68].

A gyakorlatban tipusosan a gydgyszer adasatol kezd6d6en az elsé 48 érdban, esetleg
az els6 10 nap alatt jelentkeznek a klinikai tinetek, mint a tahiaritmia, hipotenzio,
szivelégtelenség, miokarditisz, perikarditisz, perikardialis tamponad [69]. Ritka komplikacio a

hemorragias szivizomgyulladas, mely altaldban gyors és végzetes lefolyasu [68].

A sulyos kardiotoxicitas incidencidja pontosan nem ismert — a magasabb gyégyszer
ddzis emeli az el6fordulasat, de a hatarérték nem tisztazott - a megjelené szivelégtelenség

riziké faktornak tekinthet6 [70]. Torténtek prébalkozasok a szivizomban létrejovs valtozdsok

12



korai kimutatasara sziv MRI segitségével, de egyértelm(i prediktiv eltéréseket nem sikerdlt

azonositani [71]. A sulyos kardiotoxicitast kivalté hatarérték nem ismert.
Vérplazma alkotdelemire gyakorolt hatas

A vérplazma az extracellularis folyadéktér - ,,milieu intérieur” - 25 %-at teszi ki, annak
a mozgo részét képezi, mely ezaltal kapcsolatot teremt szervek, szervrendszerek kozott.
Osszetételét tekintve 90 %-a viz, emellett diffazibilis anyagok és nem diffuzibilis
plazmafehérjék talalhatok benne. A plazmafehérjék kozott elektroforézis alapjan 6 f6 frakcid
kiilonithets el — albumin; ay; an; B- globulin; y-gobulin és fibrinogén. Emellett valéjdban tobb
mint 200 kiilonb6z6, funkcidval rendelkezé fehérje ismert. JelentGségiiket figyelembe véve
kiemelend6ek a transzport-fehérjék pl.: transzferrin, céruloplazmin, tiroxin koté globulin,
transzkortin, transzkobalamin, haptoglobin, de a fehérjék tobbek kozott befolyasoljak a
véralvadast, a folyadékmegoszlast a szervezetben, a sav-bazis egyensulyt és az immunitast.
Az érpalydba adott anyagok, mint példaul az intravénas gyogyszerek, nagyjabdl 5 perc alatt

oszlanak el egyenletesen az intravazadlis térben [72].

A ciklofoszfamid régota tisztdzott egyik mellékhatasa az atmeneti fehérvérsejt és
vOrosvértest szam csokkenés, mely a szer citotoxikus hatdsabol addédik [11, 16]. Emellett a
beadott ciklofoszfamid a vér alkotd elemeihez részben kotGdik, részben azokon egyéb uton
valtozasokat hoz létre, ami a vorosvértesteken és az egyéb plazma alkotd elemeken a
bioldgiai torvényszerliségek okan igen nagy valodszin(iséggel funkcionalis mddosuldsokat is

kivalt, de ezeknek a kovetkezményei még napjainkban sem tisztazottak megalapozottan.
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Differencial pasztazo kalorimetria (DSC)

Termikus vizsgalati mddszer alatt altaldnossagban az olyan eljarasokat értjik, melyek
képesek a hé hatasara lejatszodé atalakulasok kimutatasara. Melegités hatasara az elemzett
minta fizikai vagy kémiai tulajdonsagai valtoznak, melyeket kilénb6z8 késziilékek
segitségével detektalhatunk, és kdvetkeztetéseket tudunk levonni a folyamat természetérdl.
Az analitikai eljarasok kozott a termikus analitikus eljardsok kiilon csoportot alkotnak,
melyben a vizsgalt anyag tulajdonsagait az id6 vagy a hémérséklet figgvényében kovetiink,

mikozben a minta h6mérsékletét el6re meghatdrozott algoritmus szerint valtoztatjuk [73].

Ezen csoporton belil helyezkedik a mara mar leggyakrabban alkalmazott
termoanalitikai modszer, a szamos tudomanyterilet altal hasznalt DSC is, melynek alapjait
Watson és O’Neill rakta le az 1960-as években [74, 75]. EredendGen szervetlen anyagok
fizikai tulajdonsagainak vizsgdlatara fejlesztették ki, majd a gydgyszerkutatdsban is jelent6s
szerepet kapott [76]. A késGbbiekben, mint érzékeny validalt analitikai modszer a bioldgiai
makromolekuldk  (nukleinsavak, fehérjék, szénhidratok) szerkezeti valtozasainak
elemzésében [77], majd kisérleti allatmodell vizsgalatoknal is alkalmaztak [78]. Az
ezredfordulot kovetéen a klinikai kutatasokban is egyre nagyobb teret nyert [79, 80, 81, 82],
mig napjainkban mar klinikai alkalmazasat vizsgaljak, mint diagnosztikai vagy kovetési
modszert, az egyes daganatos betegségekben [81, 83, 84]. Végeredményben kijelenthetd,
hogy az orvostudomdnyi kutatasokban a DSC az egyik alapmddszernek szamit a bioldgiai

strukturakban lezajlé valtozasok megitélésében.
A DSC alapjai

A Dbioldgiai szervezetben zajlé folyamatok soran az anyag bels6 strukturdja
meghatdrozott, ismert torvényszerliségek alapjan valtozik. Egy rendszer egymassal szorosan
Osszefliggl allapothatarozdkkal jellemezhetd, mint példaul a h6mérséklet, nyomas, térfogat,
koncentracio, és ezek Osszességében dllapotegyenletekkel irhatdk le, melyek informaciét

adnak a rendszer energiaallapotardl, stabilitasarol, belsé rendezettségérdl.
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A DSC érzékeny a strukturalis és konformacids valtozasok detektalasaban a bioldgiai
és biokémiai folyamatokban, kifejezetten szenzitiv a fehérjék termikus denaturacidjanak
kimutatasaban és alkalmas globalis és szubmolekularis valtozasok jellemzésére [85, 86]. A
termodinamikai analizis segitséget nyujt tobb tulajdonsag meghatdrozasaban, mint pl. a
h6kapacitas, szerkezeti stabilitas, transzformacidk, konformacids valtozasok, olvadasi pontok

[87].

A bioldgiai mintak kilonb6z6 kémiai vegylletek vagy makromolekuldk formajaban
vannak jelen a hémérséklet fliggvényében a sejtekben, szévetekben, igy a hémérséklet
valtoztatasaval egy bizonyos ponton a halmazallapot illetve a szerkezet valtozni fog. Ez a
valtozas a kilonb6z6 anyagokra jellemz6 és bizonyos kiils6 hatasokra, vagy patoldgias
eltérések esetén egyedi képet mutatnak. A hdémérsékletvaltoztatas altal indukalt
atalakuldasokat hdéjelenség kiséri, ezeket figyelve a felszabaduld vagy elnyelt héenergiat
mérhetjiik és segitségével beazonosithatjuk az anyag szerkezetét. Ehhez csak 6ssze kell
hasonlitani a mar korabban - hasonlé mddon mért - tiszta kémiai anyagok termikus

tulajdonsagaival [76, 87].

A DSC mukodési elve

Az  altalunk haszndlt  készllék

mUikodése a hé-aram mérés elvén alapszik. A

vizsgdldeszkoz 2 db azonos térfogatu, térben

elvdlasztott mintatartd cellat tartalmaz, az

egyik a méré cella, amibe a vizsgalt anyagot

N. gaz
Héelnyeld blokk

Belso temperalas

helyezziik, a masik a referencia cella, és

mindkett§ egy flithet6-hitheté hdéelnyeld
blokkban helyezkedik el (3. abra). Ha a
vizsgalt anyag folyékony halmazallapotu,
lelilepedését megakadalyozandé a cellak
cellatet6be beépitett harant irdnyu talcakat

tartalmaznak. A referencia celldba mindig az

Termoelemek

Méro6 cella

Referencia cella
Kilso temperalas

3. abra: HGaramos DSC késziilék sematikus elrendezése
(Forras: Setaram kézikonyv)

adott vizsgdlatnak megfelelS inert anyagnak kell kerlilnie, ami a mérés alatt nem mutathat

szerkezeti valtozast. Ez altalaban a minta puffer-oldata.
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A megtoltott celldk hdékapacitasanak egyeznie kell. A mérések kiértékeléséhez
szilkséges a mlUszeralapvonal felvétele, amit mindkét cella Ures allapotaban, vagy puffer-
oldattal vald feltoltésiik mellett végzett méréssel kapunk meg, és az adott mdszerre
jellemzé. A mi méréseink soran, mivel a makromolekuldk denaturacidja irreverzibilis, a
denaturdlt minta ismételt denaturacidja szolgdltatja a referencia jelet (a mdszer

alapvonalat), amit kiértékeléskor levonunk az elsé felf(ités adataibdl.

A mérések soran a cellak egyidej(, teljesen szinkron programozott felf(itése torténik,
mely soran a két cella h6mérséklete teljesen azonos modon valtozik egészen addig, mig az
egyik celldban nem jon létre valamilyen, az emelked6 hémérséklet kivaltotta valtozas. Ekkor
a két cella kozott hémeérséklet-kilonbség jon létre és annak el6jelétsl és nagysagatol
figgben energiat kell az egyik cellaba taplalnunk, hogy a program-h6meérsékletet mindkét
cella azonos modon kovesse, s koztik a hGmérséklet kilonbség zérus maradjon. A készilék
az ehhez sziikséges flit6aram valtozast detektdlja, és ebbdl vonatkoztatva rogziti kimeneti
jelként a hételjesitményt/hSaramot az id6 vagy hdmérséklet fliggvényében (4. dbra). Allandé
nyomas és hermetikus zaras mellett az igy nyert h6aram gorbe alatti terilet (id6 szerinti
integrdlja) megadja a kalorimetrikus entalpiat (5. 4bra). Ez az energia megfelel vagy a
konformacid illetve szerkezeti valtozdshoz szilikséges, vagy a folyamat sordn felszabaduld
energianak. Grafikus feldolgozassal a minta allandé nyomasra vonatkoztatott h6kapacitasat

is megkaphatjuk.

A hételjesitmény (Watt) leirhaté dH/dt = C,-dT/dt

az alabbi egyenlettel:
ahol:

t=R-I” S e
Q/ dH: kalorimetrikus entalpia valtozas
C,: a minta hékapacitas

Rallando, igy elegendd a fdtoaramot dT/dt: a fiitési / hiitési sebesség
mérni (I) azonos koriilmények kozott

4. abra: Hételjesitményt leiré egyenlet
[88.]

5. abra: kalorimetrikus entalpiat leiré egyenlet
Fontos megjegyezni, hogy a termikus analizis csak arra ad valaszt, hogy egy gondosan

megtervezett kisérleti sor esetén az daltalunk elvégzett beavatkozasok, vagy a kiilonb6z6

karosodasok megvaltoztattak-e a mintank szerkezetét (a hdkapacitds valtozas ennek
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egyértelml jele), de hogy melyik részén, annak eldontésére kiegészité vizsgalatok
szilkségesek. A kapott jel er6ssége a megvaltozott anyag mennyiségével aranyos —
kiemelendd azonban, hogy a minta tomegének ndvelésével nem kapunk tobbletinformaciot
s6t, a kapott gorbék inkabb md- illetve melléktermékekkel terheltté valnak, vagyis bizonyos

hataron tul el6nytelen.

A DSC gorbe értelmezése

A DSC mérés révén kapott héelnyelési gorbék

Hidram

szemléltetik a vizsgdlt anyag fizikai és kémiai 2
sajatossagainak megvaltozasat. A megszokott szemlélet

és jelolések mellett a vizsgalat sordn bekovetkezd Tsxo/k
Tdi

endoterm folyamat lejatszodasakor a termogramon egy B \f
NDO

ls

negativ csucsu gorbét kapunk (6. dbra). Ekkor a minta

hémérséklete a referencia celldéhoz képest elmarad, -

mivel a betapldlt héenergia egy része a kémiai
6. abra: Termogram (Forras: SETARAM
szerkezet atalakuldsdhoz szikséges, példaul kotések kézikdnyv)
felbomlasahoz, vagyis nem a belsé energiat noveli —
ezért ez egy héelvond folyamat. A referencidval valé azonos hémérséklet fenntartasahoz
plusz energiat kell a mérd celldba taplalnunk, vagyis a referencia celldval kozolt 6ssz-héaram
kisebb a mér6 cellaba folydhoz képest, ezt mutatja a negativ iranyu kitérés. Exoterm —
h6termel6 folyamat — esetén a mérd cellaban lezajlé reakcidé soran felszabaduld energia
hévé alakul, igy a referencia cella h6mérséklete elmarad a mintdétdl. Ezt kompenzalandod a
befolyé h6aramot ndvelni kell a referencia celldba, ezt demonstralja a pozitiv csucs. Jol
l[athatdan ebben az esetben a h6dram valtozasat a referencia cella szemsz6gébdl abrazoltuk,
de ez nem torvényszer(, a mér6eellara vonatkoztatva az abrazolast egy endoterm reakcio

pozitiv csucsként jelenitheté meg. (7. dbra). EbbSl addddan a gorbék értékelése el6tt fontos

meghatdrozni melyik szemszogbdl kerliltek dbrdzoldsra a mért adatok.
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0,12 Héaram, mW

0,10
F-aktin (kontrol)
0,08
0,06
0,04
0,02

0,00 Hémérséklet, "C

1

" " 1 "
30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

7. abra: F-aktin DSC termogramja. A DSC gérbe maximumadhoz tartozé hémérsékletet (Tm) tekintjiik a

termikus stabilitas mértékének. (endoterm folyamat a névekvd h6aram irdnyaban)

A DSC-termogram alapesetben t6bb fazisra bonthaté, amint az, az alabbi konkrét
példan keresztul végigkovethetd (8. abra). Kezdetben a minta és referencia cella a hét
egyenletesen felveszi, melegszik, igy azonosan né a belsé energidjuk és nincs
hémérsékletkiilonbség a referencia oldathoz képest — ez az 1. platd fazis (az abran az els6 két
Tm kozott, kozel vizszintes szakasz). Tovabbi hevitésre a h6aram csokken T;-t6l, negativ csucs
abrazoldédik. Mivel a referencia cella szemszogébdl tortént az abrdzolas ez egy endoterm
folyamatot demonstrdl —a minta hémérséklete alacsonyabb a referencidénal a benne lezajlé
szerkezet valtozas miatt, igy tobbletenergiat kell betapldlni a héegyensuly fenntartdasahoz —
ez a cellakat tartd ugynevezett hGelnyelS blokkban 1évé platina flit6ellendllds révén valdsul
meg. A folyamat megfelel biolégiai, kémia kotések felszakitasanak, atrendez6désének, ami
energiatobbletet igényel. A gorbe negativ iranyd maximumat akkor éri el, amikor a
makromolekulak felének szerkezete atalakult, innentél egyre kevesebb plusz h6mennyiséget
igényel a rendszer idGegység alatt. Amint az 6sszes molekula szerkezet atalakulasa lezajlott
(T, utan) nincs szlikség tobbletenergiara, a celldk h6mérséklete azonos mddon viéltozik, és

elkezdddik a 2. plato fazis (ami a denaturalt allapot). Az elsé és masodik platd alapvonala
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kozti kilonbség a nativ és denaturdlt minta kozti hékapacitas kilonbséget adja, és

egyértelmden jelzi a szerkezet megvaltozasanak jellegét: merevebb vagy lazabb lett.

HéaramimVy
0,7

29 eves ferh meniscus

0,6

0,5 -

0’4 = Tlﬂ

0,3 - T-lm

0,2 -

0,1

0,0 -

'071 T T T T T T T ¥

8. abra: Rostos porcszévet denaturacios gérbéje és paraméterei (A szerz6k engedélyével [89])
- a denaturacio kezdete (T,) és vége (T,)
- denaturacidhoz szlikséges energia (AH=kalorimetrids entalpia)
- denaturaciéo maximalis h6mérséklete (T,,= a minta 50%-a atalakul mas konformacidba)

- félértékszélesség (T1/2: ha kicsi, akkor nagyon erGs a kdlcsdnhatds/kooperativitas az adott termikus egységen
beliil, ha nagy, akkor igen laza. Tehat a denaturacio soran létrejové Uj allapot merevebb, vagy lazdbb
szerkezet(i lesz)

- a nativ és denaturalt dllapot alapvonala kozti kiildnbség a két dllapot hékapacitas (C,) kiildnbségét adja.

A bioldgiai mintak termogramja egyedi és mivel az emberi szervezetben lezajlé karos
folyamatok patomorfoldgiai valtozasokkal jarnak, ezen strukturalis eltéréseket észlelve
kiilonbség tehetd a fiziologids és patoldgias ill. megvaltozott szerkezet(i — és ezaltal a bioldgia
torvényszerlségei szerint feltehetéen megvaltozott, médosult funkcidju - szévetek kozott

[90, 91].
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Kisérleteink és eredményei

Kutatasaink céljanak ciklofoszfamid altal indukalt bioldgiai eltérések kimutatdsat
tlztik ki DSC segitségével annak reményében, hogy eredményeink alapjan a kés6bbiekben
mas nemzetkdzi tanulmanyok eredményére is tamaszkodva klinikai alkalmazhatdsagat

bizonyitsuk. Vizsgalatainkhoz etikai engedélyt kértink, engedélyszama: BA02/2000-4/2012.

A DSC, mint vizsgalati mddszer klinikai alkalmazhatésagat mar szamos publikacid

bizonyitotta az elmult években [89, 92-97].

Kutatasainkhoz kifejlett tengerimalacokat (Cavia porcellus) hasznaltunk, mely soran
intraperitonedlisan injektaltunk ciklofoszfamidot. Az intraperitonedlis gydgyszerbevitel
kisemlGsOk esetében széles korben elfogadott mddszer [98], mely emberekre vonatkoztatva

egyenértéklinek tarthatd az intravénds alkalmazassal.

Kezdé vizsgalat

A DSC mddszer alkalmazdsanak gondolata egy konkrét, a bevezetésben ismertetett
igazsagligyi orvosszakért6i eset megolddsdanak kapcsan merilt fel [9, 10]. Ennek
megvalaszolasa érdekében a kisérletek soran tengerimalacok intraperitonedlisan, az emberi
terapias doézis testtomeg kilogrammra aranyosan szamitott mennyiségli (5 mg/kg)
ciklofoszfamidot kaptak egymast kovet6 2-5 alkalommal, illetve tobb nap sziinettel a human

protokollnak megfelelen. Kontrollként gydgyszert nem kapott allat szerepelt (1. tablazat).

Az dllatok aether ad narcosimmal telitett kamraban exitdltak, és a hatso végtagokbdl
az UlSideg (nervus ischiadicus) és ldbszarizom (m. gastrocnemius) kipreparaldsa tortént, az
idegekbdl egységesen 2 cm hosszu, az izmokbdl azonos anatémiai helyrél 0,5x0,5x2 cm-es
mintavétel tortént, melyek a kalorimetrids feldolgozasig (a minta vételét kovetGen 12 dran

beliil) steril fizioldgids konyhasdoldatban voltak tarolva 4 °C-on.
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Testtomeg Ciklofoszfamid kezelés id6pontja / nap

(gramm) 1 213,45 ]|6/|7 8 9 |10 11 12 13|14 | 15
1.490 (k) | Exit
2.572 X X Exit
3.526 X X X Exit
4. 462 X | X X d'e'x,

d.u.Exit

5. 686 X X X X X X | Exit

1. tablazat: Kisérleti allatok (tengerimalac) ciklofoszfamid (5 mg/testtémeg) kezelésének (X) és a

mintavételek (exit) id6rendi beosztasa, k=kontroll.

DSC mérések

A mérések rovid idén, minden esetben 12 6rdn belll elvégzésre keriiltek, a

kalorimetrids vizsgalatokat megel6z6en az allatokbdl

kipreparalt mintak fizioldgias

sooldatban haromszor atmosasra kerililtek a zavaré szennyezddések, szovetmaradékok

eltavolitasa érdekében.

A termikus  analizis
SETARAM Micro DSC-1I
kaloriméterrel (9. dbra) tortént
0 és 100 °C kozott 0,3 K/perc
melegitési Utem mellett. A
kisérletetekben hagyomanyos
Hastelloy-celldkban (V=1 ml)

tortént a denaturacio,

9. dbra: PTE AOK Biofizikai Intézet SETARAM Micro DSC-II
kalorimétere

melyekben atlagosan 0Osszesen (minta + puffer) 950 plL mintatérfogat volt. A vizsgalt

szovetdarabok tomege 250-400 mg kozott volt. Referenciaként izoténids sdoldat szerepelt. A

referencia- és mintaedények tomege + 0,1 mg pontossaggal megegyezett, igy az edények

h6kapacitdsa kozott nem volt sziikséges korrekciot alkalmazni. A hGabszorpcids gorbe alatti

teriletbdl tortént a kalorimetrias entalpia meghatarozasa kétpontos illesztésli SETARAM

integralas segitségével, majd a vizsgdlati eredmények (a kilonb6zé mintdk denaturdacids

hémeérsékletei, a kalkulalt entalpia értékei) 6sszehasonlitasa tortént.
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A kontroll egészséges gastrocnemius izom denaturacidja (10. dbra) az aktomiozin
oldatok [99-102] és a nyul psoas izomrostok [103-105] esetén mért harom atalakulasi
hémeérsékletld h6abszorbcids gorbékhez hasonlit. Az el6bb emlitett irodalmak alapjan az elsé
denaturdcios csucs a miozin fej, a masodik a miozin rud, mig a harmadik az aktin termikus
denaturdcidjaval hozhatd kapcsolatba. A citosztatikummal kezelt allatok mintainak termikus
denaturdcidja a DSC gorbék alapjan jé kozelitéssel a kapott terdpias dozis fliggvényében

valtozott (10. dbra).

Héaram/mw
0.4 -

0.2 1

tengeri malac m. gastrocnemius

0.0
-0.2-
0.4-

-0.6 -

-0.8 -

-1.0-

-1.24

it ' T ' T Y T ! T ’ T Y T !
30 40 50 60 70 80 90
Hémérséklet/ °C

10. abra: Kiil6nb6z6 dézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok musculus gastrocnemius hédenaturaciés
gorbéi. Szamozas a 2. tablazat szerint.
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A 2. tablazat alapjan a miozin fej (T.1 értékek) tlinik a legérzékenyebbnek (ez egy
ATPase) a kezelési dozisra. Az els6 dozis sokk hatasként értelmezhet6 a kiugréoan magas Tm:
miatt, mig a tovabbi dézisok kdzel azonos mértékl valtozast eredményeztek. A miozin rud
(Tm2 értékek) és az aktin (Tns értékek) a masodik és negyedik adag citosztatikumra adott a
kontrollhoz képest jelent&sen eltéré eredményt. A kalorimetrids entalpia, amely a szerkezeti
valtozasokat szintén jol monitorozza, hasonloképp doézisfiiggést mutat. A mérések
korldtozott szama (csak egy kezelési sorozat elvégzése tortént a kontrollal egyitt ot
egyedbdl allo csoporton) miatt természetesen statisztikailag igazolt 6sszefliggés nem volt
kimutathatd, de a tendencia jol lathaté. A kemoterdpids kezelésnek tehat lehet a

mozgatorendszerre karositd hatasa.

Minta: Termikus paraméterek
m. gastrocnemius Tm1/°C Tm2/°C Tm3/°C AH/Jg™
kontroll (1) 50,3 57,5 67,56 3,77
kezelt (2) 54,27 57,09 67,4 1,6
kezelt (3) 48,9 68,79 68,79 3,38
kezelt (4) 49,2 57,83 67,95 2,62
kezelt (5) 48,9 55,8 68,26 3,57

2. tablazat: Tengeri malac m. gastrocnemius izmanak termikus denaturaciés paraméterei a kezelési id6

fiiggvényében. (T,,-k denaturacios hGmérséklet maximumok, AH tomegre normalt kalorimetrids entalpia.)

Tekintettel arra, hogy a mozgatd rendszer (izom) miikédése nem csak annak
szerkezeti tulajdonsagatdl, hanem a beidegzettségétdl is fligg, ezért az izom miikddtetéséért

felelGs ischiadicus idegen is torténtek mérések.

A 11. dbra alapjan az ideg denaturacids h6aram gorbéje szintén dozisfiiggd lefutasu.
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11. abra: Kiilonboz6 doézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok nervus ischiadicus h6denaturacios

gorbéi, szamozas a 3. tablazat alapjan.

A 3. tablazatban feltlintetett termikus adatok alapjan az alkalmazott kemoterapids

dozisok tobbsége szerkezeti valtozast okozott (vagy a T, vagy AH alapjan).

Minta Termikus paraméterek
n. ischiadicus Tm1/°C Tma/°C Tma/°C AH/Jg!
kontroll (1) 53,9 61,08 63,54 1,06
kezelt (2) 55,35 61,44 65,25 1,72
kezelt (3) 54,83 60,21 63,1 0,93
kezelt (4) 54,1 60,50 65,13 1,65
kezelt (5) 52,86 66,7 66,74 0,86

3. tablazat: Tengerimalac n. ischiadicusa h6denaturacids értékei a kemoterapias kezelési id6 fliggvényében.

(Tm-k denaturacios h6mérséklet maximumok, AH tomegre normalt kalorimetrias entalpia.)

Az ideg Osszességében nagyobb érzékenységet mutatott a kemoterapias kezelésre,

mint az altala beidegzett izom.
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Megbeszélés

Szamtalan endogén és exogén ok idézhet el6 polyneuropathiat [106-110]. A malignus
daganatos betegségek kapcsdan kialakulé neuropathidk etioldgidjaként sokszor
paraneoplasias jelenség meril fel elGszér, azonban bizonyitottnak tekinthetd, hogy
tulnyomd részéért az alkalmazott kemoterdpias gyodgyszeres kezelések lehetnek a felelGsek,
bar ezek direkt neurotoxikus hatdsa csak részben bizonyitott [60]. A kezd6 vizsgdlat
alapgondolatat egy ovarium  adenokarcindmabol  meggyogyultnak  nyilvanitott
ciklofoszfamiddal kezelt fiatal n6betegnél kialakult kevert tipusu polineuropatia igazsagligyi
orvosszakértSi véleményezése adta. Allatkisérlettel sikeriilt igazolni a ciklofoszfamid neuro-
és miotoxikus hatdsat, mely soran rosszindulatu tumoros betegeknél alkalmazott protokollal
és dozissal ekvivalens ciklofoszfamidot kaptak a tengerimalacok, majd ledlésiik utan a nervus
ischiadicusbdl és m. gastrocnemiusbdl vett mintdk differencidl scanning /pdsztazo
kalorimetrias vizsgalata tortént. A kalorimetrias vizsgalat alkalmas a kilonbo6z6 tipusu és
mértékl izom karosodasok igazoldsdra a nemzetkozi irodalomban kozolt adatok alapjan
[111, 112]. Ezel6tt kalorimetrids méréseket még nem alkalmaztak periférids idegek

vizsgalatara.

Kovetkeztetés

Mivel a vizsgalat elsGsorban egy célzott klinikai esetre préobalt valaszt talalni, igy csak
viszonylag kisszamu mérés elvégezése tortént, ezaltal 5nmagaban ennek alapjan szignifikans
eredmény nem prezentalhaté. ElImondhatd azonban, hogy a cikofoszfamid hatasara mind a
periférias idegekben, mind az izmokban kalorimetridval jol mérhetd és igazolhato szerkezeti
valtozasok jottek létre. Emellett kijelenthetd, hogy a valtozasok mértéke flgg az alkalmazott
cikofoszfamid ddzisatol. Ezen eredmények megbizhaté tampontot nyujtottak a konkrét, nem
szokvanyos eset kortltekinté megoldasahoz és egyuttal stabil alapot biztositottak tovabbi

vizsgalataink megtervezéséhez és kivitelezéséhez.
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Az (j vizsgalatok kivitelezése

A kis egyedszamu kezdd vizsgalat biztaté eredményeire alapozva terveztiik meg a
kisérletsorozatunk folytatasat, mely soran az egyedszamot tébb mint tizszeresére emeltik és
immar tobbfajta oltasi sémat alkalmaztunk, melyet az 5. tdblazat demonstral. A kisérlet
sordn hasznalt tengerimalacok témege kozott a két szélsGértéket tekintve (230 g és 1200 g)
kozel ©tszoros az eltérés, de az dllatok tobbségét nézve is relative nagy szords volt
tapasztalhato (4. tablazat), igy a kezdd vizsgalattal megegyez6en minden tengerimalacnak
egyedi abszolut doézist, kulon-kilon testtomegre szamolva 5 mg/ testtomeg kilogramm
ciklofoszfamidot adagoltunk intraperitonedlisan — ami megfelelt az intravénas human

terdpias alkalmazdasnak.

A DSC méréseket a kezd6 vizsgalattal megegyez6 koridlmények és paraméterek

mellett végeztiik el.

Csoport testtomeg (g) atlagos testtomeg (g)
1 724 670 630 600 550 634,8
2 686 566 870 1200 680 800,4
3 626 320 620 690 480 547,2
4 732 810 550 530 642 652,8
5 890 800 690 830 710 784
6 556 560 720 260 310 481,2
7 550 230 330 510 850 494
8 660 620 630 240 310 492
9 260 300 420 540 600 424
10 800 820 720 820 630 758
11 | 800 (E*) | 820 (E*) | 820 720 630 758

Kontroll 724 280 630 410 466 502

4. tablazat: A vizsgalt tengerimalacok testtomege. E* jelenti a vizsgalat befejezése elGtti exitalast.

A kisérletben 11 kulonallé csoporton — 5-5 egyeddel, n=55, n=5/csoport - 11
kiilonb6z6 oltasi sémat allitottunk fel, melyek soran 1-6 alkalommal ismételtiik a
gyogyszerbeadast részben egymdst kovet6 napokon, részben tébb nap szinettel (5.
tablazat). Megjegyzend6, hogy a 6 kezelést kapd csoportbdl 2 tengerimalac a kisérlet
befejezése el6tt, az 06tddik kezelés utan elpusztult, melynek oka nem tisztazott.
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Eredményeink értékeléséhez kontroll csoportot alkalmaztunk, mely soran ciklofoszfamiddal

nem kezelt tengerimalacok (n=5) vizsgalatdt végeztik el ugyanolyan moddszerrel és

korilmények kozott.

Kezelések Ciklofoszfamid kezelés id6pontja / nap
szama 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 12 13 | 14 15
Kontroll | Exit
1inj. X | Exit
linj. Exit
linj. X Exit
2inj. X X | Exit
2inj. X X Exit
2inj. X X Exit
2inj. X X Exit
3inj. X X X Exit
4inj. X | X X d'e'x,
d.u.Exit
5 inj. X | X X X d'e'x_
d.u.Exit
6 inj. X X X X X1 X Exit

5. tablazat: A vizsgalati csoportok (n=5/csoport) oltasi sémaja (X) és a mintavétel id6pontjai (Exit)

Az

lokaliza

allatok ledlése altato éterrel telitett kamraban tortént, melyet koévetSen tobb

ciobdl végeztiink mintavételt:

kipreparaldsra kerilt 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 vakuumcsd segitségével periférias vért
gydjtottiink, majd 15 percig centrifugaltuk (1600g) 4 C-on elkiildnitve a plazma

frakciot és a sejtes elemeket (vvt).

Az ideg és izom mintdkat 4 ‘C-on steril izoténias séoldatban taroltuk (max. 12 ¢6ra) a

mérések elvégzéséig.

A tovabbiakban a tengerimalacokbdl 4 kilénb6z6 lokalizaciobdl nyert mintak vizsgalati

eredményeit és értékelését kiilon-kilon mutatjuk be.
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Ideg-izom komplex vizsgalata

A kezddé  vizsgalat  kiterjesztése  annak  eredményeit volt  hivatott

alatamasztani/megerdsiteni, illetve finomitani az oltasi sémak szamanak novelésével.

Az dllatokat 7 nagyobb csoportra osztottuk, mely soran a kontroll csoport mellett a
kezelések szama alapjan (1-6) soroltuk be Gket. Habar funkcionalis egységet képeznek, de az
eltéré szoveti tulajdonsagok okan kialon vizsgaltuk a nervus ischiadicust és a musculus
gastrocnemiust. Mivel minden tengerimalac esetén mindkét oldali ideg-izom komplex
kipreparaldsra kerilt, igy minden esetben dupla méréseket végeztiink, kiilon jeldlve a jobb

és bal oldali mintakat.

A nervus ischiadicus vizsgdlata soran kapott mérési eredményeinket az alabbi
tablazatok mutatjak be, az adatokat a jobb atlathatosag érdekében kettéosztottuk, a legfelsé

sorban a kontroll értékeket mindkét tablazatban szerepeltetjiik 6sszehasonlitas végett (6. és

7. tablazat).
A n. ischiadicus Termikus paraméterek
kezelése jobb bal
Tma/°C | Tm2/°C | Tma/°C | BH/Ig™ | Tma/°C | Tma/°C | Tns/°C | AH/Jg*
kontroll (5) 53.41 61.15 63.29 5.48 54.67 61.44 64.21 5.88
egy injekcio (5)
1i-E 53.41 61.74 65.35 3.94 53.41 61.04 66.28 3.37
1i-3d-E 53.06 59.88 62.72 3.5 52.93 59.89 63.64 3.19
1i-5d-E 54.46 61.12 65.54 3.9 54.65 62.01 67.06 3.64
két injekcio (5)
2i-E 54.14 61.25 65.04 4.09 53.65 61.27 65.00 4.27
2i-3d-E 53.7 61.42 65.1 3.52 53.84 61.22 65.24 3.88
2i-5d-E 52.99 60.84 65.27 3.43 53 61.1 71.96 3.88
1i-3d-1i-3d-E 54.17 60.37 64.5 2.13 53.35 61.2 64.85 2.35

6. tablazat: tengerimalac nervus ischiadicus hédenaturacios értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés utan (T,,:

denaturacids hémérséklet maximum, AH.: témegre normalt kalorimetrias entalpia). A tablazatban a sziirke

délt értékek a kétszeres standard deviaciot meghaladé, mig a vastagon kiemelt értékek szignifikans

kiilonbséget jeleznek (p<0,05, n=5).
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A n. ischiadicus Termikus paraméterek
kezelése jobb bal
Tm1/°C | Tma/°C | Tm3/°C | AH/IE™" | Tema/°C | Tm2/°C | Tma/°C | AH /g™
kontroll (5) 53.41 61.15 63.29 5.48 54.67 61.44 64.21 5.88
harom injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-E 53.83 59.58 64.03 5.26 53.88 60.21 64.51 4.67
négy injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-1i-E) 53.66 59.96 65.01 3.95 53.91 60.2 65.03 4.26
ot injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-2i-E 52.98 60.69 64.6 3.32 54.99 60.66 64.8 3.01
hat injekcio (5-2E)
2i-5d-1i-3d-3i-E 52.42 61.84 64.6 5.41 53.37 61.46 65 3.51

7. tablazat: tengerimalac nervus isciadicus hédenaturdcios értékei 3-6-szori ciklofoszfamid kezelés utan (T,,:
denaturaciés h6mérséklet maximum, AH.: tomegre normalt kalorimetrids entalpia). A tablazatban a sziirke
délt értékek a kétszeres standard deviaciét meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek szignifikans

kiilonbséget jeleznek (p<0,05, n=5).

A ciklofoszfamid kezelés dozisfliggs hatasait a periférias idegre a 12. dbra szemlélteti.

A h6aram maximum csokkenése egyitt jar a denaturacidos hé6meérséklet alacsonyabb
tartomanyba torténd eltolddasaval a doézis fliggvényében. A tablazat értékeibdl kiolvashato
egy meglepd nem vart eltérés is. Az eredmények alapjan a kezelés jol |athatdéan jobban
érintette a bal oldali ideget. Erre az egyik lehetséges nyilvanvalé valasz az lehet, hogy az
injektalast végzé orvos jobb kezes volt, mely altal a ciklofoszfamid konzekvensen minden
esetben a has bal oldalan kerilt injektalasra, igy ha kismértékben is, de hosszabb és

esetlegesen némileg erésebb hatast valthatott ki ezen az oldalon.

A jobb oldali idegek esetében a T3 — mal jellemezhet6 termikus domén és a teljes
kalorimetrids entalpia mutatja a kezelés dézis fliggését, mig a Tn,1 és Ty, valtozasaiban csak
enyhe, mérsékelt tendencia figyelhet6 meg injektalasok szamanak és a kezelések utan eltelt
id6 fliggvényében, az is csak 1-2 injektalds soran. Két kezelésig az injekcidzas kozott eltelt id6
is szignifikdns hatdsu(csokken). Ennél tobb kezelés csak az altalunk végzett legtdbb, 6-szori
injektalast kovetben figyelhet6 meg szignifikans dozis dependencia Ty -ben. Ezzel szemben

ugyanezek az adatok a bal oldali idegek esetén azt mutatjdk, hogy a termikusan
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elkiilonithet6 szerkezeti domének termikus stabilitdsanak erds dozis fliggését Tt €s Tms is
csak két injekcidig koveti. A kontroll vizsgalatokhoz képest a kalorimetrias entalpia dozis
fliggése gyakorlatilag minden esetben egyértelmd, de a masodik és harmadik injekcié hatdsa

az el6z6ekhez képest nG.
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12. abra: Kiilonb6z6 dézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok nervus ischiadicus h6édenaturacids gorbéi

A PTE AOK Biofizika Intézetben kordbban mar tobb aspektusbdl tortént harantcsikolt
izomzat DSC-vel torténd vizsgalata [111-116], ezaltal mar jelent6s el6nyt add
tapasztalatokkal rendelkeztiink a musculus gastrocnemius vizsgalata soran kapott mérési

adatok kiértékelésében (8. és 9. tablazat).
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m. gastrocnemius Termikus paraméterek
kezelése jobb bal
Tm1/°C | Tma/°C | Tm3/°C | AH/Ig™ | Tma/°C | Tm2/°C | Tma/°C | AH/Jg™
kontroll (5) 50.19 56.95 67.32 2.86 49.73 56.77 68.15 3.15
egy injekcio (5)
1i-E 50.07 56.78 66 1.92 50.18 56.93 64.91 2.17
1i-3d-E 49.54 | 56.62 66.92 2.34 49.80 56.55 66.8 23
1i-5d-E 49.95 56.81 66.5 2.48 50.33 56.93 66.71 2.21
két injekcio (5)
2i-E 49.91 56.74 67.77 2.68 49.91 56.89 67.33 2.45
2i-3d-E 50.23 56.55 66.71 2.40 50.29 56.5 66.44 2.33
2i-5d-E 49.69 56.9 67.39 2.60 50.19 56.7 67.64 2.77
1i-3d-1i-3d-E 49.89 56.64 | 65.61 2.26 49.89 56.71 67.47 2.63

8. tablazat: tengerimalac musculus gastrocnemius hédenaturacids értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés

utan (T.,: denaturaciés hémérséklet maximum, AH.: témegre normalt kalorimetrias entalpia). A tablazatban

a sziirke dolt értékek a kétszeres standard deviaciot meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek

szignifikans kiilonbséget jeleznek (p<0,05, n=5).

m. gastrocnemius

Termikus paraméterek

kezelése jobb bal
Tim1/°C | Tm2/°C | Twa/°C | BH/IE" | Tm1/°C | Tma/°C | Tm3/°C | AH./)g™
kontroll (5) 50.19 56.95 67.30 2.86 49.73 56.77 68.15 3.15
harom injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-E 50.89 56.48 64.37 2.87 50.96 56.54 64.65 2.66
négy injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-1i-E) 49.97 56.44 66.64 2.56 50.35 56.71 66.18 2.50
ot injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-2i-E 49.97 56.10 68.02 3.75 49.98 56.38 66.26 3.43
hat injekcid (5-2E)
2i-5d-1i-3d-3i-E 50.39 56.35 65.84 2.20 50.40 56.50 65.40 2.40

9. tablazat: tengerimalac musculus gastrocnemius hédenaturacios értékei 3-6-szori ciklofoszfamid kezelés

utan (T.,: denaturaciés hémérséklet maximum, AH.: témegre normalt kalorimetrias entalpia). A tablazatban

a sziirke délt értékek a kétszeres standard deviaciot meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek
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szignifikans kilonbséget jeleznek a kontrollhoz képest (p<0,05, n=5).




Az dllatokbol kipreparalt musculus gastrocnemius h6denaturdacids gorbéit a 13. dbran

lathatok:
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13. abra: Kiilonboz6 doézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok musculus gastrocnemius hédenaturacids

gorbéi

A denaturacios héaram gorbéje 3 jol elkiilonitheté szakaszra oszthatd. A korabbi

vizsgalatok alapjan a kézéps6 szakasz megfelel a miozin rud, az alacsonyabb denaturacids

csiucs a miozin fej, mig a legmagasabb az aktin és aktin-miozin komplex termikus

denaturdcidjdnak. A hdédenaturdcios gorbék jél demonstrdljdk a ciklofoszfamid kezelés

okozta valtozasokat a dozis figgvényében. A tablazatban jelzett termikus paraméterek a

nervus ischiadicushoz hasonldan a kdrosodas bal oldali dominanciajat mutatjak.
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A kemoterapia altal kivaltott szerkezeti eltéréseket denaturdciés hémérsékleti pontok
(Tm) és kalorimetrids entalpiak (AH:) mddosulasanak tendencidja szemlélteti, mely alapjan a
jobb izomban minden kezelés sordn elsésorban az aktin filamentumok érintettsége
rajzolodik ki (Tms) hasonld jellegli entalpiavaltozds mellett. A bal oldali izmok esetén mar a
miozin fej is érintett (T3) szignifikdnsabb entalpia dézisfliggés mellett. Mindez fizioldgiailag
az aktomiozin komplex romlé funkcidjat okozza, mely végiil rosszabb mozgasi képességet
eredményez. A vizsgalati adatokbdl kiemelendd, hogy a 6 kezelést kapd csoportbdl 2 egyed

az otodik injektalast kovets idGszakban ismeretlen okbdl exitalt.

Megbeszélés

A ciklofoszfamid egy igen széles korben hasznalt gydgyszer relative sulyos
mellékhatds spektrummal, melyek kozil komoly hosszd tdvu kovetkezményekkel jarhat a
periféridas ideg- és izomkdrosodds, a polineuropatia kialakuldsa. Habar a
kemoterapeutikumok neurotoxikus hatasa csak részben bizonyitott [60], a ciklofoszfamid
esetén ennek lehet6ségét mar kordbban is felvetették [9]. Az altalunk alkalmazott DSC
vizsgalati modszer igazoltan alkalmas izomkarosodds kimutatdsara [111, 112], mig maga az
ideg karosodasanak a kimutatasara is torténtek mar vizsgalatok kisebb esetszamban

kisérletes jelleggel [9, 10].

A tengerimalacokon végzett kisérleteink soran onkoldgiai indikacioval adott
testtdmeg kilogrammra vonatkoztatott dézist és protokollt alkalmaztunk, majd a ledlésiiket
kovetben els6 Iépésként a nervus ischiadicust és musculus gastrocnemiust vizsgaltuk DSC

maodszerrel.

Eredményeink alapjan kijelenthets, hogy a termikus paraméterekben megmutatkozé
eltérések egyértelmden igazoljak a ciklofoszfamid karositd hatasat periférids ideg és némileg
kisebb mértékben harantcsikolt izom esetén [117]. Az eltérés a szoveti érzékenység
kiilonbségével magyarazhatd elsGsorban, de végeredményben mindketté funkcionalis
karosodashoz vezet, hatasuk a gyakorlatban 6sszeaddédhat, melynek a mértéke az altalunk

alkalmazott dozis fliggvényében valtozik.

Erdekesség, hogy a vizsgélataink soran egyértelml oldalkiildnbséget detektaltunk,
mely a bal oldali ideg és izom fokozottabb érintettségét igazolta. Ennek a hatterét jelenleg

nem tudjuk magyarazni (megjegyzendd, hogy az injekciok beadasa az oltd jobb kezessége
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miatt mindig a bal oldali testtajon tortént!), de érdemes ezt az aspektust is vizsgalni, mivel
ha a kés6bbiekben a kezelt human betegpopulacidban is hasonld predominancia igazolhatd,
akkor ezt a kivizsgalas illetve kontroll eredmények értékelése sordn célszerl figyelembe

venni.

Kovetkeztetés

A munkankat elindité kezd6 vizsgalat eredményét megerdsitve és alatamasztva [9,
10] a nagyobb szdmu (n=55) dllatkisérletlinkben differencidl pasztdzé kalorimetria
segitségével detektalt szignifikans termokémiai valtozasok alapjan egyértelmdien igazolhato
a ciklofoszfamid ddzisfligg6 periférids ideg- és izomkdarositd hatdsa [117]. Mindezek alapjan a
ciklofoszfamid egyéb teriileteken kifejtett negativ hatdasa szintén felmeril, melyek
felderitése tovabbi vizsgalatokat indokol. Az oldalkiilonbség szintén tovabbi megfontolasra

érdemes kérdéseket vet fel.

Szivizom vizsgalata

A kisérleteink tervezésénél a szivizom vizsgdlatat egyértelm(ien az alapozta meg,
hogy a ciklofoszfamid illetve szamos mas citosztatikus szer egyik legsulyosabb, olykor fatalis
kimenetell mellékhatdsa a kardiotoxicitas. A folyamat patofizioldgiaja relative jol ismert [67,
68], azonban a kivaltd dozisérték, prediktiv eltérések, jelek nem tisztazottak [70, 71], igy
figyelembe véve a lehetséges kovetkezmények sulyat, vizsgalata csaknem sziikségszer(ien

indokolt.

A vizsgalt egyedeket — azonosak az ideg/izom vizsgalat kisérleti allataival — az ideg-
izom komplex vizsgalathoz hasonldéan 7 nagyobb csoportba osztottuk a kezelések szamanak
megfelel6en. Mivel a legnagyobb igénybe vételnek a bal kamra van kitéve, a mintat beldle
vettliik. Mérési eredményeinket a jobb atlathatdsag miatt ismét két tablazatban jelenitjiik

meg (10. és 11. tablazat).
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Tmi/°C | Tw2/°C | Tm3/°C | OHeallg™
kontroll (5) 56.06 58.97 62.01 2.1
egy injekcio (5)
1i-E 55.98 56.76 60.75 1.39
1i-3d-E 55.48 59.01 62.96 1.6
1i-5d-E 55.85 58.7 61.64 1.73
két injekcio (5)
2i-E 56.38 59.12 61.81 1.66
2i-3d-E 56.56 59.2 61.95 1.96
2i-5d-E 56.19 59.08 61.53 1.75
1i-3d-1i-3d-E 55.19 59.03 63.12 1.82

10. tablazat: tengerimalac bal karma szivizomzat h6denaturacids értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés utan
(Tm: denaturaciés hémérséklet maximum, AH.: tomegre normalt kalorimetrias entalpia). A tablazatban a
sziirke dolt értékek a kétszeres standard deviaciét meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek szignifikans

kilonbséget jeleznek a kontrollhoz képest (p<0,05, n=5).

Tmi/°C | Tm2/°C | Tm3/°C | AHeallg"
kontroll (5) 56.06 | 58.97 | 62.01 2.1
harom injekcid (5)
2i-5d-1i-3d-E 55.77 58.33 61.34 1.6
négy injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-1i-E 49.86 55.88 60.6 1.8
ot injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-2i-E 55.72 58.57 61.65 1.4
hat injekcié (5-2E)
2i-5d-1i-3d-3i-E 55.79 58.73 61.36 1.69

11. tablazat: tengerimalac bal kamra szivizomzat hddenaturacios értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés
utan (T,,: denaturaciés hémérséklet maximum, AH.: tomegre normalt kalorimetrids entalpia). A tablazatban
a sziirke délt értékek a kétszeres standard deviaciot meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek

szignifikans kiilonbséget jeleznek a kontrollhoz képest (p<0,05, n=5).

A ciklofoszfamid dozisfliiggd hatdsa, a denaturaciés hGmeérsékletek eltoloddsa és az

entalpia csokkenése jol megfigyelhetd a bal kamra hédenaturacios gorbéin (14. dbra).
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14. abra: Kiilonb6z6 doézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok bal kamra szivizomzat h6denaturacios

gorbéi

Az eredményeink elemzéséhez itt is felhasznaljuk a korabbi, vazizomzat vizsgdlata
soran szerzett tapasztalatokat és kovetkeztetéseket [111-116]. Akdrcsak a harantcsikolt vaz
izom esetében a szivizomzatnal is 3 szakaszra bonthaté a denaturdcids gorbe.
Tapasztalataink alapjan az 58 °C kériili olvadasi pont (pl. a kontrollnal a kozépsé csucs) a
miozin rud, az alacsonyabb atmenet a miozin fej, mig a legmagasabb, 62 °C feletti csucs az
aktin ill. aktomiozin komplex denaturacidjanak felel meg. Mindezek mddosuldsa a beadott
ciklofoszfamid mennyiség tekintetében a gorbék lefutdsdval (alakjaval) és a hGaram

maximumok elmozdulasaval jellemezhetd.

A fenti tablazatokban szereplé értékekbdl kiolvashatd, hogy 1-2 ciklofoszfamid
kezelés mar befolyasolja a Tmi-t, Tma-t és a kalorimetrids entalpiat, mely alapjan
megallapithatd, hogy miozin fej és az aktin érzékenyebb a kezelésre. A kalorimetrias entalpia

azonban jobban fligg a dozistdl és a kezelések kozott eltelt id6t6l. A nagyobb szamu, 3 vagy
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tobb kezelés soran a Tmy, Tm3 és a kalorimetrids entalpia valtozasa képes monitorozni a
kifejtett hatast, mely soran f6ként a miozin rud és az aktin érintett. A teljes folyamatot
tekintve kijelenthetd, hogy els6sorban a miozin fejek és az aktin filamentumok szenvednek
valtozast (Tm1, Tm3), ami rosszabb aktomiozin komplex funkciét okoz, ezaltal

végeredményben a sziv pumpa funkciéja csokken.

Megbeszélés

A ciklofoszfamid okozta szivizomkdrosodds, hemorragids szivizomgyulladas az
irodalomban ismert, de a mechanizmusa csak részben tisztazott és mértékadd doézis-hatar
értéket eddig nem sikerilt megallapitani [70]. Figyelembe véve a gydgyszer széleskor(
hasznalatat és a lehetséges szovédmények 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.

Vizsgalataink soran onkoldgiai indikacidval adott testsulykilogrammra vonatkoztatott
dézist és protokollt alkalmaztunk, majd az allatok ledlését kovet6en a sziv bal kamrajabdl

kimetszett mintat vizsgaltuk DSC médszerrel.

A korabbi vizsgdlataink soran szerzett tapasztalatokat is felhaszndlva eredményeink
alapjan elmondhaté, hogy a tobbszori ciklofoszfamid adas elGszér a miozin fejet és az aktint
karositja, majd a ddzist novelve végil a teljes aktomiozin komplex karosodast szenved, mely

valdszinlleg jelentGs szerepet jatszik a kialakuld klinikai képben [118].

Emellett az is kijelenthet6, hogy az egyszeri ciklofoszfamid szamottevd
szivizomkarosito-hatast nem produkalt, mely tovabbi egyértelml bizonyitéka a dozis
dependencianak, annak ellenére, hogy a kordbbi vizsgalatokban kumulativ jelleget nem

mutattak ki [66].

Kovetkeztetés

Vizsgalatunkkal és eredményeinkkel remélhetéleg egy Iépéssel kozelebb keriltink a
ciklofoszfamid indukalta kardiomiopatia patofizioldgiai megértéséhez és tisztazasahoz,

emellett sikerilt egy Gjabb tdmpontot adni a becsilt dézis-hatar érték feldllitasahoz.
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Plazma és vorosvértest vizsgalata

A vér vizsgalatat 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 legegyszer(ibben vizsgdlhatd bioldgiai minta, mely informacidot nyujthat a beteg
szervezetérSl. A vér DSC-vel torténd vizsgalatdra egyre bdéviilé irodalom all rendelkezésre
szamos kilonb0z6 patoldgiai eltérések esetén [119-126]. Amennyiben sikeril szignifikans
eltéréseket talalnunk, kivaltképp, ha azok az alkalmazott ddzissal korreldlnak, kezlinkbe
kaphatjuk egy uj médszer lehetGségét, mely képes monitorozni, esetlegesen el6re jelezni a
szervezet egyéb teriiletein zajlo folyamatokat, illetve sulyossagukat. Ha ez sikertil, esély nyilik

megel6zni vagy mérsékelni a gydgyszer indukalta mellékhatasokat és sulyos

kovetkezményeket.
kezelések Termikus paraméterek
plazma vOros vértest
Tm1/°C | Tma/°C | Tm3/°C | AHAE" | Tm1/°C | Tma/°C | Tms/°C | AH/Jg™
kontroll (5) 59.9 62.27 84.7 0.78 68.72 75.25 84.51 4.7
egy injekcio (5)
1i-E 62.5 87.5 92.3 0.81 53.8 68.9 74.2 5.24
1i-3d-E 58.12 66.85 79.31 0.51 67.85 73.4 84.52 5.41
1i-5d-E 62.37 83.43 914 0.81 68.43 75.92 83.97 5.46
két injekcio (5)
2i-E 58.7 65.39 79.39 0.7 68.46 74.72 82.51 4.88
2i-3d-E 60.48 66.16 | 81.56 0.57 66.46 73.07 81.25 4.76
2i-5d-E 59.95 64.41 82.15 0.46 68.47 74.83 81.56 4.55
1i-3d-1i-3d-E 55.8 66.03 80.11 0.45 68.25 72.56 79.85 4.18

12. tablazat: tengerimalac vérplazma és vvt h6denaturacios értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés utan (T,,:

denaturacids hémérséklet maximum, AH.: témegre normalt kalorimetrias entalpia). A tablazatban a sziirke

délt értékek a kétszeres standard deviaciét meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek szignifikans

kulonbséget jeleznek a kontrollhoz képest (p<0,05, n=5).
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A kisérletben résztvevd allatok 12 csoportot alkottak, a kontroll mellett 11 csoport
tagjai kaptak ciklofoszfamidot 1-6 alkalommal mely alapjan 7 nagyobb csoportot lehet
elkiiloniteni hasonldéan a tobbi vizsgdlatunkhoz. A mért termikus adatokat, ahogy eddig is 2
tablazatban prezentaljuk az attekinthet6ség miatt, egymas mellett szerepeltetve a

vérplazma és vvt-k eredményeit (12. és 13. tablazat).

Termikus paraméterek
kezelések
plazma vOros vértest
Tm1/°C | Tm2/°C | Tm3a/°C | AHSIE" | Tmi/°C | Tma2/°C | Tma/°C | AH/Ig™
kontroll (5) 59.9 62.27 84.7 0.78 68.72 75.25 84.51 4.70
harom injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-E 55.41 62.01 67.27 0.60 67.30 73.28 79.76 3.97
négy injekcio (5)
2i-5d-1i-3d-1i-E) 59.77 65.53 72.02 0.27 70.76 72.48 83.46 5.50
ot injekcid (5)
2i-5d-1i-3d-2i-E 57.85 68.71 72.80 0.16 - 71.80 - 4.20
hat injekcio6 (5-2)
2i-5d-1i-3d-3i-E 55.65 59.66 64.75 0.70 68.63 74.86 - 341

13. tablazat: tengerimalac vérplazma és vvt h6denaturacios értékei 1-2-szeri ciklofoszfamid kezelés utan (Tm:
denaturaciés hémérséklet maximum, AHc: tomegre normalt kalorimetrids entalpia). A tablazatban a sziirke
délt értékek a kétszeres standard deviaciét meghaladjak, mig a vastagon kiemelt értékek szignifikans

kiilonbséget jeleznek a kontrollhoz képest (p<0,5, n=5).

A ciklofoszfamid vérplazman okozott hatdsait h6denaturacids gorbék szemléltetik a
dozis fliggvényében (15. dbra) — a konnyebb atlathatdsag érdekében a kontroll mellett csak 3
kiilonb6z6 (1,3 és 5 kezelés utani) denaturacios gorbét abrazoltunk, melyekbél az egész
folyamat trendje kiolvashatd. A T,,; (amely az irodalom szerint a fibrinogén denaturdciéjanak
felel meg [81, 127, 128] valamint T3 (globulinok denaturacidja) esetében az elsé kezelés
kivételével a denaturaciés hémérsékleti pontok az alacsonyabb tartomanyba tolddtak, mig a
maximalis h6aram csdkkend tendenciat mutatott minden kezelésre. A T,,, —vel jellemezhet6
denaturdcio, amely a plazma albumin komponensétél szarmazik [81, 127, 128] minden
kezelés utan szignifikdnsan magasabb a kontrollnal. A vizsgalt vérplazma mintédkban,

altalanossagban feltételezhetjik, hogy minden esetben legaldabb 3 kilénb6z6 termikus
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szerkezeti egység van jelen (dekonvolucié nélkil). A ciklofoszfamidos kezelés altal erGsebben
befolyasolt domének a T, és Tz értékeinek eltolédasaval jellemezheték, melyek kozil a
szignifikdns mértéklieket (p<0,05) a 12. és 13. tdbldzatban megvastagitva jeldltiink. A
ciklofoszfamid terdpia elkezdésére, az els6 injektalas utan kifejezett, szignifikans emelkedés
tapasztalhaté a denaturdciés hémérsékleti maximumokban (T,,), melyeket a kezelés utan
eltelt id6 és a kezelések szama dontGen befolyasol. A kalorimetrias entalpia csokkenése csak
a masodik kezelést kovetSen valik szignifikdns mértékivé. A harmadik injektalastol viszont

mar a T, @ Tz €s a AH. termikus paraméterekben szignifikans csékkenés jelenik meg.

H6éaram/mw
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1 vérplazma
0.10 -
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-0.05 4
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15. abra: Kiilénb6z6 dézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok vérplazma hédenaturacios gorbéi

A vordsvértestek esetében egy érdekes kiilonbséget tapasztaltunk, méghozza a
kontroll csoport hd&denaturacids gorbéjében, mely alapjan 4 I|épésre elkilonithet6
denaturacio Iép fel (16. dbra). Az elsé egy alacsony hémérsékleten (57 °C) megjelend, kis

hékapacitds valtozasu olvaddsi pont, mely (azonositasi adatok hidanya miatt) nem is szerepel
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a tablazatokban (12. és 13. tablazat). Ezt kdveti 3 endoterm reakci6 (69, 76 és 84 °C-on).
Ezek az atalakuldsok a kezelések szamanak novekedésével alacsonyabb hémeérsékletre
tolédnak, mig a 6todik kezelés utdn gyakorlatilag mar csak egy endoterm reakcié jatszédik le

a rendszerben.

Héaram/mw

voros vértestek 2i-5d-1i-3d-2i-e
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16. abra: Kiilonboz6 doézisu ciklofoszfamiddal kezelt tengerimalacok vvt h6denaturacios gorbéi

Ez a felismerés fontos szereppel jatszhat az orvosi kezelések megtervezése soran, a
klinikumban, és human felhaszndlaskor szoros kontrollt tesz sziikségessé. Az els6 csoportban
(injektalast kovet6 napon exit) a magasabb hémeérsékletli két endoterm reakcid Tn-je
szignifikdnsan csokkent. Ezzel szemben a két kezelésen atesett csoportokban csak a Tps
csokkent szignifikansan, mig a Tm1 €s Tmy értékeiben ingadozas volt tapasztalhatd. A 3 és 4
ddzis ciklofoszfamidot kapott csoportokban az 6sszes olvadasi hémérséklet (kivéve a hatodik

kezelést) szignifikdnsan csokkent. A kalorimetrids entalpidk az els6 és negyedik injektalast
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kovet6en szignifikdns novekedést, a tobbiben csokkenést mutatnak, melyben joéval

egyértelmdlbb szerepe van az exit el6tt eltelt id6ének.

Megbeszélés

Kutatasunkban a széles korben hasznalt ciklofoszfamid okozta hatasokat vizsgaltuk a
vérplazma 6sszetev6in és a vorosvértesteken. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az
allatmodelliinkdn human protokollal ekvivalensen alkalmazott ciklofoszfamid kezelés
hatdsara mind a vordsvértesteken, mind a vérplazmaban DSC-vel detektdlhatd valtozasok
figyelhet6k meg [129]. A kimutatott eltérések feltételezhetGen részben a ciklofoszfamid
plazma koncentracidjaval dlinak dsszefliggésben, részben a szer altal a plazma 6sszetevékon
(az irodalmi adatok alapjan els6sorban a fibrinogén, albumin és globulinokon) és
vorosvérsejteken kivaltott bioldgiai hatasokkal, melyek a bioldgiai térvényszerliségek alapjan
nagy valoszinlséggel mikodésbeli kovetkezményekkel is jarnak. Ezen modosuldasok a
kiilonb6z6 mellékhatasokban feltételezhet6en szerepet jatszanak, igy az eltérés mértéke

prediktiv értékd annak sulyossagat és lefolyasat illetéen.

Figyelembe véve, hogy a ciklofoszfamid plazma szintjének relative gyors és informativ
meghatdrozasa a napi gyakorlatban nehézkes, a modszer ez irdnyd alkalmazasa Uj
lehet6ségekkel kecsegtet. Mindemellett a ciklofoszfamid ismert és nem kivant, olykor fatalis
mellékhatasainak pontosabb el6rejelzése szintén fontos, mely feltételezéseink szerint a vér
OsszetevGin kivaltott hatasok mértékével, illetve min&ségével varhatéan korrelalhat. Ennek
pontosabb megitélése még tovabbi vizsgalatok tdrgyat képezheti, f6leg annak tiikrében,
hogy a mddszeriink (DSC) klinikai alkalmazhatésaganak megvaldsitasa egyéb terileteken mar

folyamatban van és a publikacidk szama egyre novekszik.

Kovetkeztetés

Vizsgalatainkkal egyértelmlen bizonyithatd a ciklofoszfamid indukalta valtozdsok
detektdlhatésaga DSC segitségével a vorosvértesteken és a plazma elemein, mely Uj
lehetdséget teremt a vart hatasok és nem kivant mellékhatdasok megitélésében, valamint
el6rejelzésében. A DSC klinikai alkalmazasanak folyamata igéretes, igy tovabbi kutatasok

révén Ujabb hasznos és értékes informaciot nyerhetiink ezzel a vizsgalo eljarassal.
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Kisérletsorozatunk értékelése

Vizsgalatainkban ciklofoszfamid okozta hatasokat, altala kivaltott valtozasokat
igyekeztlink kimutatni egy mar ismert, de még nem elterjedt mddszerrel, a differenciald

pasztazo kalorimetriaval.

A ciklofoszfamid periférids idegre (nervus ischiadicus) kifejtett hatasat a kezdeti, kis
egyedszdmu vizsgdlat mar elGrevetitette [9, 10], amit kiterjesztett vizsgalataink
megerd@sitettek [117]. Habar a T,,1 és Ty, denaturacids h6mérsékleti maximumok mutattak
kismérték( eltéréseket, ami a bal oldali T, esetén tendencidézusnak bizonyult, de
egyértelmd igazolassal a T,3 - mal jellemzett termikus domén szolgalt szignifikdns
emelkedésével. A periféridas ideg esetén az igazan meggy6z6 eredményt a kalorimetrias
entalpia szdmitdsa hozta a hédenaturdcidos gorbébdl, mely markans dozis dependencia
mellett egyértelmd szignifikdns csokkenést mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva. A
relative nagymértékld entalpiavaltozas erds strukturalis valtozasra, eltérésre utal, mely
figyelembe véve az idegszovet kifejezett érzékenységét megalapozottan magyarazza a

funkcidbeli karosodast.

A harantcsikolt izomzat (musculus gastrocnemius) értékeléséhez jelent6s tapasztalati
eredmények alltak rendelkezésre [112-116]. A ciklofoszfamid kdrositdé hatdsat az entalpia
valtozasa mellett elsésorban T,; és T3 értékek vdltozasai mutatjdk, mely a periférias
ideghez viszonyitva mérsékeltebbek, de egy iranyu csokkend tendenciat mutatnak. Az
eredmények a miozin fejek és az aktin filamentumok érintettségét tamasztjak ala,
Osszességében az aktomiozin komplex funkcidkarosodasaval [117]. Fontos kiemelni, hogy
funkcionalis egységként kell kezelnlink a vizsgalt aktomiozin komplexet és az azt beidegz8

nervus ischiadicust, ami a karosodasuk okozta funkciécsokkenés hatvanyozdédasaval jar.

Megjegyzendd, hogy a periférids ideg és izom vizsgdlata soran bemutatott
oldalkiilonbség feltételezhetéen technikai okokkal magyarazhatd, ellenben - amennyiben
tovabbi vizsgalatok és human klinikai esetek is mutatnak ilyen jellegld diszkrepanciat -

tovabbi, ez irdnyba érzékenyitett vizsgalat sziikséges a hatterének kimutatdsara.
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A szivizomzat denaturacids gérbéje nagyban megegyezik a harantcsikolt izoméval, igy
hasonléan értékes alapinformacidkkal rendelkeztiink a vizsgalata soran. Az eredmények
alapjan a harantcsikolt izommal 6sszehasonlitva a szivizom mar kisebb dézisu kezelésre (1-2)
is érzékeny, szignifikansabb eltérést mutat Tm: és Tns denaturdciés hémérsékleti
maximumokban, mig a ddzis emelésével (3-4) T,y és Tz mutat jol detektalhato véltozast. A
Tm2 csokkenése a miozin rudak karosodasat jeleniti meg. A kalorimetrids entalpia a dozis
emelésével fokozddd csokkenést mutat, demonstralva ezzel a szerkezeti kdrosodasokat. A
teljes vizsgalatot 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, ezaltal a pumpa funkcid szamottevéen csokken. A
kalorimetrids entalpia jelezte szerkezeti modosuldsok feltehetéen aktivan hozzajarulnak a

szivizom-kdrosodds, adott esetben a hemorragias szivizomgyulladas kialakulasdahoz [118].

A ciklofoszfamid kis mennyiség(, egyszeri alkalmazdsanak a hatasa legszembet(in6bb
a vérplazma alkotéelemein, ahol az els6é kezelést kovet6en egyértelml novekedés
tapasztalhaté a denaturdcios hémérsékleti maximumokban [129]. Egyszeri kezelést kdvetGen
az id6 muldsaval az eltérés fennmarad, ami egyértelmden a ciklofoszfamid tartds hatasaradl
tanuskodik, vagyis a kezelés ledllitasatél nem varhato gyors regeneracié. Ujabb kezelésekre a
hémérsékleti maximumok szignifikdns csokkenést mutatnak, mely a bioldgiai funkcidk
karosodasat feltételezi. A fibrinogén denaturdcidjanak megfeleltetheté T.1 eltérések
feltételezik a fibrinogén diszfunkcidjat, vagy csokkent funkcidjat, ezaltal a véralvadasi
rendszer karosodasat demonstralja. Ez a klinikai gyakorlatban a vérzéses, illetve
trombembdlids szo6védmények lehetdségét vetiti el6re. A T, szemben a Ty, és Tz —mal a
kontroll csoporthoz viszonyitva, a kezelések alatt csaknem végig szignifikdnsan emelkedett,
mely eltérés az albumin funkciézavarara utal, ami befolyasolhatja tobbek kozott a plazma
kolloid ozmotikus nyomasat, a vér kot6- és szallitd funkcidjat, csokkentheti az antioxidans

hatast és a szervezet aminosav tartalékat.

A funkcidbeli karosodasokat erésiti meg a kétszeri injektalastdl a tobbszori kezelések
soran az egyre nagyobb mérték( kalorimetrids entalpia csokkenés, ami a szerkezeti

atalakuldsok, modosulasok egyre kifejezettebb mértékét demonstralja.
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A vorosvértestek esetében az eredmények nem mutatnak ilyen mérték( egyiranyu
tendenciat, mind a denaturdciés hémérsékleti maximumokban (T.,), mind a kalorimetrias
entalpia eltérésekben ingadozas figyelheté meg, a kiilonbségek szamos esetben szignifikans
mértékliek, de irdnyuk valtozd. Kiemelhet6 azonban, hogy nagyobb szamu kezelés (5-6)
hatdsara az endoterm reakcidk szama 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 kapo betegek ez irdnyu célzott vizsgalata javasolhato.

Altaldnossagban megallapithatd és az eredményeink alapjan aldtdmaszthaté a
ciklofoszfamid indukalta karosodasok dézis dependencidja, mely azonban az érintett szoveti
tipustdl fliggben valtozé mértékd és hatasu. A vérplazma alkotdéelemein és a szivizmon
markans eltérések bizonyitottak, igy varhatéan ehhez kapcsoléddan varhatéak a
legkomolyabb funkcionalitdsbeli eltérések is. A periférias idegen és izmon is egyértelm( a
karosité hatas, de itt els6sorban hosszabb tavon valik szignifikanssa. A vordsvértesteken
szintén tapasztalhatdak jol detektdlhatd eltérések, de az eredmények kevésbé kongruensek,

igy azok funkcidbeli manifesztdlédasa bizonytalan, de feltételezhetd.
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Az értekezés osszefoglalasa

Munkankat egy konkrét napi igazsagligyi probléma megoldasa inspiralta, mely soran
kisérletes korilmények kozott sikerlilt megalapozott valaszt adni egy jogi és orvosi

konzekvencidval jaro kérdésre a kemoterdpias kezelést kovetben.

Figyelembe véve a rosszindulatu daganatos megbetegedések emelkedé tendencidjat
a kemoterdpias kezelések okozta mellékhatasok egyre markansabb el6forduldsa varhatd. A
gyogyszerszintek direkt meghatdrozasa a napi rutinban korlilményes és sokszor
nehézségekbe Utkozik. A beadott doézisokbdl csak durva kovetkeztetéseket lehet levonni egy-
egy adott betegnél, mivel a farmakokinetika tobb okbdl kifolydlag egyéni variaciokat
mutathat. Fontos kiemelni, hogy a kemoterapias szerek tobbségénél a terapias és toxikus
szint igen kozel esik egymdshoz, vagy akar fedhetik is egymast. A DSC vizsgalat segitségével

azonban lehetdség nyilhat az indirekt hatasok kimutatasara.

Sajat klinikai munkassagomban, az intervenciés onko-radioldgidban a szelektiv
transzarterialis citosztatikus kezelések és kemoembolizaciok soran, valamint azokat
kovet6en fontos szerepet jatszhatna, ha relative egyszer(ien meghatarozhatd vagy
megbecsiilhet6 lenne a kemoterdpias gyogyszer szintje, és ebbdl kifolydlag az adott
szelektivnek szant beavatkozas szisztémas hatasa. Az adatok ismeretében kovetkeztetést
lehetne levonni a terdpia varhaté hatdsanak, a beavatkozds sikerességének és a kezelés
folytatasanak megitélésében. Ugyanilyen lényeges az esetleges mellékhatasok, a toxikus
kovetkezmények elGrejelzése, mely szintén befolydsolja a beteg tovabbi sorsat és kezelését.

Eredményeink alapjan a vér DSC-vel torténd vizsgalataval minderre lehet6ség nyilhat.

A kutatasunkhoz kivalasztott kemoterapids szer — ciklofoszfamid — alkalmazasa
esetén jol detektdlhatd dézis dependens eltéréseket sikerilt kimutatni mind az ideg-izom
komplex, mind a szivizom esetében és a vér alkotdelemeinél is. Eredményeinket szinkron
értékelve kiolvashatd, hogy milyen dozis esetén alakulnak ki olyan mértéki eltérések a vér
alkotéelemein, melyek mar nagy valdszinlséggel a szivizmon vagy a periférids idegeken és a

harantcsikolt izmokon létrejové karosodasokat jelezheti.
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Célkitlizéseink teljesiilése, az értekezés elért Uj eredményei

Vizsgalatainkkal megalapozottan megerd@sitésre kertlt, hogy a ciklofoszfamid hosszu
tavu alkalmazdsa soran szamitani kell periférids neuropatia és motilitasi diszfunkcio

[étrejottére az ideg-izom komplexen, melynek hatterében strukturdlis médosuldsok allnak.

Egyértelm( szerkezeti valtozasok jonnek létre a szivizomzatban, melyek tébbek
kozott a pumpa-funkcid romldsa altal nagy valdszin(iséggel szerepet jatszik a ciklofoszfamid

kezelések szov6dményeként ismert kardiomiopatia kialakulasaban.

A vér alakos elemein, vorosvértesteken és vérplazman DSC segitségével szintén jol
kimutathatd valtozasok alakulnak ki. A termogramok eltérése jol jellemezhetéen doézis
dependenciat mutat, igy indirekt informaciot nyujt az aktualis és kumulativ gyégyszerszintrdl
a keringésben. Emellett a bizonyitott szerkezeti atalakulasok mértéke feltehetéen korreldl a
funkcionalis mdédosulasokkal, diszfunkcidkkal, de az ez irdnyu pontosabb megallapitasokhoz

tovabbi vizsgalatok, human alkalmazas soran torténé mérések sziikségesek.

A DSC-vel detektdlhatd eltérések prediktiv értékliek a dozis dependens

mellékhatdsok, szovédmények megitélésben.
Mindezek alapjan a megfelel6 human standardizacidkat kdvetéen a DSC alkalmasnak

tarthatd a napi klinikai kezelések soran a betegek szoros kovetésében, a mellékhatasok

megelGzésében, mérséklésében.

47



Koszonetnyilvanitas
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segitségéért.
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