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1 Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 A daganatos betegségek hattere és a tiidorak

A tumoros megbetegedésekrol a kdztudatban gyakran egyetlen betegség képe ¢él,
pedig a rak nem egyetlen megbetegedés, hanem gyiijtéfogalomként tobb korképet foglal
magaba. Daganat a szervezet legtobb sejtjébdl kiindulhat, de ezek eredetiiknek
megfelelden kiillonbozé tulajdonsagokkal, genetikai hatérrel, attétképzé hajlammal
rendelkeznek, és ezért eltéré kezelési stratégiat igényelnek. A gyogyszeres kezelés
szempontjabol 1ényeges, hogy a kiilonboz6 tumorok kialakuldséhoz eltéré ndvekedési
jelpalyak koros aktivacidja vezet el, igy progresszidjukért kiilonbozo fehérjék
tulmikodése vagy épp eltiinése lehet a felelds [1]. Ezekbol kovetkezden az eltérd eredetii
¢és molekularis mintazata tumorok kiilon betegségtipusként kezelendék annak ellenére,
hogy lefolyasukat tekintve sokszor azonos képet mutatnak.

A daganat sejtekrdl tulajdonsagait tekintve elmondhatd, hogy a normal sejtekkel
ellentétben végtelen osztdodasi potenciallal rendelkeznek, melyet a telomeraz enzim
Ujraaktivalasaval érnek el [2]. Azaltal, hogy a folyamatban kulcsszerepet jatszo génekben
funkciovesztéses mutaciok johetnek 1étre, képesek a programozott sejthalal elkeriilésére,
kiiktatva ezzel az Onmegsemmisitést, mint utols6 védekezési lehetéséget [3].
Neoangiogenezissel, vagyis az 0j erek létrehozasanak serkentésével sajat érhalozatot
alakitanak ki, ami hozzasegiti Oket a sziikséges tdpanyagokhoz és az oxigénhez, ezzel
gyorsitva a novekedésiiket [4]. Nem reagalnak a novekedést gatlo szignalokra, mert a
jelatvitel ellendrzé pontjain szereplé ndvekedést lassitd fehérjéiket mutacioval vagy
delécioval elvesztették [5]. Invazido és metasztazis képzé hajlamuk van, aminek
segitségével képesek bejutni az érpalyaba vagy a nyirokutakba és tavoli szervekbe adnak
attéteket [6]. Megfelel6 fehérjék aktivacidjaval onfenntartdo novekedési faktorokat/jeleket
termelnek maguk szamara , ezaltal egyéb novekedési stimulus nélkiil is képesek miikddni,
maskor az adott receptorok tulzott kifejezésével valnak fokozottan érzékenyebbé a kiilsd

jelekre (1. abra) [7].
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1. dbra: A tumorsejt legfdbb tulajdonsdagai [T]

Ezek a megallapitasok tovabbi kutatdsokat és a daganatok jobb megismerését
kovetden kiegésziiltek. A felsoroltakon kiviil a daganatokra jellemzé a sejtszintii
energiatermelés szabalyozasanak felborulasa, mivel a sejtburjanzashoz sziikséges
megndvekedett energiaigényt fedezniiik kell [8]. Az immunrendszer ellendrzését olyan
fehérjék expresszidjaval keriilik ki, melyek gatoljak az immunsejtek aktivalodasat,
amennyiben azok felismernék a tumorsejteket [9]. A gyulladasos folyamatok segitenck a
tumor kialakulasaban és novekedésében, mivel kornyezetiikben emelkedik a ndvekedési
faktorok mennyisége és szabadgyokok szama, igy kronikus gyulladas esetén a daganatok
kialakulasanak az esélye jelent6sen nagyobb [10]. A genom instabilitasaval a sejt magas
mutacids ratat alakit ki. A sorozatos mutaciok Ilétrejotte hozzajarul a daganat
tulajdonsagainak valtozasdhoz és az esetleges terapiarezisztencia kialakulasahoz (2. dbra)

[11].
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Jellemz6 tulajdonsag

Energiatermelés Immunrendszer
felborulasa kikeriilése

Genom instabilitas Tumor-indukalo
¢s mutacio gyulladas

Elosegit6 faktorok

2. abra: A tumorsejt ujabban felfedezett tulajdonsagai [11]

E folyamatok jelent6sége igen nagy, és feltérképezésiik azért is fontos, mert
napjainkban a daganatos megbetegedések szama vilagszerte né [12, 13]. Nincs ez
masként hazankban sem, ahol a vilagban megfigyelhetd tendencidhoz hasonléan a
halalozasokért az esetek jelentés részében a daganatos betegségek a felelések. A
kiilonb6zé daganatok eloszldsa nemenként eltér, de mindkét nemnél dominansan
megjelenik a tiidorak, mely a daganatok koziil a legtobb ember halalat okozza [12, 13].

A tiidédaganatok kialakulasaban az egyik legjelentdsebb rizikdo a dohanyzas.
Egyéb tényezok, mint példaul az étkezési szokasok, genetikai fogékonysag,
légszennyezettség hatasait is feltételezik, illetve ezek egyiittes hatdsa a dohanyzassal
tovabb novelheti a tiidétumor kialakulasnak kockazatat [14]. A dohanyfiist egyes
Osszetevoi a szervezetben a citokrom P450 rendszer altali metabolizmus utan valnak
karcinogénné ¢és kotddnek a DNS-hez. Ilyenek példdul az aromds szénhidrogének és a
nitrozaminok [15]. A DNS-ben igy keletkezett karosodasok kijavitasra keriilhetnek, vagy
a sejtben elindulhat az apoptézis, illetve az adott hiba rogziilhet is és a mutacid tovabb

orokldédhet az utodsejtbe. Ezek a mutaciok tobb fontos fehérje génjében 1étrejohetnek, igy
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érinthetnek onkogéneket és tumorszupresszor géneket [16]. Az el6bbire példa a Kirsten
rat sarcoma (KRAS) vagy az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR), mig az
utobbira a p53, p21°'™! vagy a p16™K* tumorszupresszor gének. A tumorszupresszorok
kozil kulcsfontossagu fehérje a p53, mely kozponti szabalyozd szerepet jatszik a
sejtciklus soran. Génje a daganatok tobb mint a felében mutaciot szenved, és nincs ez
masként a tiidétumorok esetében sem [16, 17]. A KRAS onkogén mutacioja joval
gyakrabban fordul elé dohanyos vagy dohanyos multa betegeknél, mint a nem
dohanyzoknal [18].

A tidotumorokat a klasszikus felosztas szerint fenotipusuk ¢és klinikai
viselkedésiik alapjan sorolhatjuk a kissejtes tiidétumorokhoz (SCLC) és nem-Kissejtes
tidétumorokhoz (NSCLC), melyek koziil az utobbi adja az esetek 85%-at [19]. Ezen
beliil az NSCLC szovettani tipusait tekintve az adenokarcinoma a dominans, melyet erre
az altipusra jellemz6 markerekkel, példaul citokeratin-7-tel (CK7) és tiroid transzkripcios
faktor-1-gyel (TTF1) lehet karakterizalni [20-22]. Klinikai viselkedésiiket tekintve a
NSCLC esetében jelentdsen jobb a progndzis €s a terapids lehetdségek szama is sokkal
nagyobb mértékben novekszik, mint az SCLC-nél. A World Health Organization
felosztasat kovetve a tiidédaganatok feloszthatok szovettani tipusaik és altipusaik alapjan
epitelidlis tumorokra, amin beliil kiilon csoportot képez az adenokarcinoma, a
laphamsejtes karcinoma és a neuroendokrin tumorok, melyekhez a kissejtes karcindomat

soroljak [23].

1.2 A tidd adenokarcindma klasszikus kezelési stratégidja

crer

korai (1-2 stadium) esetek dont6 tobbségében a terapia szerves részét képezi a daganat
miitéti eltavolitasa. Inoperabilis (3-4-es stadium) esetén a sugarterapia és a kemoterapia,
a kezelési megoldas, melyet kiilonb6zd protokollok alapjan az onkoteam dont el. A
betegek gyakran e kezelési stratégiak kombinacidjaban részesiilhetnek [24, 25]. Ahogy
emlitettem, a betegség korai stddiumaban és az eldrehaladott esetek egy bizonyos
részében a miitét az azonnal vélasztott kezelési stratégia. A beteg allapotatol fiiggden

kertil eltavolitasra a tumor és a kornyez6 nyirokcsomok, novelve ezzel az attétképzodés
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elkeriilésének esélyét. A mutét kiterjesztésének a mértékét a tumor nagysaga hatarozza
meg [26].

A sugarterapia els6sorban akkor keriil alkalmazasra, ha a paciens elutasitja az
operaciot vagy az allapota nem teszi lehetové azt. Ilyen esetben a korai stadiumu
tidotumoroknal alkalmazzak a sugarterapiat gyogyité céllal, azonban ennek
eredményessége elmarad a mitététdl [27].

A tiid6 adenokarcinoma terapias lehetoségeinek még mindig nagy részét teszik ki
a klasszikus kemoterapias protokollok. Ezeknek a citotoxikus szereknek a leggyakoribb
alkalmazasa az adjuvans forma, ahol a daganat m{itéti eltavolitasat kovetden alkalmazzak,
a kitjulas megel6zése érdekében [25]. Ennél a daganat tipusnal a kezelési sémak allando
szerepl6i a platina vegyiiletek, legféképp a ciszplatin, melyet kombinacioban
alkalmaznak egyéb citotoxikus vegyiiletekkel [28, 29]. Viszonylagos hatékonysaguk
mellett azonban a citotoxikus kemoterdpids kezelés szamos mellékhatassal jar. E
vegyiiletek hatdasmechanizmusa a gyorsan o0sztodo sejtek fokozott érzékenységébol
adodik, igy relative szelektivek a tumorsejtekre. Azonban a magas osztddasi szdm
jellemzd a bél és gyomornyalkahartya sejtjeire, a szérndvekedésre, az ivarsejtekre, a
vérképzddésre és a borre is, amibdl kovetkezOen a kemoterapids szerek mellékhatasai a
hanyas és hasmenés, a hajhullas, a medddség, alacsony vords €s fehérvérsejtszam és

nehezen gyogyulo sebek kialakulasa [30].

1.3 A tudé adenokarcindma mutécios hattere

A daganatok kozotti magas reprezentaciojuk miatt a tiidétumorokra mind a
kutatds, mind a terapia teriiletén nagy figyelem terelddik. A tiidé adenokarcindéma azon
daganatok kozé tartozik, melyeknél a driver mutacio jelentdségét elsOk kozott ismerték
fel. A terapiat nagyban befolyasoljak ezek a mutaciok, melyek foleg az EGFR és a KRAS
génjeiben jonnek létre [31, 32]. E fehérjék génjeiben a mutaciok altalaban adott
régiokban, ugynevezett ,forr6 pontokban (hot spot)” keletkeznek, amely a KRAS
esetében elsésorban a 2. exont, EGFR esetében pedig a 18., 19. és 21. exont érintik
melyek a tirozinkinaz doménen helyezkednek el [33, 34]. Ezek a modosulasok lehetnek
pontmutaciok, melyek sordn csak egyetlen nukleotid cseréje torténik, vagy deléciok,

amely soran tobb nukleotid is elvész a génszakaszbol. E véltozasok olyan fehérjéket
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eredményeznek, amelyek kikeriilnek a szabalyozé hatasok alél. Igy jon létre a driver
mutaciot hordozo fehérje, ami dnfenntartd novekedési szignalt biztosit a sejt szamara [33,
34]. A koézelmultban, a tiidé adenokarcinomakban tobb driver mutacio jelentoségét is

felismerték (3. abra) [35].

HER2/MEK, 2%
BRAF/PIK3CA, 2% 081, 2% RET 1%

usr,m\\ | J -

ALK, 5%

3. dbra: A tiidd adenokarcinéma legfébb mutdcioi és azok gyakorisiga [35]

Az EGFR egy transzmembran fehérje, amely a sejthez eljuté ndvekedési
faktorokat koti, és ezaltal egy Osszetett foszforilacios kaszkadon keresztiil osztodasi
jeleket kiild a sejtmagba [36]. Az EGFR-t kovet6 6 jeltovabbitd kaszkadot alkotjak a
KRAS-MEK-ERK fehérjék, melyek kapcsolati haloja osszetett, igy mas jelpalyak is
hatdssal vannak az utvonalra. Az EGFR ¢és az mTOR utvonal példaul kolcsondsen
hatassal van egymasra (4. abra) [37].

Az EGFR utvonal azért bir nagy jelentéséggel az adenokarcindmak esetében, mert
ebben a jelatviteli utvonalban bekodvetkezd modosuldsok sokkal gyakoribbak, mint az

egyéb utvonalakban 1étrejovo driver mutaciok [38]. Az EGFR mutécid az esetek mintegy
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15%-ban fordul eld, a KRAS pedig 30%-ban, de ennek mértéke kiilonboz6 faktoroktol
fliggden valtozhat. Az EGFR az ErbB receptorcsaladba tartozik, ahova ezen kiviil még
harom, hozza hasonlé receptor tirozin kinaz fehérje sorolhatd [39]. Ezek a Her2, ErbB3
¢és ErbB4, melyek koziil a Her2-nek nagy jelent6sége van az emlédaganatokban, ahol

jellemzden nagyobb szamban expresszalodik a sejtfelszinen [40].

EGFR jelatvitel

\@/ EGFR (Erb B1)

PIP,

4. abra: Az EGFR jelatviteli utvonal vaziatos felépitése a fobb fehérjékkel (forras:

https://www.pancreapedia.org/pathways/egfr-and-other-tyrk-mediated-growth-factor-receptors nyomdn)

A célzott, személyre szabott terapia elOretdrésével egyre nagyobb szerepet kap
minden, akar csak kis mértékben is el6fordulé mutacio, amennyiben beigazolodik rola,
hogy driver szereppel bir. A megvaltozott miikddésii mutans fehérjékre gyakran
fejlesztenek ki specialis molekulakat, amik képesek gatolni a miikddésiiket [41]. Az
utobbi idoben egyre nagyobb figyelmet kap az ALK fehérje elvaltozasa, ami a tiido

adenokarcinomak 3-7%-ban fordul eld [35]. Az ALK gén a tiid6 adenokarcindma
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esetében altaldban az EML4 génnel fuziondl, igy egy olyan onkogén jon létre, ami

folyamatos proliferacios jelet biztosit a tumorsejt szamara [42].

Megfigyelték a MET gén jelent6ségét is a tiid6 adenokarcindmaknal. Ennek a
génnek az amplifikacidja mintegy 4-5%-ban fordul eld, és felsokszorozasa révén
proliferaciot, migraciot, invaziot és metasztazist indukal a daganatsejteknél [43]. Ezen

kiviil jellemz6é a MET génnél az exon 14 ,,skipping” mutacio is.

Egy ujabb csoportot jelentenek azok a tiid adenokarcindmaék, ahol a ROS1 génje
fazional mas génekkel kromoszoma atrendezddés soran, és hoz 1étre driver mutaciot [44].
Az adenokarcindéma esetek minddssze 1-2%-at érinti ez a mutacio, de ez mar elég ahhoz,
hogy terdpias célpontot jelentsen. A ROS1 fuzids fehérjéi az AKT/mTOR és EGFR
jelatviteli uttal is kapcsolatban allnak [45].

crer

adenorkarcindmas esetek kevesebb, mint 5%-ban eldéforduldé mutaciordl van szo. E
mutaciok nagyjabol fele azonos a malignus melanomanal gyakran el6fordulé V60OE

mutacioval, ami ellen jelenleg elérhetd terapia [46].

1.4 A tiid6 adenokarcindma kezelése célzott terapiaval

Az adenokarcindmaéban a leggyakoribb a KRAS és az EGFR elvaltozasa, melybdl
az elébbi ~30%-ot, az utobbi ~15%-ot tesz ki [35]. Ezekb6l az EGFR mutacionak
kihasznaldsa teszi ki a jelenlegi célzott terapia nagy részét. Bar az EGFR tulzott
kifejezddése is el6fordul a tiidétumorokban, itt az emlédaganatokkal ellentétben sokkal
nagyobb jelentdséggel bir az aktivalo mutaciok szerepe [47]. A legelsé molekulak, amik
ezeket az elvaltozasokat céloztak a tirozin-kinaz inhibitor (TKI) erlotinib, lapatinib és
gefitinib voltak [48]. A jelenleg elérhetd elsdvonalbeli EGFR ellenes terapiara kialakulo
rezisztencia nem csak mas jelatviteli utvonalakban johet 1étre, hanem az EGFR génje is

elszenvedhet tovabbi mutaciot, mint példaul a T790M modosulas [49].

A KRAS mutécioja az egyik leggyakoribb az EGFR gén elvaltozasai mellett az
adenokarcinomékban. Mutacidja esetén az EGFR ellenes terapiatol semmilyen hatds nem

varhato, ezért a KRAS vizsgalata a diagnosztika egyik legelsé 1épése [50]. Minden
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crer

[51]. Sikeresnek tind probalkozasok rendre eléfordulnak az irodalomban, azonban ezek

a klinikai vizsgalatokban eddig kudarcot vallottak [52].

Az ALK mutans adenokarcinomakban alkalmazott krizotinibbel nagyon jo
eredményeket értek el a terapidban [53]. A krizotinib gatolja tovabba a MET-et és a
ROS1-et is. A ROSI ¢és az ALK kozott kozel 50%-os a szerkezeti azonossag, ennek is
tudhatd be a hatas [35]. Ahogy az EGFR inhibitorok esetében, tigy az krizotinibbel
szemben is kialakulhat rezisztencia. Ezért felelos lehet az ALK amplifikacioja, illetve
bizonyos esetekben az EGFR amplifikacidjat is megfigyelték [54]. A leggyakoribb oka a
rezisztencianak azonban a tirozin-kindz doménben bekovetkezd pontmutacio. A
Krizotinib rezisztencia esetén bevethetd ujabb hatdanyag a ceritinib, amely sokkal erésebb
gatloszere az ALK-nak, igy azt akkor is képes gatolni, amikor a Krizotinibbel szembeni

rezisztencia mutaciokat alakit ki [55].

A BRAF V600E mutacioja ellen malignus melanoméban sikerrel alkalmazzék a
vemurafenibet [56]. Azokban az adenokarcindémas betegekben, ahol a BRAF-nak ez a
mutacioja felel6s a novekedési szignalért ez a kezelés megoldast jelenthet, azonban ez

csak egy nagyon sztik csoportja a betegeknek [57].

A daganatoknak a novekedéshez fontos a tapanyag ellatottsaig. Mivel a
kapillarisokbol a tapanyag csak adott tavolsagig képes eljutni, ezért egy ndvekvo
tumorban idével nem tud minden sejtet ellatni az érhalozat. A daganatnak uj erekre van
sziiksége. Azt a folyamatot, aminek a soran 0j érhaldzat képzédik neoangiogenezisnek
nevezziik. A hozza kapcsolodo jelatviteli folyamatok részletesebb megismerése utan, a
célzott terapia is megsziiletett ellene [58]. Ilyen példaul a bevacizumab, mely a vérben
keringd vaszkularis-endotelialis novekedési faktor (VEGF) ellen kifejlesztett
monoklonalis antitest [59]. NSCLC-ben jellemzden platina alapu kemoterapiaval keriil
kombinalt alkalmazasra, azonban jelentds mértékii hozzaadott élettartam nyereség nem

varhat6 a bevacizumabtol [60].

A felsorolt terapiak alkalmazasat mindig komoly diagnosztikus 1épések elézik
meg, hogy a beteg a szamara megfeleld terapiaban részesiiljon. A jo mindségil, megfeleld

mennyiségll €s reprezentativ minta elengedhetetlen. Ezek teljesiilése esetén kovetkezik a
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minta feldolgozasa és értékelése. A diagnosztikaban tobb vizsgalati modszert is

alkalmaznak attol fiiggden, hogy mi a keresett eltérés.

Az EGFR, KRAS ¢és BRAF vizsgalataban a mintabol vald DNS izolalast kovetden
a mutacid szempontjabol a relevans DNS szakasz polimeraz lancreakcioval (PCR) valo
felsokszorozasa torténik, amit szekvenalas kovet [61-63]. Ezzel megallapithato, hogy az

adott eltérés megtalalhato-e az adott exonban.

Immunhisztokémiaval vizsgalhatdo példaul az ALK, ROS1, MET és BRAF
amplifikacid, de az igy kapott eredmények tovabbi megerésitést igényelhetnek
fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) [63].

1.5 A tid6 adenokarcinéma kezelése immunterapiaval

Az utébbi évek nagy eredményei kozott tartjdk szdmon a tumorsejtek €s
immunsejtek kozti kolesonhatdsokat befolyasold terapias lehetdségek megjelenését,
melyet tobb tumortipus mellett az NSCLC-ben is sikerrel alkalmaznak [64]. A talzott
immunvalasz elkeriilése miatt a T-limfocitak felszinén tobb receptor is talalhatd, ami az
immunreakciot gatolja. Ilyen példaul a citotoxikus T-limfocita antigén-4 (CTLA-4) vagy
a programozott sejthalal-1 (PD-1) receptorok [65].

A PD-1 receptor annak ligandjaval, a PD-L1-gyel kapcsolodva csokkenti az
jellemzOen nagy szamban van jelen a PD-L1, mig a tumort infiltralo limfocitak (TIL)
felszinén tipikusan magas a PD-1 receptor szint [66]. A PD-1 receptor ellenes antitestek
a nivolumab és pembrolizumab, melyekkel jo eredményeket értek el a vizsgalatok soran
[67, 68]. A diagnosztika ezen a terapias teriileten is fontos szerephez jut. A kezelés
eredményességéhez fontos tudni PD-L1 szintet a tumoron. Ez nagyban hatarozza meg,

hogy milyen mértékii siker varhato a terapiatol [67].

A CTLA-4 az aktivalt T-limfocita felszinén jelenik meg és mas aktivalo
faktorokkal versenyzik az antigén prezentalo sejt (APC) felszinén 1évo k6zos ligandokért,
a B7-1 és B7-2-ért. A tiidétumor képes a T-limfocitdk fokozott CTLA-4 expressziojat

szabalyozni, ezzel gatolni az aktivaciojukat [64]. Jelenleg a melanomaban mar
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torzskonyvezett CTLA-4 ellenes monoklonalis antitestet, az ipilimumab-ot tesztelik
klinikai vizsgalatokban NSCLC ellenes indikacioban (5. abra) [69].

Anti-CTLA4
T sejt ,
4 CILAR=——2 _G& APC
CD28EC——= __ ) CD80/86
TCR r MHC

CD40L D @D CD40

PD-1
U . Anti-PD-1

Anti-PD-L1 D

PD-L1

Tumor
sejt

5. abra: Az APC, a T-sejt és a tumorsejt kapcsolatrendszere a tumor mikrokéornyezetében [64]

1.6 Kiméra antigén receptor (CAR) T-sejtes terapia

crer

hatékonysaga egyeldre csak B-sejtes limfomaban bizonyitottak, azonban intenziv kutatas
folyik a szolid tumorokban val6 alkalmazasi lehetéségek feltérképezéséért is.

A tumor-immunrendszer kapcsolatrendszerének jobb megismerése tette lehetévé a
mar emlitett PD-1, PD-L-1 és CTLA-4 ellen6rzépontokba val6 beavatkozast és a terapia
lehetéségeinek bovitését. Ezzel parhuzamosan Kialakultak a T-sejttel vald kezelési
lehetéségek is. A tumor mintabodl izolalt tumor infiltrald limfocita (TIL) in vitro
felszaporitasa, és ezzel egy, az adott tumor asszocialt antigénre (TAA) érzékeny limfocita
populacid 1étrehozasa majd visszajuttatasa a paciensbe egy U terapids opciot teremtett

[70]. A modszer az eredményességei ellenére tobb nehézséggel is rendelkezik. Akadalyt
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jelenthet a TIL kinyerése és felszaporitasa olyan moddon, hogy a specifikussagat és

funkciojat megtartsa [71].

A modositott T-sejtekkel kapcsolatos elsé probalkozasok adott TAA-t céloztak
modositott T-sejt receptoron (TCR) keresztiil. Erre a célra a TCR o és B lancait
modositottak, hogy az adott TAA-t képesek legyenek felismerni. Ennek a modszernek az
alkalmazhatosagat korlatolja, hogy a tumor liziséhez tovabbra is a hagyomanyos
jelatviteli ut sziikséges a f6 hisztokombatibilitasi komplexen (MHC) keresztiil. A daganat
sejtek felszinérél azonban gyakran eltlinik az MHC-I, igy a T-sejtek nem képesek

felismerni és megtamadni [71].

A CAR T-sejteknek nem sziikséges az MHC épsége a tumorsejt elpusztitdsahoz.
A CAR olyan szintetikus receptor, ami a sejtfelszini molekulak széles spektrumahoz tud
csatlakozni, legyen az lipid, szénhidrat vagy protein [72]. Az els6generaciés CAR még
csak a citotoxikus hatds elinditdsdra volt képes, a masodik és a harmadikgeneracios
azonban mar rendelkezik a T-sejt proliferaci6 ¢€s citokin szekrécid elinditasanak

képességével is [73].

A CAR T-sejtek eldallitasa a paciens T-sejtjeinek izolalasaval kezdddik. Ezutan a
kivalasztott T-sejt populaciot elkiilonitik €s aktivaljak. Az aktivacio sziikséges a késObbi
1épéshez, ami soran az adott CAR cDNS szekvenciaval transzfektaljak a sejtet. A viralis
¢s nem-viralis transzfektalds is bevett eljarasnak szamit. Ezt kovetden a sejtek
felszaporitasa kovetkezik, majd az ellendrzési 1épések utan fagyasztasra keriilhetnek,

vagy visszaadhatjak a betegnek (6. abra) [74].

A CAR kezelési stratégia f0 szempontja, hogy legyen az adott tumornak olyan
célozhaté antigénje, amely kelléen magasan reprezentalt és nem, vagy csak nagyon
alacsony szintben talalhat6 meg a normal sejteken [71]. Bar ez a terapia nagyon jo
eredményekkel szolgalhat, mellékhatasai sulyosak lehetnek. Ilyen példaul a citokin
felszabadulasi szindroma (CRS), az idegrendszeri toxicitas, vagy az esetleges allergids

reakcid a rekombinans fehérje ellen [75].
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6. abra: A T-sejt terdapia lépéseinek vazlatos osszefoglaldasa (forras: https://www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/research/car-t-cells nyomdn)

1.7 Gyogyszerek nem onkologiai indikacidban, de bizonyitott antitumor hatassal

A daganatok molekularis hatterének megismerésével, az 1Uj célpontok
megjelenésével a terapia bdvitése is lehetové valik. Azonban hosszu ideje elérhetd, mas
indikéacioban alkalmazott gydgyszerek esetében is kidertilhet, hogy rendelkeznek daganat
gatlo hatassal. Az ilyen vegyiiletek azért is elényosek, mert régota elérhetdek, és sok
tapasztalat halmozodott fel roluk, pl. ismert a toxikologiai profiljuk, farmakokinetikajuk,
mas gyogyszerekkel valod interakcioik, igy rovidebb id6 alatt lehet az 1) indikacioban

elérhetdvé tenni, mint egy teljesen (1j molekulat [76].

Nem-szteroid gyulladascsokkentok (NSAID): Ezek a molekuldk a ciklooxigendz
1, 2 (COX1, 2) enzimek gatlasaval a prosztanoid szintézist csokkentik és igy hatnak a
gyulladéasos reakciokra, lazra és fajdalomra. Ilyen példaul az aszipirin, a diklofenak, vagy
az ibuprofén [76]. Az NSAID-ek esetében preventiv hatast figyeltek meg vastagbél
adenokarcinomaban [77]. Ezt a hatast a COX enzimek gatlasanak és igy a gyulladas
mértékének csokkenésének tulajdonitjdk, illetve tobb ponton is beleszolnak a tumor
jelatviteli folyamataiba [76].

Sztatinok: A sztatinok gyakran alkalmazott gyogyszerek a magas koleszterinszint

csokkentésére, igy a kiilonbozé keringési események megelézésére [78]. Ezek a
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vegyiiletek tobb ponton is képesek beleszolni a daganatok progressziojaba. Befolyasoljak
a proliferaciot, az immunvalaszt, az apoptozis aktivalodasat és a proteaszoma miikodését
[76, 79, 80].

Anti-pszichotikumok: Az anti-pszichotikumokat olyan betegségek kezelésére

hasznaljak mint példaul a skizofrénia, bipolaris depresszidé vagy depresszio. Antitumor

cres

crer

példaul melanoma, fibrosarcoma, prosztatadaganat és leukémia sejteken is.

Féregellenes szerek: Ebbdl a gyogyszercsoportbdl a legnagyobb érdeklddés a
niklozamidot, mebendazolt ¢és flubendazolt Ovezi a daganatellenes hatasok
szempontjabol. A niklézamidrél tobb tumortipuson is bizonyitottdk mar, hogy képes
gatolni a Wnt/B-katenin utat, az mTORCI1 jelatvitelt és az NF-xB-t is [81]. A
mebendazolal kapcsolatban in vitro és in vivo igazoltak tiidétumorokkal szembeni
hatékonysagat. A sejtciklust megallitotta G2/M fazis hataran, novelte az apoptodzis
mértékét, allatmodellben csdkkentette a metasztazisok szdmat és gatolta az angiogenezist
[82]. A flubendazolnak a mebendazolhoz hasonlo hatasa van a G2/M fazisokra, ami a
mikrotubulus polimerizacio gatld hatasbol adodik [83]. A flubendazol ezen hatasat
els6sorban neuroblastoma, leukemia és myeloma sejteken sikeriilt igazolni. Mas

sejtvonalak alacsonyabb érzékenységet mutattak a kezeléssel szemben [84].

1.8 A (-)-deprenil (DEP) és a BPAP hatdsai

A feniletilamin derivatum (-)-deprenil (mas néven szelegilin) az 1970-es években
valt széleskoriien ismertté, amikor felfedezték a MAO-B enzimre gyakorolt szelektiv
is helyet kapott [85, 86]. Elettartam vizsgalatokbol kideriilt, hogy a DEP a MAO-B
blokkolo (0,25 mg/kg) dozisban képes meghosszabbitani az élettartamot patkanyon,
egéren és beagle kutyan végzett vizsgalatokban [87-89]. A DEP ezen hatasai nyoman
kifejlesztésre keriilt egy ujabb vegyiilet, az 1-fenil-2-propilaminopentan (PPAP), ami mar
nem rendelkezett a MAO-B blokkolé hatassal, de tovabbra is erds stimuldldja volt a
kozponti idegrendszeri katekolaminerg folyamatoknak [90]. Ezekbdl az eredményekbdl

kovetkezett késobb a triptamin szarmazék BPAP kifejlesztése (7. abra) [91].
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7. dbra: A BPAP szerkezete [92]

A BPAP, hasonldan a DEP-hez, képes a kdzponti idegrendszerben az adrenerg és
szerotonerg jelatviteli folyamatokat erdsiteni, azonban a MAO-B-re gyakorolt hatas a
BPAP-nal nem jelentkezik [91]. Megfigyelték tovabba, hogy mindkét vegylilet
rendelkezik neuroprotektiv és memoria stimulalo hatassal is [93]. A BPAP ezekkel a

hatasokkal nagyon alacsony koncentracidtartomanyban bir [94].

Ebbdl kiindulva a DEP és a BPAP hatasait (ijabb élettartam vizsgalatokban, a DEP
MAO-B blokkol6 doézisanal nagysagrendekkel alacsonyabb koncentracioban vizsgaltak,
¢s bizonyitottak az élettartam novekedésre gyakorolt hatasat. A BPAP hatisa ebben a

vonatkozasban erésebbnek bizonyult, mint a DEP esetében [95].

A kisérletek soran vizsgaltak még a DEP-el és a BPAP-val vald hosszatava
kezelés hatasait a viselkedésre, tanuldsi képességre az esetleges élettartam nyereség
mellett. A kisérleteket Wistar patkanyokon végezték és a mar emlitett alacsony
koncentraci6 tartomanyban. A tanulasi képességek javuldsa és az élettartam jelentds
megndvekedése mellett leirtak, hogy mind a DEP-el, mind a BPAP-val valo kezelés
hatasara a patkanytorzsre jellemz6 spontan fibroszarkéma képzddés jelentdsen csokkent

a kontrol csoportban tapasztalthoz képest (8. abra) [96].
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A BPAP és DEP kezelt csoportokban a tumorok megjelenése késébbre tolodott és
szdmuk, illetve méretiik is csokkenést mutatott a kontroll csoportban tapasztalthoz képest.
Bar a DEP is hatéssal volt a daganatképzddésre a kisérlet soran, a BPAP hatésa sokkal
erdsebbnek bizonyult (8. abra). Ennek mentén a BPAP tumorgatld hatasa egyéb
modelleken is vizsgalatra kertilt. EQy in vivo vastagbél adenokarcindma-maj metasztazis
modellben hatékonyan csokkentette az attétek szamat [96]. A BPAP igy mas

daganattipusokkal szemben is kedvez6 hatast mutatott.

A BPAP hatasa sokrétii: befolyasolja az élettartamot, a tanulasi folyamatokat és a
viselkedést, és ezen hatasait nagyon alacsony koncentracidtartomanyban fejti ki. Az
alabbiakban ismertetésre keriil6 munkankban bemutatjuk az altalunk létrehozott in vivo
tiidétumor modellt, e rendszerben a BPAP tiidé adenokarcindmara gyakorolt hatasat és

feltérképezziik a mogotte rejld hatasmechanizmust.
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2 Célkitizések

. A rendelkezésiinkre alld6 egér tiidétumor modell karakterizalasa, az
adenokarcinomakra jellemz6 leggyakoribb mutaciok tesztelése, a kiilonb6z6
jelatviteli utak aktivitdsanak feltérképezése.

o A BPAP feltételezett tumor ellenes hatasainak vizsgalata a 1étrehozott modellen,
valamint tovabbi human tiidé adenokarcinoma sejtvonal xenograft modelljén
SCID egérben.

o A BPAP lehetséges hatasmechanizmusénak feltarasa.
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3 Modszerek

3.1 Egér modellek

3.1.1 FBV/N egértorzs kezelése DEN-nal és tiidétumor vonal létrehozdsa

Az FVB/N egértorzs a Charles River Laboratories-tol (Wilmington, MS)
szarmazott. Osszesen 40 allatot (20 himet és 20 néstényt) vontunk be a Karcinogenezis
kisérletbe. Az allatok két hetes korukban egyszeri dozisu, 15 pg/g DEN-t (N0258, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, US) foszfat-pufferelt sdéoldatban (PBS) oldva kaptak
intraperitonealisan. Ezzel parhuzamosan 14 azonos koru, de kezeletlen néstény szolgalt

kontrollcsoportként. Az allatokat éteres altatds mellett terminaltuk egy éves korukban.

A terminalast kdvetden lemértiikk az allatok testtomegét, majd a tiid6 és a m4j
tomegeket, illetve feljegyeztiikk a szabad szemmel lathatd tumoros elvaltozasokat. Ezt
kovetben a szervek egy részét 10%-0s formalinban fixaltuk, majd paraffinos blokkokba
agyaztuk immunhisztokémiahoz és mutaci6 analizishez, illetve -80°C-on fagyasztésra is

kertiltek mintak a késébbi Western blot vizsgalatokhoz.

A makroszkopikus tiidétumorokbol kivalasztottunk kettét, amit eltavolitottuk,
tobb darabra vagtuk és PBS-el valo mosast kovetden FVB/N egerek bore ala iiltettiik,

hogy tumorvonalat hozzunk létre. Ezeket sziikség esetén tovabb oltottuk.

3.1.2 BPAP hatasanak vizsgalata a tiidétumor vonalon FVB/N egértorzsben

A vegyiilet hatasanak vizsgélatdhoz Osszesen 45 FVB/N éallatot hasznaltunk fel
két kisérlet keretében. Az elsd kisérletben 27, a masodikban pedig 18 allat kertilt
bevonasra 8 hetes korukban. A kisérleteken beliil az allatokat harom csoportra osztottunk.
Minden allatnak azonos méretii tumor {iltettiink a bore ala (az elso kisérletben 5 mm-es,
a masodik kisérletben 3 mm-es atmérd). Két csoportot kezeltiink a BPAP (Fujimoto
Pharmaceutical Corp., Osaka, Japan) két kiilonboz6 dozisaval. Az egyik csoport 0,0001
mg/kg (kis dozis) kezeldszert kapott, mig a masikat 0,05 mg/kg-mal (nagy dozis)
kezeltiink, a kontroll csoportnak pedig fiziologias s6oldatot adtunk. Az allatokat minden
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nap szubkutan injekcié formajaban Kkezeltilkk azonos id6pontban. A tumorokat
eltavolitottuk, kettévagtuk és a felét formalinos fixalast kovetéen paraffinba agyaztuk, a

masik felét pedig -80°C-on fagyasztva taroltuk.

A tumor atmérdket €s az allatok testtomegeit hetente haromszor mértiik tolomérd
segitségével. A tumor térfogatokat az kovetkezd egyenlettel szamoltuk: V = (X a X
b?) + 6, ahol a "V’ a tumor térfogata, az *a’ a hosszabb, a *b’ pedig a rdvidebb atmérdje

a tumornak.

3.1.3 A BPAP hatasanak vizsgalata a tiidotumor vonalon sulyos kombinalt

immunhianyos (SCID) egértorzsben

Az FVB/N torzshoz hasonld kivitelezéssel vizsgaltuk a BPAP hatasat SCID
egértorzsben. Ehhez a kisérlethez 6sszesen 18 allatot hasznaltunk fel és az FVB/N torzson
végzett kisérlethez képest itt kisebb (2 mm-es atmérdjii) tumorokat iltettiink az allatok
bdre ald, azon megfontolasbol, hogy az adaptiv immunrendszer nélkiil a nagyobb tumor

az allat gyors halaldhoz vezetne.

A kisérlet kozben a tumoratmérét és a tumortérfogatot az FVB/N torzson végzett
kisérlet szerint mértik és szamoltuk. A mint4k tarolasa a tovabbi kisérletekhez a korabbi

kisérletnél leirt modon tortént.

3.2 Huméan modell

3.2.1 Szovettenyészet

A H358 sejtvonalat (ATCC kod: CRL-5807) RPMI-1640 médiumban (R8758,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) novesztettiikk 10%-nyi borja szérummal (FBS) (F6178,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), illetve 100 U/ml penicillinel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel (P4333, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kiegészitve, 5%-0s CO:
atmoszféraban 37°C-on. A sejteket 75 cm? teriiletii (T75) flaskékban tartottuk, hetente

kétszer cseréltiink rajtuk médiumot és 80%-0S konfluencia elérése esetén passzaltuk
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tripszin-EDTA (T4174, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) segitségével. A sejteket
passzalaskor 800 rpm-el centrifugaltuk az eredeti mennyiség harmadat szélesztettiik egy

ujabb T75-0s flaskaban.

A H358 human tiidé adenokarcindma sejtvonalat felszaporitottunk, majd 10
millié sejtet oltottunk 150 pl PBS-ben szuszpendalva SCID egér bore ald. A szubkutan
oltashoz a sejteket ebben az esetben csak EDTA-val vettiik fel, hogy a sejtfelszini
fehérjéket a tripszin ne eméssze le. Ezt kovet6en a sejteket centrifugaltuk és az tiledéket
PBS-el haromszor szuszpendaltuk, hogy az EDTA maradékat is eltavolitsuk. Az €16

sejtek szamat Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg tripan kék festés mellett.

3.2.2 A BPAP hatasa SCID egértorzsben a szubkutan xenograft H358 humdan

tiido adenokarcinomara

A kisérletbe 30 SCID allatot vontunk be. Minden allat bore ala azonos méretii (3
mm-es atmérd) tumort oltottunk. Az allatokat hdrom csoportra osztottuk és naponta
kezeltiik 6ket fiziologias sooldattal, illetve kis és nagy dozisi BPAP-val. A tumor
atméroket ¢és az allatok tomegeit hetente egyszer meértilk. A kisérletet 10 hét utan
terminaltuk. A tumorokat eltavolitottuk és lemértiik a tomegeiket. Ezt kovetden a
tumorokat félbe vagtuk, felét 10%-os formalinban fixaltuk, a masik felét lefagyasztottuk
¢és -80°C-on taroltuk. A tumortérfogat a mar korabban bemutatott képlet segitségével

szamoltuk és ez alapjan vettiik fel a novekedési gorbéket.

3.2.3 Sejtproliferacios vizsgalat

A proliferacié mérés szulforodamin-B (SRB) protokoll alapjan tortént a H358
tiid6é adenokarcinoma sejtvonalon. Az SRB egy fehérjéhez kotédo festék, aminek a
bek6tddott mennyisége aranyos a leallitas idépontjaban mért sejtszammal, igy a festéket
visszaoldva, abszorbancia mérésével kovetkeztetni lehet a leallitas pillanataban jelen 1évo

sejtszamra [97].
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A sejteket tripszin-EDTA-s felvétel és Biirker kamra segitségével torténd
megszamlalds utan 96 lyuku tenyésztdedénybe tettiik ki 3000 sejt/lyuk/100 pl médium
mennyiségben. Huszonnégy o6ra utan a kontroll sejtek esetében a tapfolyadékot 200 pl
friss médiumra cseréltem, a kezelésre kijelolt sejteknél pedig a médium a megfeleld
nem volt lehetséges, mivel nem tudtuk, hogy a BPAP milyen koncentracioban van jelen
a vérben, ezért a kisérlet soran abbol indultunk ki, hogy milyen higitast alkalmazunk az
allatkisérletek soran, illetve figyelembe vettiik, hogy mekkora adag keriil beadasra egy
atlagos testtomegli egérnek. Ezen informaciok alapjan allapitottunk meg két kozelitd
koncentraciot, ami a kis dozis esetében 0,3 nM-o0s, a nagy dozis esetében 0,1 pM-0s

végkoncentraciot jelentett a BPAP-ra nézve.

Ezt kovetden a 0 oras tenyésztdedényt fixaltuk az alabbi protokoll alapjan, amit

aztan 24 6ranként a tobbire is alkalmaztuk:

o 50 pul 50%-os triklorecetsav (TCA) hozzaaddsa minden lyukhoz

e 1 6ra inkubalas 4°C-on

e alapos, 6tszori atoblités csapvizzel figyelve arra, hogy a viz sugara ne kozvetleniil
a lyukak aljan fixalt sejteket érje

e az edény kiszaritasa, majd 50 pul SRB hozzaadasa minden lyukhoz (SRB 1%-0S
ecetsavban oldva, 0,4 m/v%-os koncentracioban)

e 20 perc varakozasi id6 utan a nem kotédott festék lemosasa 1%-0s ecetsavval,
majd az edény kiszaritasa

e megkotott festék visszaoldasa 150 pl, 10 mM-os pufferezetlen Tris oldatba

e abszorbancia mérése 570 nm-en Multiskan MS ELISA plate reader-el (A.A. Lab
Systems, Ramat-Gan, Israel)

A sejtek mennyiségét 0, 24, 48, 72 o6ras idépontokban hataroztam meg.
Kiértékelésnél a nyolc parhuzamos abszorbancia értékeket atlagoltam. A kezeletlen
kontroll mintak 0 oras értékét 1-nek vettem, ehhez normalizaltam a kezelt sejtek értékeit,

majd felvettem a novekedési gorbét.
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3.3 Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatok a DEN indukalta primer, a szubkutan allograft
és a spontan keletkezett tiid6tumor mintakbol késziiltek. A metszeteket leszallo alkohol
sorral (xilol — 100%-0s etanol — 70%-0s etanol — desztillalt viz) deparaffinaltuk, melyet
desztillalt vizes mosas kovetett. Az antigén feltards citrat pufferrel tortént (10 mM
citromsav, 0,05% Tween 20, pH=6) kuktaban, forrastdl szamitott 10 percig. A
metszeteket lehiilést kovetden 3x5 percig mostuk foszfat-pufferelt sdoldattal, amihez
0,05% detergenst adtunk (PBST). Az endogén peroxidazok blokkolasara 3%-0s H2O»-0t
alkalmaztunk 10 percig. Ujabb mosasi 1épés utan az aspecifikus kotShelyeket
szobahdmérsékleten blokkoltuk 5 m/V%-0s PBS-ben oldott marha szérum albuminnal
(BSA).

Az elsédleges antitesteket 1 m/V%-os BSA/PBS oldatban oldottuk és egy

crer

1. tiblazat tartalmazza.

1. tablazat: Elsddleges antitestek immunhisztokémidhoz

Elsddleges Katalogus
) Gyarto Forras Higitas
antitest szam
TTF-1 Abcam, Cambridge, UK ab76013 nyul 1:50

Atlas antibodies,
CK7 HPAO007272 nyul 1:100
Stockholm, Svédorszag

Masnap a metszeteket PBST-vel 5x5 percig mostuk. A masodlagos antitest mind
a két esetben tormaperoxidaz (HRP) konjugalt, poliklonalis anti-nytl ellenanyag volt
(P0448, Dako, Glostrup, Dania), amivel egy oran at, szobahdn inkubaltuk a mintakat. Ezt
kovetéen a mintakat PBST-vel mostuk majd 3,3-diaminobenzidin-tetrahidroklorid
(DAB), (Novolink Polymer Detection System, RE7150-K, Leica Biosystems, Wetzlar,

Németorszag) elohivo reagenst cseppentettiink a metszetekre.

29



DOI:10.14753/SE.2020.2323

A sejtmagokat hematoxilinnel festettiik. Felszallo alkohol sorral (70%-0s etanol —
100%-o0s etanol — aceton — xilol) viztelenitettiik a mintakat, majd kanadabalzsammal
torténd fedést kovetden a mintakat fénymikroszkdppal vizsgéltuk. A lemezek késébb
szkennelésre kertiltek Pannoramic 250 Flash Il digitalis szkenner késziilékkel (3D
Histech Ltd., Budapest, Magyarorszag). Az igy kapott képeket Pannoramic Viewer (3D
Histech Ltd., Budapest, Magyarorszag) programmal tovabb vizsgaltuk.

3.4 Polimeraz ldncreakcid (PCR) és szekvenalas

34.1 DNS izolalas fagyasztott és paraffinos mintdakbol

A fagyasztva tarolt szubkutan allograft tid6tumor mintakat folyékony nitrogénes
hiités mellett alkohollal elézetesen Kkitisztitott mozsarban poritottuk és az igy kapott
mintat szuszpendaltuk 400 pl lizis pufferrel (0,2 M NaCl, 0,02 M EDTA, 0,04 M Tris és
0,5% SDS), amit el6tte kiegészitettiink 20 ul Proteinaz K-val (10 mg/ml, Roche, Basel,
Svajc) és 2 ul B-merkaptoetanollal.

A paraffinos metszeteken a DEN indukalta primer és spontan kialakult tumoros
teriileteket fénymikroszkdp alatt kijeloltiik, majd deparaffinalast kovetden acetonnal és
alkohollal mostuk. A kiszaradast kdvetden a kijeldlt teriileteket eltavolitottuk és Tris-
EDTA (10 mM Tris, | mM EDTA, pH=7,4) pufferrel, amihez el6zetesen 2 mg/ml
Proteinaz K-t adtunk, inkubaltuk 55°C-on egy éjszakan at 300 rpm-es razatas mellett.

Az inkubalast kdvetéen az enzimet héinaktivaltuk 95°C-on 10 percig, majd 15
percig hiitottiik a mintakat jégen. A lizatumokat 15 percig centrifugaltuk 13000 rpm-el és
ezt kovetden a feliiliszokhoz adtunk 50 pl, 5M-0s NaCl-ot, amit Gijabb 15 perc jégen valo
inkubalas kovetett. Ezt kovetden a mintakat az el6z6 paraméterekkel centrifugaltuk és a
feliiliszokat 1-1 ml jéghideg etanolhoz adtuk. A mintékat centrifugaltuk majd a pelleteket
Savant AES 1000 SpeedVac system-el (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA)
szaritottuk. Az igy kapott pelleteket 50 pl TE pufferben oldottuk és a DNS
koncentraciokat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA) mértiik.
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3.4.2 PCR a fagyasztott és paraffinos mintik DNS mintaibol

A primereket az egér EGFR 19-es és 21-es exon-okra és a KRAS 2-es exon-ra
terveztiik (2. tablazat).

2. tablazat: PCR-hez hasznalt primer szekvenciak

Gén Primer szekvencia
EGFR exon 19 forward 5’-CTGGATCCCAGAAGGTGAGA-3’
EGFR exon 19 reverse 5’-GGAAGCAAGATTGACCTTATGAA-3’
EGFR exon 21 forward 5’-TTGGCAGCCAGGAATGTACT-3’
EGFR exon 21 reverse 5’-GGCTGTCAGGAAAATGCTTC-3’
KRAS exon 2 forward 5’>-TGTAAGGCCTGCTGAAAATG-3’
KRAS exon 2 reverse 5’-GCACGCAGACTGTAGAGCAG-3’

A reakcidkat 20 pl végtérfogatban végeztiik. ImmoMix Red 2x (BIO-25002,
Bioline, London, UK) PCR reakci6 mixet haszndltunk, amihez 20 pmol forward és
reverse primert adtunk (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A), illetve MgCl».ot
(B10-37026, Bioline, London, UK) és 50 ng DNS-t reakcionként. A PCR ciklusok a

kovetkezok voltak:

3. tablazat: PCR ciklusok

elézetes denaturalés 95°C 10 perc 1x
denaturécio 95°C 40 mp
KRAS exon 2: 59°C
anellacio EGFR exon 19: 56°C 40 mp 40x
EGFR exon 21: 57°C
elongacid 72°C 40 mp
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A PCR reakciokat Veriti 96 Well Thermal Cycler (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA) muszerrel kiviteleztiik.
A PCR termékek méretét ¢és tisztasagat 2%-os agardz gélelektroforézis

segitségével ellendriztiik.

3.4.3 Szekvenaldas és elektroforézis

A PCR termékek tisztitasara ExoSap (78201, Affymetrix, Cleveland, OH) kitet
hasznaltunk. A szekvenalod reakci6 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(4337454, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) segitségével végeztik, amit
tisztitasi 1épés kovetett Nucleo-SEQ kit (ref 740523, Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) felhasznaldsdval. A 1¢épéseket az adott termékhez tartozd gyartoi
protokollok szerint végeztiik.

A mintdkat 20 pl formamidban eludltuk és 95°C-on 1 percig denaturdltuk. A
kapillaris elektroforézist 3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA) miszerrel végeztiik. A szekvencidk elemzéséhez a BioEdit Sequence

Alignment Editor (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA) programot hasznaltuk.

3.5 Western blot

Az egér tiidétumor karakterizald Western blot-hoz a kellden nagyméretii (5 mm-
nél nagyobb atmérdjil), fagyasztva tarolt DEN indukalta primer és a szubkutan allograft
tumorokat hasznaltuk fel, illetve egészséges allatok ép tiidejét vizsgaltuk. Az ép
tiidészovet a spontan tumorképzddést vizsgalo kisérlet azon allataibdl szarmazott, ahol a
tiidében semmilyen elvaltozast nem talaltunk. A BPAP kezeléses, szubkutan tumoros
kisérletekb6l az elsd, nagyobb allatszamu kisérlet mintdit és a SCID kisérlet mintait
vizsgaltuk, illetve késébb a H358 szubkutan xenograft mintakat. Csoportonként 5-5 minta

keriilt tovabbi vizsgalatra.

A tumorokat fehérje kinyerése céljabol folyékony nitrogénes hiités mellett

poritottuk a DNS izolalasnal mar emlitett modon. Az igy nyert szovetre lizis puffer
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mértiink (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1% Triton-X100, illetve 1:100-hoz
higitasban NaF (10 mM-0s), NasVOs (1 mM-os), €s 1:200-hoz proteaz inhibitor koktélt
(P8340, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)) adtunk hozza.

A fehérje oldatokat ezt kdvetden 4°C-on torténd 13000 rpm-es centrifugalassal

nyertiik Ki a feliilluszobol.

A fehérjekoncentraciok meghatarozésa a kdvetkezo protokoll szerint tortént:

e 10 ul minta hozzaadasa az elézetesen 1x-re higitott 990 ul Bradford-reagenshez,
majd homogenizalas. A reagens halvany barna szintibél kék sziniivé valtozik
fehérje hatdsara. Az kék szin erdssége a fehérje koncentracié fliggvénye.

e abszorbancia mérése 595 nm-en Pharmacia Biotech Ultrospec 2000
spektrofotométerrel

e koncentraci6 meghatarozasa a BSA standard higitadsi sor alapjan kapott

abszorbcids egyenes segitsé¢gével

Minta el6készitése:

e azonos koncentracio beallitasa a kapott értékek alapjan (higitas lizis pufferrel)
e hozzaadni annyi B-merkaptoetanolt, hogy koncentracioja a Laemli pufferben
7,5% legyen

e denaturalasi Iépés 5 percig 99°C-on

A futtatd (10%-os poliakrilamid gél + 0,1% SDS) és a koncentrald (4%-0s
poliakrilamid gél + 0,1% SDS) gélek elkészitését és a zsebek kialakitasat kovetden
betdltottem a denaturalt mintakat 30 pg/25 pl/zseb mennyiségben. A szeparalas konstans
fesziiltség mellett, 200 V-al tortént 40 percen keresztiil. A fehérjéket PVDF membranra
blottoltam, melyet elézetesen metanollal, majd blottold pufferrel aktivaltam (10 V/V%
Tris-glicin, 10 V/VV% metanol és 80 V/V% dH20). A blottolas konstans aramerdsség
mellett 75 mA-el tortént egy éjszakan keresztiil 4°C-on.

Az ezt kovetd 1épések az alabbi protokoll szerint torténtek:
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e membranok mosasa Tris-el pufferelt sdoldattal (TBS) 3x5 percig

e membranok festése Ponceau festékkel (2,5 mM) 15 percig (a festék a fehérjékhez
kotodik és a betoltések egységességérdl, illetve a blottolas sikerességérdl ad
informéciot)

e megfestett membranok differencialasa dH>O-val, majd fotézasa Kodak Image
Station 4000 MM késziilékkel

o festék kimosasa a membranbol TBS-el

e aspecifikus antitest kotohelyek blokkolasa 5 m/V%-0s tejpor TBS oldataval 1
oran keresztiil

e 5x5 perc mosas 0,5% Tween 20-at tartalmazo TBS-el (TBST)

e clsddleges ellenanyagok 1%-0s tejpor oldataval inkubalas egy éjszakan at 4°C-on

4. tablazat: Felhasznalt elsddleges ellenanyagok:

Elsodleges Katalogus
. Gyarto Forras | Higitas
antitest szam
Cell Signaling Technology,

Akt #4691 nyal | 1:1000
Danvers, MA

p-Akt (Thr308) Cell Signaling Technology #2965 nyal | 1:1000

p-Akt (Serd73) Cell Signaling Technology #4058 nyal | 1:1000

p-Erk %% Cell Signaling Technology #4370 nyal | 1:1000

p-S6 Cell Signaling Technology #2211 nyal | 1:1000

Neomarkers, Fremont,

CDK4 o #MS-616 egér | 1:250

California, US

Atlas antibodies,
PCNA HPA030522 | nyal | 1:1000
Stockholm, Svédorszag

Neomarkers, Fremont,

Cyclin D1 o MAS5-14512 | nyul | 1:250
California, US
p-Rb S780 Cell Signaling Technology #9307 nyal | 1:250
LabVision-Thermo Fisher
p16 MAS-17093 | egér | 1:250

Scientific, Waltham, US
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NF-xB Cell Signaling Technology #8242 nyul | 1:1000
c-jun Cell Signaling Technology #9165 nyal | 1:1000
[B-actin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO A2228 egér | 1:5000

Az inkubalasi id6 utan 5x5 perc TBST-s mosast kovetéen a masodlagos
ellenanyag keriilt alkalmazasra az adott membranon, ami az elsddleges ellenanyagtol

fliggden az alabbiak voltak:

e HRP konjugalt nyul ellenes antitest kecskéb6l 1:2000 aranyban (Dako, Glostrup,
Daénia)
e HRP konjugalt egér ellenes antitest kecskébdl 1:2000 aranyban (Dako, Glostrup,

Daénia)

A reakcio id6 1 ora volt melyet 5x5 perc mosési szakasz kovetett. Végiil a
membranokon valo reakci6 eléhivasa felerésitett kemilumineszcencia (ECL) segitségével
tortént sotétben, a reagens fényérzékenysége miatt. A fényreakcidé detektalasa Kodak
Image Station 4000 MM-el tortént 10 perces expozicios id6vel. A kapott eredmények
kvantitativ értékelését a GelAnalyzer denzitometriai analizis szoftver segitségével

végeztem.

3.6 Receptor foszfo-tirozin kindz (p-RTK) array

Az egér tiidétumor SCID allatokon végzett kisérlet fagyasztott tumoraibdl izolalt
fehérjeoldatokbol tortént a p-RTK-ok meghatarozasa a Proteome Profiler Mouse
Phospho-RTK Array Kit segitségével (ARY014, R&D Systems, Minneapolis, MN).
Meérési protokoll:

e amembranokat 2-2 ml array pufferben (blokkol6 reagensként funkcional) 1 6ran
keresztiil inkubaljuk folyamatos razas mellett
e inkubdlas alatt a mintdk elokészitése, azok higitasa array pufferrel ugy, hogy a

végtérfogat 1,5 ml legyen
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e | oOra utan az array puffer eltavolitasa a megfelel6 membranhoz az adott minta
hozzéadasa

e allando razatas mellett egy éjszakan at inkubaljuk 2-8 °C kozott

e a mintak eltavolitasa utan a membranokat mosdpufferrel mossuk 3x10 percig

e az anti-foszfo-tirozin-HRP detekcids antitest higitasa array pufferben, majd a
membran hozzaadasa 2-2 ml-hez

e szobahOmérsékleten, folyamatos razas mellett inkubalni 2 orat

e membranokat mosépufterrel mossuk 3x10 percig

e amembranokrdl 6vatosan eltavolitjuk a mosopuffert egy papirtorld segitségével,
majd 1-1 ml Chemi Reagent Mix-et pipettazunk az antitestet tartalmazoé oldalara

e igy egy mianyag folidba zarjuk, a bent maradé buborékokat eltavolitjuk és a
reagenssel 1 percig inkubaljuk

e amianyag foliabdl eltavolitjuk az el6hivo reagens

e a membranokat a foliaban az detektaldo késziilékbe helyezziik és 1-10 percig

exponaljuk a képet

A fényreakcid detektalasa Kodak Image Station 4000 MM késziilék segitségével
tortént 10 perces expozicios idovel. A kapott eredmények kvantitativ értékelését a

GelAnalyzer denzitometriai analizis szoftver segitségével végeztem.

A kapott pontok adott RTK-kat jeldlnek, amik a gyart6 altal mellékelt referencia
tablazat segitségével értékelhetoek.

3.7 Statisztikai analizis

Az éllatkisérletekhez minden statisztikai analizist a GraphPad Prism 7.00 szoftver
(Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA) segitségével végeztilkk. Az adatokat
D’Agostino & Pearson teszt hasznélataval elemeztiik a normal eloszlasra. A valtozasok
szignifikanciajat nem-paraméteres teszttel (Mann—Whitney U-teszt) vagy a Student-féle
T-probaval vizsgaltuk attdl fiiggben, hogy az adatok milyen eloszlast mutattak.

Vizsgaltuk a fiiggetlen kisérleteket reprodukalhatosdgat, és csak a megismételhetd
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szignifikans valtozasokat szdmitottuk szignifikansnak. A szignifikancia szintet sztenderd

p<0,05-ben hataroztuk meg.

A Western blot eredményekhez az atlagok és a szorasok értékeinek, illetve a
kétmintas t-proba eredményeinek a szamolasara a Microsoft Office Excel programot
hasznaltunk. Az éallatkisérlet eredményei standard error-ral, mig a Western blot

eredményei standard deviacioval keriiltek feltiintetésre. A szignifikancia szintek négy

DOI:10.14753/SE.2020.2323

csoportba keriiltek besorolésra (5. tablazat).

5. tablazat: Szignifikancia jelolések

p értéke szazalék szignifikans jelolés
p>0,05 >5% nem

p<0,05 5% igen * vagy #
p<0,01 1% igen ** vagy ##
p<0,001 0,1% igen *RX vagy #Ht
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4  Eredmények

4.1 A daganatok jellemzése

4.1.1 A DEN tiidé adenokarcinéma indukdlé képessége

Az alapvetéen hepatokarcinogenezis kisérletekhez hasznalat DEN potens
tidétumor induktornak mutatkozott az FVB/N egértorzson. A 40 db DEN-al kezelt

allatbol 39 ¢€lte meg az egy éves kort, amikor terminalasra kertiltek.

A terminaciot kdvetd boncolas soran 39 allatbol 28-ban talaltunk makroszkopikus
tid6étumort. Koziiliik hat tiidejében tobb fokuszban is lathatd volt daganat. A tumorok
megjelenése nem mutatott jelentds kiilonbséget a nemek kozott (6. tablazat).
Megfigyelhetd, hogy a tumorok miatt az atlagos tiid6tdmeg jelentdsen, mintegy ~50%-

kal emelkedett a normalishoz képest.

6. tablazat: A kialakult tidétumorok eloszlasa és a tiidotomegek Osszehasonlitdsa

Allatok szama ) Atlagos
N Atlagos
Nem Osszes allat | makroszkopikus tiildétomeg/testtomeg
tiidétomeg
tidétumorral (%-ban)
Him 19 15 0,249 0,78
Nostény 20 13 0,239 0,78

A kontrollként inditott, 14 DEN-nal nem kezelt allatbol kettoben alakult ki 1 év
alatt spontan tiidétumor, de ez Gsszefliggésben van az FVB/N t6rzson végzett élettartam
(longevity) vizsgalatok eredményeivel és az irodalomban fellelheté adatokkal, melyek

szerint erre az egértdrzsre magas spontan tiidétumor kialakulés jellemzd (7. tablazat).
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7. tablazat: A tid6tumorok szdma és a tiidotomegek a kezeletlen csoportban

Allatok szama Atlagos
Osszes 4llat makroszkopikus Atlagos tidétomeg | tiid6tomeg/testtomeg
tiidétumorral (%-ban)
14 2 0,159 0,5

A kontroll csoportban csak ndstényeket vizsgaltunk, mert az irodalomban nem
figyeltek meg kiilonbséget az FVB/N egértorzsben spontan kialakul6 tid6tumorok nemek
kozti eloszlasaban [98]. Ezt késobb az 6. tablazatban oOsszefoglalt eredményeink is

igazoltak.

4.1.2 A spontan kialakult, a DEN indukadlta és a szubkutan allograft

tiidotumorok szovettani és immunhisztokémiai jellemzése

A hematoxilin-eozin festett metszetekben mindharom tumortipusnal mirigyes

elrendezddésii daganatszovet volt lathato.

Immunohisztokémiéaval vizsgaltuk a DEN indukalta primer és szubkutan, illetve
a spontan létrejott tiildétumorok TTF1 és CK7 markereinek expressziojat (9-10. abra).
Ezek a diagnosztikaban is széleskortien hasznalt markerei a tiidé adenokarcinomanak. Az
Osszes mintan kimutathato volt mindkét fehérje magas expresszioja, ezzel megallapithato

volt az adenokarcinoma tipus. Ezt a pozitivitast a spontan kialakult tumorok is mutattak.

A 9-10-es abrakon a DEN indukalta primer tumor, a szubkutan allograft és a

spontan tumor reprezentativ mintai egyiitt kertilnek bemutatésra.

39



DOI:10.14753/SE.2020.2323

9. dbra: A tumorok vizsgdlata hematoxilin-eozin festéssel: A: primer tiidétumor, B: szubkutdn allograft

tiidétumor, C: spontan tiidétumor; Lépték = 50 um
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10. dbra: A tumorok vizsgdlata immunfestéssel: A: primer tiidétumor (CK7), B: szubkutdn allograft
tiidétumor (CK7), C: spontan tiidétumor (CKT); D: primer tiidétumor (TTF1), E: szubkutdn allograft
tiidétumor (TTF1), F: spontadn tiidétumor (TTF1),; Lépték = 50 um

41.3 A tumorok mutacioanalizise

Mind a 28 DEN hatasara kialakult, a két spontan keletkezett és a szubkutan
allograft tiid6tumorban is meghataroztuk a KRAS 2-es exon, illetve az EGFR 19, 21-es
exonok szekvenciajanak forropont (hot spot) régioit. Egyetlen tumorban sem talaltunk

mutaciot a vizsgalt régiokban (11. abra).
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11. abra: Mutacioanalizis Sanger-szekvendlassal: A: KRAS exon 2 szekvencia; B: EGFR exon 19
szekvencia; C: EGFR exon 21 szekvencia. A pirossal kiemelt bazisrészek a mutacio szempontjabol

relevans régiokat jelolik.

4.1.4 A primer és a szubkutan allograft tiidétumor és az ép tiidészovet

Jjelatviteli utvonalainak osszehasonlitasa \WeStern blot analizissel

Az Osszehasonlitds soran elsésorban az Akt/mTOR jelatviteli utat vizsgaltuk,
aminek jelentGs szerepe van a tiid6 adenokarcinomak esetében [99]. Az Osszes Akt
szintjében nem kovetkezett be jelentds valtozas, mig a foszforildlt formainak a
mennyisége jelentdsen valtoztak. A p-Akt-nak a Thr308-on foszforilalt formaja ~40%-
kal csokkent a tumorokban az ép szovetben tapasztalthoz képest. Ezzel szemben a
Ser473-on foszforilalt Akt csak a szubkutan allograft tumorokban csokkent, a primer

tumorokban még enyhe emelkedést mutatott. Mindegyik valtozas szignifikansnak
mutatkozott.

A p-Erk 1 és 2 emelkedést mutatott a szubkutan allograft tumorvonalban, ami a
tumor esetleges 0 mutacioira és agresszivabba valasara enged kovetkeztetni. A
novekedés 20%, illetve 80% volt. Ezzel szemben a primer tumorban a p-Erk szintje nem

mutatott valtozast a normal tiidészovethez képest (12. abra).
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12. abra: A normdl tiidészovet osszehasonlitasa a primer és a szubkutan allograft tumorral a f6bb
Jelatviteli fehérjék szempontjabol. A: Reprezentativ Western blot képek a vizsgalt fehérjék mennyiségenek
valtozasairol. B: A fehérjék mennyiségi valtozasai a Western blot eredmények kvantifikalasat kdvetden.

Statisztika: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

A p-S6, ami az mTOR 1-es komplexével van kdzvetlen kapcsolatban és ezért jelzi

az mTOR utvonal aktivitasat [100]. A p-S6 magas szintje az mTOR utvonal jelent6s
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aktivitasara utal. A p-S6 mind a két tumorban mintegy 6tszordsére emelkedett a normal
szOovetben talalhatd mennyiséghez képest. Az emelkedés mindkét esetben szignifikans
volt.

A sejtciklus valtozésait vizsgalva a G1/S fazis hataran megfigyeltiik a ciklin-
dependens kinaz 4 (CDK4) jelentds mértékii emelkedését. A primer tumorban a CDK4
szintje mintegy négyszeresére, a szubkutan tumorban pedig haromszorosara emelkedett
a normal szovetéhez képest. Mind a két valtozas szignifikansnak mutatkozott.

A proliferal6 sejt nuklearis antigén (PCNA) az S fazisban kap fontos szerepet a
DNS replikacié soran, ezzel jo marker a sejtosztodas mértékének megfigyelésére. A
vizsgalt daganatokban a szintje jelentdsen valtozott [101]. A primer tumormintakban
mintegy 18-szoros, a szubkutan mintakban pedig kozel 24-szeres mértékben emelkedett
a kontrollként hasznalt normal tiidohoz képest.

A forszforilalt retinoblasztoma (Rb) jelentdsen emelkedett a primer tumorban,
mintegy négyszeres mértékben. Ezzel szemben azonban a szubkutan mintakban nem

valtozott kimutathatdo mértékben a kontrollhoz képest (13. abra).
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13. dbra: A normdl tiidészovet osszehasonlitasa a primer és a szubkutdan allograft tumorral a G1/S fazis

f0bb fehérjéi szempontjabol. A: Reprezentativ Western blot képek a vizsgalt fehérjék mennyiségének

valtozasairol. B: A fehérjék mennyiségi valtozasai a Western blot eredmények kvantifikalasat kévetden.

Statisztika: **p<0,01; ***p<0,001
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4.2 A BPAP hatésai

4.2.1 A BPAP hatasa az eger szubkutan allograft tiidotumorra FVB/N

torzsben

A BPAP tumorgatld hatasat két fiiggetlen kisérletben vizsgaltuk, melyekben a
kezelészer mind a két dozisa jelentdsen visszafogta a daganat novekedését. A tumor
térfogatok mind a két kisérlet esetében kozel azonos mértékben, 40%-kal csokkentek a
BPAP kis ¢s nagy dozissal valo kezelések hatasara (14. és 15. abra). Az elso kisérletnél
(14. abra) nagyobb (5 mm-es atmérdjii) szubkutan betiltetett tumorokkal indult a kisérlet,
ami viszonylag gyors ndvekedéshez, majd korabbi elhulldsokhoz vezetett. Lathato, hogy
a kezelés a 10. nap kornyékén kezdett el érdemi hatast kifejteni, ami a kisérlet végéig
fennallt. Az abra B’ részében lathato a tulélés, amiben nagy kiilonbség nem mutatkozott

a csoportok kozott.

A 15. dbran a kisérlet ismétlését mutatjuk be, ahol kisebb (3 mm-es atmérdjit)
tumorokat iltettink szubkutan és lathatd, hogy a tumorok lassabban indultak
novekedésnek és €lesen elvalt a 10. naptdl a kezelés a kontrolltdl. A gatlas mértéke azonos
volt, azonban a talélésben jelentds kiilonbséget figyeltiink meg. Az abra ’B’ részén
lathato, hogy az allatok talélése jobb volt a kezelt csoportokban. A kisérlet 30. napjan a
kis és nagy dozissal kezelt csoportokban kétszer annyi allat volt még életben, mint a

kontroll csoportban.
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14. dbra: A szubkutdan allograft tiidé adenokarcinoma névekedése FVB/N torzsben BPAP kezelés mellett

(1. kisérlet) "A’ rész: tumor térfogatok novekedési gorbéje, "B’ rész: az allatok tulélése %-ban abrazolva.

*n<0,05 (kis dozis és kontroll kozott); #p<0,05 (nagy dozis és kontroll kézott)
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15. abra: A szubkutan allograft tiido adenokarcinoma névekedése FVB/N torzsben BPAP kezelés mellett
(2. kisérlet) "A’ rész: tumor térfogatok novekedési gorbéje, "B’ rész: az allatok tulélése %-ban abrazolva.

*p<0,05 (kis dozis és kontroll kézott)

A BPAP kezelt allatok kevésbé voltak cachexiasak, mint a kontroll csoport allatai
(16. abra).
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16. dbra: A BPAP hatdsa a cachexia-ra FVB/N egértorzsben a két kisérlet sordan, #p<0,05 (nagy dozis és
kontroll kézott)
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Az elsé kisérletnél a nagyméretii (5 mm-es atmérdji) kiindulasi tumorok miatt, az
allatok testsulydnak ndvekedése hirtelen megallt. Ezt kovetden enyhén emelkedett az
0sszes csoportban a kisérlet 10. napjaig, ahol azonban a két kezelt csoport megtartotta a
testtomegét, mikdzben a kontroll csoport jelentdsen vesztett beldle. A testtomegek utolso
mérésénél a kontroll és kis dozis kdzott atlag 3, a kontroll és a nagy dézis kozott atlag 5

gramm volt a kiilonbség.

A 16. abra ’B’ részén, a 2. kisérlet soran lathat6, hogy az allatok jobban meg tudtak
tartani, illetve a 10. naptdl még novelni is tudtak a testtomegiiket. Ez részben annak is
koszonhetd, hogy ebben az esetben kisebb (3 mm-es atméréji) tumorok lettek az
allatoknak szubkutan beiiltetve. A kisérlet 17. napjat kovetéen a kontroll allatok
testtomegének novekedése megtorpant, mig a BPAP kezelt csoportok tovabb tudnak

novelni azt.

A két kisérlet soran testtomegek alakulasabol egyértelmiien megallapithato, hogy
bar a szorasok viszonylag nagyok voltak a BPAP kezelés gatolta a cachexia kialakulasat.
A nagy dozis hatasa az eredmények alapjan jelentdsebbnek tlint a testtomeg megtartasa

szempontjabol.

4.2.2 A BPAP hatasa az egér tiidétumorra SCID torzsben

A BPAP hatasat SCID egértorzsben is vizsgaltuk, hogy az immunrendszer
esetleges szerepét a hatasban felmérjiilk. Hasonléan az FVB/N torzsben tapasztalt
eredményekhez, a BPAP az immunkompromittalt tdrzsben is tumorndvekedés gatld
hatast fejtett ki (17. abra).

A BPAP nagy koncentracidja itt kevésbé bizonyult hatdsosnak, azonban még ez
is mintegy 30%-os tumortérfogat csokkenést eredményezett. A kis dozis esetében a
kisérlet végére mar 70%-os gatlas volt lathatd. Az abra "B’ részénél a kisérlet végénél
Kivett tumorok tomegének atlaga keriilt abrazolasra. Lathato, hogy a kis dozissal kezelt

allatokban a tumorok mintegy fele akkora tomegiiek voltak, mint a kontroll csoportban.
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17. abra: Szubkutan tiidé adenokarcinoma néovekedése SCID torzsben BPAP kezelés mellett. A’ rész:
tumor térfogatok novekedési gorbéje, "B’ rész: tumor tomegek dtlaga. Statisztika: *p<0,05 (kis dozis és

kontroll kézott), #p<0,05 (nagy dozis és kontroll kozott)

4.2.3 A BPAP hatasanak vizsgalata a szubkutdn tiidotumor jelatviteli

utvonalaira Western blot analizissel

A primer és szubkutan tumorokat a normal tiidészovettel 6sszehasonlito Western

blot vizsgalatokbdl kideriilt, hogy milyen jelatviteli utvonalak aktivak a tumorban. A

51



DOI:10.14753/SE.2020.2323

BPAP kezelés hatasmechanizmusanak vizsgéalata soran ugyanezeket a jeltaviteli utakat
elemeztiik. A kezelést Osszehasonlit6 Western blot eredmények a SCID kisérletbdl
szarmazo tumorok jelatviteli valtozasait mutatjdk be. A fehérje szintek valtozasanak
Osszehasonlitasabol kidertilt, hogy a BPAP kis és nagy dozisa eltéréen hatott a mar
vizsgalt jelatviteli utvonalakra.

A kis dozis a duplajara emelte mindkét p-Akt szintjét, ezzel szemben a BPAP
nagy dozisa a p-Akt Ser473-at felére, a p-Akt Thr308-at pedig 75%-ra csokkentette. Ez
utobbi kivételével a kiilonbségek szignifikansnak bizonyultak. Hasonlo tendencia volt
megfigyelhet6 a p-Erk 1 és 2 esetében a két kezelés kovetkeztében. A kis dozisu kezelés
40%-Kkal, illetve 50%-kal emelte, a nagy do6zisu pedig hasonld mértékben csokkentette a
fehérje szintjét. A p-Erk Osszes valtozéasa kiilonbozé mértékben, de szignifikansnak
bizonyult.

A p-S6 szintjét mind a két kezelés emelte, azonban a nagy dozis csak ~30%-kal,
szemben a kis dozis altal kivaltott kozel 90%-os novekedéssel. Az NF-kB mennyiségét a
BPAP kis dozis 10%-kal, a nagy dozis pedig 40%-kal csokkentette, €z utobbi kiillonbség
szignifikdnsnak bizonyult. A c-jun szintjében a kis d6zis 15% emelkedést eredményezett
a fehérje szintjében, mig a nagy dozis hatasara 30%-os csokkenést kovetkezett be (18.

abra).
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18. dbra: A BPAP hatasa a SCID szubkutdn tiidétumor jelatviteli utvonalaira. A: Reprezentativ Western

blot képek a vizsgalt fehérjék mennyiségének valtozasairol. B: A fehérjék mennyiségi valtozasai a Western

blot eredmények kvantifikdalasat kovetéen. Statisztika: *p<0,05; **p<0,01

A BPAP hatasara a G1-S fazis hataran is jelentds valtozasok kovetkeztek be a

szabalyozé fehérjék szintjében. A p-Rb Ser780 szintje szinte azonos mértékben, 50%-kal

csokkent mind a két dozis hatasara. A Cyclin D1 szintje a kis és nagy dozis hatasara is

kozel 40%-kal csokkent.
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A CDK4 mennyiségére a kis dozisu kezelés jelentésebb hatassal volt, mint a nagy
dozis. Elobbi felére csokkentette a szintjét a kontrollban tapasztalt mennyiséghez képest.
A nagy dozis ezzel szemben mindossze 20%-os csokkentést ért el. Az S fazis marker
PCNA szintjére hasonldan hatottak a kezelések. A kis dozis 35%-kal, mig a nagy dozis
mintegy 10%-kal csokkentette azt (19. abra). Az eredmények minden esetben

szignifikansnak bizonyultak.
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19. dbra: A BPAP hatdsa az SCID szubkutdn tiidétumor sejtciklus fehérjéire. A: Reprezentativ Western
blot képek a vizsgalt fehérjék mennyiségének valtozasairdl. B: A fehérjék mennyiségi valtozdasai a Western

blot eredmények kvantifikdlasat kovetéen. Statisztika: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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A p16™K* tumorszupresszor fehérje szintje a kis dézissal vald kezelés hatasara
tobb, mint duplajara emelkedett, mig a nagy dozis nem valtoztatott szdmottevéen a

6INK4

mennyiségén. Mind a kis dozis a pl esetében ¢és a nagy dozis a c-jun esetében

szignifikansan valtoztattak az emlitett fehérjék mennyiségét.

A sejtciklus fehérjéinek vizsgalatabol lathat6, hogy mig a BPAP kis és nagy
dozisa eltérden hatottak a jelatviteli utvonalakra (18. abra), addig a sejtciklusnal mar

egyértelmii osztodasgatlast eredményeztek.

4.2.4 A BPAP hatasainak vizsgalata receptor foszfo-tirozin kindz (p-RTK)

array segitségével

A mintdk a kisérlethez szintén a SCID torzsben végzett szubkutdn tiidétumor
BPAP-val val6 kezelésébdl szarmaznak. A kontroll ebben az esetben is fiziologids soval
kezelt csoport volt. A membranokon megjelené pontok mind a harom csoport esetében a
trombocita-eredetti novekedési faktor receptor a-t (PDGF-Ra) jelolték (20. abra). Az
array képes még detektalni az EGF, Insulin, AXL, HGF, RET, TIE, NGF, VEGF, MuSK
¢s Eph receptor csaladok tagjait. A membranok bal felsd ¢€s also, illetve jobb felsd

sarkaiban a kontroll pontok lathatoak, amik a kisérlet sikerességét jelzik, illetve a

crer

Mind a hirom csoportban megfigyelhetd az EGFR és az ErbB2 aktivitasa,
azonban szintjiikben jelentds kiilonbség nincs. Ezen kiviil a kis €s nagy do6zisoknal enyhe
aktivitas megfigyelhetd az Axl és Dtk fehérjéknél, azonban ez nagysagrendekkel elmarad

a PDGF-Ra szintjétdl.
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20. abra: A p-RTK array-vel kapott eredmények kiértékelése. Az egyediili aktiv receptornak a
PDGFRa bizonyult, melynek mennyisége a BPAP hatasara nem valtozott.

A PDGF-Ra pontjait egyenként denzitometraltuk és a csoportonkénti atlagolast
kovetden Osszehasonlitottuk. Nem figyelheté meg szignifikdns valtozas a receptor

szintjében a kezelés hatasara a kontrollhoz viszonyitva (21. abra).
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21. abra: A PDGF-Ra valtozdasanak osszehasonlitasa a kezelési csoportokban
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4.2.5 A BPAP hatasanak vizsgalata szovettenyészetben

Az SRB proliferacios assay kisérlet soran a BPAP nem mutatott hatast a H358
human tiidé adenokarcinoma sejtvonal proliferacidjara (22. abra). Mivel a BPAP pontos
koncentracidja nem ismert a  vérplazmédban, ezért hatdsat egy adott
koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. Bar a kezelési dozisok csak kozelitéek voltak,
valdszintsithetd, hogy valamilyen gatlo hatds megjelent volna a sejtproliferacios assay-
vel, ha a BPAP kozvetleniil hatna a sejtekre. Ennek hianyaban feltételezhetd, hogy az
allatkisérletekben tapasztalt hatas nem a sejtekre direkt hatasként jelenik meg, hanem mas

uton alakul ki.
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4.2.6 A BPAP hatisa a H358 humdn tiidé adenokarcinoma xenograft
modellben SCID egértorzsben

A BPAP kis dozisa a kisérlet 40. napjadig nem mutatott gatlast a tumor

novekedésére a kontroll csoporthoz képest. Ezt kovetden viszont viszonylag gyenge, nem

crer
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gatlas ~30%-os térfogatkiilonbséget eredményezett a kontroll allatok tumorjahoz képest.
A BPAP nagy dézisa azonban az egész kisérlet soran sokkal jelentdsebb gatlast mutatott,
mely mar a kisérlet kezdetétdl jelen volt. Terminalaskor ezek a tumorok ~65%-kal voltak
kisebbek a kontroll csoport tumorjaihoz viszonyitva (23. abra). A nagy dozis hatasa

szignifikansnak mutatkozott.
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23. dbra: A BPAP hatdsa a H358 humdn tiidétumorok novekedésére szubkutdn xenograft modeliben. A: A
tiidotumorok térfogatanak novekedése a kiserlet soran. B: Tiidétumorok tomege a kisérlet
termindldasakor. Statisztika: #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001
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4.2.7 A BPAP hatasanak vizsgalata a H358 human tiidé adenokarcinoma
szubkutdn xenograft modell jelatviteli folyamataira Western blot-tal

A jelatviteli atvonalak elemzése a BPAP kezelt H358 tumor esetében nem vezetett
olyan eredményre, mint az egér tiidédaganat esetében. Ugyanazokat a jelatviteli utakat
vizsgéltuk, mint a korabbi kisérletek esetében. A p-Erk1/2 és a p-S6 szintjében nem

kovetkeztek be szadmottevo, szignifikans valtozasok (24. ébra).

BPAP BPAP
A Kontroll kis dozis nagy dozis
AKE W — —
p-Akt
S473

p-Akt

(g T ———

-Erk1/2 —
p-kr — —

PSSO — w— —
B-actin  — — —

o

250
=
s
3
&
o 200
on
=
2 150 s
5]
g m Kontroll
) m BPAP kis dozis
= 100 s
) B BPAP nagy dozis
= 50 -
=
s
Z 0 4

Akt p-Akt p-Akt p-ERK1 p-ERK2  p-So
S473 T308

24. abra: A BPAP hatasa a H358 human szubkutan xenograft modelljelatviteli utvonalaira. A:

Reprezentativ Western blot képek a vizsgalt fehérjéek mennyiségének valtozasairol. B: A fehérjék

mennyiségi valtozasai a Western blot eredmények kvantifikalasat kévetden. Statisztika: *p<0,05

59



DOI:10.14753/SE.2020.2323

A kis dozissal vald kezelés hatasat mind a két p-Akt szintje nétt. A Serd73-on
foszforilalt a kontrollban 1év6 mennyiség kétszeresére, mig a Thr308-as valtozat mintegy
40%-kal emelkedett, azonban a szérasadatok miatt szignifikansnak csak ez utobbi
bizonyult. A nagy d6zis nem okozott szignifikans valtozast egyik esetben sem. A Ser473-
as Akt-ot enyhén csokkentette, a Thr308-at pedig gyengén emelte.

A nagy dozis nem valtoztatott a CDK4 szintjén, a kis dézis azonban még emelte
is azt kozel 30%-kal, ami szignifikansnak bizonyult. A PCNA szintjét a nagy dozis 35%-
kal csokkentette. A kis dozis nem okozott valtozast a szintjében. A nagy d6zis a PCNA-
hoz hasonlé mértékben csokkentette a p-RB S780 szintjét, vagyis emelte az aktiv Rb

mennyiségét, a kis dozis azonban itt sem okozott szamottevo valtozast (25. abra).
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25. abra: A BPAP hatasa a H358 human szubkutan xenograft modell sejtciklus fehérjéire. A:
Reprezentativ Western blot képek a vizsgalt fehérjéek mennyiségének valtozasairol. B: A fehérjék
mennyiségi valtozdsai a Western blot eredmények kvantifikdlasat kévetéen. Statisztika: **p<0,01;
***p<0,001
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5 Megbeszélés

Munkank soran az els6 1épés a DEN indukalta tiidétumor jellemzése volt. Kérdés
volt a daganat szovettani tipusa, a f6 adenokarcindémakra jellemz6 ,,driver” mutaciok
megléte vagy hianya ¢€s az aktiv jelatviteli utvonalainak megismerése. Ezt kdveten a
BPAP hatésat vizsgaltuk a tiidétumor modelliinkben az FVB/N és a SCID torzsekben,
illetve teszteltilk a megismert jelatviteli tvonalak valtozasait. Végiil megnéztiik, hogy
milyen hatassal van a BPAP egy human tiid6 adenokarcinoma sejtvonalra in vitro és in

Vvivo koriilmények kozott.

5.1 Az FVB/N egértorzs tiidd adenokarcindma modelljének karakterizalasa

A DEN az allatkisérletekben régota és széleskoriien hasznalt majkarcinogén [102,
103]. Mar egyszeri alkalmazas utan képes a kisérleti allatban adott idén beliil majtumort
létrehozni. Hatasmechanizmusardl elmondhatd, hogy a citokrom P450 (CYP450)
enzimek altali bioaktivacioja utdn tobb lépésben, erds alkilalé vegyiiletté alakul, ami
adduktot képez a DNS-el és ez direkt karcinogén hatast eredményez (26. abra) [104]. A
CYP450 egy enzimcsaldd melynek tobb tipusa expresszalodik a szervezetben.
Legjellemzdbb eléfordulasi helyiik a mé;j, de bizonyos tipusai a vesében, borben, tiidodben
is eléfordulnak. F6 feladatuk a xenobiotikumok metabolizmusaban van és ezzel a
szervezet szamara idegen anyagokat alakitjak at oly moédon, hogy azok kilirithetdek
legyenek [105]. Mivel a metabolizacio f6 szerve a maj, ezért kérdés, hogy miért a tiidében

jelent meg az FVB/N torzsben a daganat.

Egyes esetekben megfigyelték, hogy a nitrozamin vegyiiletek képesek tiid6tumort
is indukalni elsésorban olyan tdorzsekben, ahol a tiid6tumorok spontan eléfordulasa
magasabb, mint mas daganatoké [106-108]. Az irodalomban az A/J egértérzsben a DEN-
t 50 mg/kg koncentracioban alkalmaztak tiidétumor létrehozasahoz. A mi modelliinkben
ezzel szemben csak 15 mg/kg-ot hasznaltunk. Két kiilonb6z6 egértorzsben a DEN két
eltér6 dozisa is nagyszamu tiidé6tumorhoz vezetett, mig a majtumorok megjelenése

elmaradt, vagy csak minimalis volt.
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26. dabra: A DEN metabolizmusa és a karcinogenezis indukdldsanak mechanizmusa [109]

Az FVB/N egértorzsben kialakult tiidétumor karakterizalasar6l elmondhato, hogy
a hematoxilin-eozin festés alatamasztotta az adenokarcindma szdvettani tipust, melyet az
immunhisztokémiaban hasznalt CK7 és TTF1 markerekkel is bizonyitottuk (9-10. abra).
Ezek a diagnosztikaban is gyakran alkalmazott markerei a tiidé adenokarcinomaknak [21,
22]. Ezzel sikertilt bizonyitani, hogy a 1étrehozott tiidétumor a leggyakrabban eléfordulo,
adenokarcinoma tipusba tartozik. Ennek tisztazasat kovetden megkezdhettikk a tumor
mutacid analizisét ismerve a klinitkumban leggyakrabban eléforduldé molekularis

valtozasokat ebben a daganattipusban (3. dbra).

A mar emlitett A/J egértorzsben a DEN 50 mg/kg-os dozis hatasara a tiidétumorok
80%-aban a KRAS gén mutans volt [108]. Sajat kisérleteinkben Az FVB/N torzsben a 15
mg/kg DEN-nel indukalt tidétumorok egyikében sem talaltunk EGFR vagy KRAS
mutaciot. Human adatokbol tudjuk, hogy a tiidé adenokarcindmakban jellemzden az

EGFR az esetek 15-45%-ban hordoz mutaciét (hazankban 10%-ban) mig a KRAS
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esetében ez 20%-30% kortili érték, azonban ezek a szamok fliggenek a vizsgalt f6ldrajzi
régiotol és olyan rizikod faktoroktol, mint példaul a dohanyzas [110]. Ezek a mutacios
adatok az EGFR és KRAS génekben arra utalhatnak, hogy az irodalomban vizsgalt A/J
egértorzsben a nagyobb dozisnak koszonhetéen alakultak ki a mutacidk, de
magyarazatként szolgalhat az a tény is, hogy az két torzs eltérd genetikai hattere miatt
eltér6 mértékben hajlamos a KRAS mutéaciora. A nitrozaminok dozisfiiggd mutécio
kialakit6 hatasat mas egértorzs RAS génjében mar megfigyelték [111]. Rendelkezésre all
azonban olyan irodalmi adat is az A/J t6rzson, ami nem talalt szamottevo kiilonbséget a

mutacio gyakorisagaban a spontan és a karcinogén anyag hatasara [112].

Az FVB/N egértorzs élettartam vizsgalatokbol jol ismert, és az eléfordulod
daganatos megbetegedések szempontjabol részletesen jellemzett. A tiidétumorokra valo
fogékonysaga jelentésen magasabb, mint barmelyik masik tumorra, azonban
mindemellett a majtumorok incidenciaja viszonylag ritka az esetilkkben [98]. Ez
magyarazatul szolgalhat arra a megfigyelésilinkre, hogy a DEN miért hozott 1étre sokkal
tobb tiidétumort. A DEN felerdsitheti az eleve magas tiidétumorra valé fogékonysagot,

igy gyorsitva a daganatképzddés folyamatat [107].

A DEN-nel indukalt tiid6 adenokarcinoma modelliinknek azért is nagy a
jelentdsége, mert a tiidorak az egyik legmagasabb reprezentalt daganatos megbetegedés,
igy kutatasa is intenziven folyik. Egy jo allatkisérleti modell hasznos eszkozként
szolgalhat a tovabbi kutatasokhoz [19]. In vitro kisérletekhez sokféle tiid6tumor sejtvonal
elérhetd, de az in vivo vizsgalatokhoz a lehetéségek korlatozottak, jollehet sokkal jobb

kozelitést ad egy vegylilet emberben varhat6 hatasardl, ha €16 szervezetben vizsgaljak.

Egérben tiidétumor 1étrehozasara alkalmas modszerek kozé tartozik a Jaaksiegte
retrovirussal valo daganatindukcio, azonban ez csak immunhidnyos egerekben miikodik
[113]. Benzopirénnel ¢és 4-(metilnitrozamin)-1-(3-piridil)-1-butanonnal is sikerrel
indukaltak mar tidédaganatot néhany egértorzsben [106]. Cre-rekombinaz
alkalmazasaval 1étrehozott tumor modell is megtalalhaté az irodalomban, azonban
modszertanilag bonyolult technikardl van szo [107]. A DEN-nel torténd karcinogenezis
az FVB/N torzs esetében egy konnyen reprodukalhato és egyszerii modja a tiidétumor
létrehozasanak. Tovabbi haszna lehet a modszernek, hogy eredményeink alapjan a KRAS

exon 2 és EGFR exon 19 és 21-et nem érintd karcinogenezissel alakul ki tiido
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adenokarcinoma. Ez valésziniileg az egértorzs genetikai hatterének, illetve az alacsony
DEN doézisnak koszonhetd.

A tumor szovettani tipusanak karakterizalasa utan fontos volt a sejtben zajld
jelatvitelt is megismerni, ami egyrészt részletesebb képet ad a tumorvonal
tulajdonsagairol, masrészt segit értelmezni a kés6bbi kezelés hatdsait. A karakterizalast
az mTOR fehérjéhez kapcsolddo halozattal kezdtiik, mivel ez kézponti szerepet jatszik a
sejtek ¢letében és az adenokarcindémaban nagy jelentdségli EGFR/KRAS tengellyel is

Osszekottetésben all.

Aktivalodasa tobb jelatviteli ut feldl is megtorténhet, jellemzden példaul az Akt és
az Erk feldl, melyek olyan foszforilacios kaszkad részei, amik a sejtmembran receptorok
feldl érkezo jelet tovabbitjak a sejtmag felé [114]. Az mTOR az mTORCI1 és C2
komplexekben tolti be funkcidjat. A Cl-es komplex aktivalodhat az Erk ttvonal feldl
vagy a p-Akt Thr308 altal. Ezzel parhuzamosan kevésbé ismert mechanizmusok révén a
C2-es komplex aktivaloédas is megtorténik, ami foszforidlja az Akt-ot a Ser473-as
pozicioban [115]. Ezzel az Akt teljes aktivitast ér el és tovabbi aktivalo hatast fejt ki a

Cl-re, ezzel egy visszacsatolast generalva a kaszkadban (27. abra).

Az egér tiildotumor karakterizalasaban azért is valasztottuk az mTOR utvonalat,
mert ez a jelatvitel fontos szerepet jatszik a tiidétumorokban. Mind az Erk utvonal az
EGFR és a KRAS miatt, mind pedig az Akt nagymértékii aktivalodasa megfigyelhetd a
tiidédaganatokban [99].
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27. abra: Az mTOR jelatviteli utvonal, a hozza kapcsolodo f6bb fehérjék és azok hatdasai [114]

Az mTOR-nak az aktivalodast kovetden szertedgazo hatdsa érvényesiil. Serkenti
a sejtnovekedést, fehérjeszintézist, sejtciklus progressziot. Hatdssal van a sejt talélésére,
metabolizmusara, lipidszintézisére és a citoszkeleton formalodasara (27. abra) [114].

Hatésainak 0sszességét tekintve a sejtek tulélését és osztodasat segiti.

A DEN indukélta tumor mintdkban a p-S6 megemelkedett mennyisége magas
mTOR aktivitasra utal, ami erds proliferacios szignalt jelent a sejt szadmara ¢€s a talélést
segiti [116]. Ezzel szemben mind a két p-Akt szintje csokkent a szubkutan fenntartott
tumorban, mig a primer tumorban csak a p-Akt Ser473 mennyisége csokkent. Ennek
magaban egy osztddast csokkentd hatast kellene eredményeznie, azonban a szubkutan
daganatokban megemelkedett Erk aktivitas okozhatja az mTOR jelatvitel aktivalodasat is
[117, 118]. A primer tumorban ezzel szemben nem valtozott szamottevéen a p-Erk

szintje, csak a p-Akt S473 mutat aktivitas novekedést. Ez azonban kevésbé magyarazza

65



DOI:10.14753/SE.2020.2323

az mTOR ilyen mértékli aktivalodasat. Feltételezhetéen mas jelatviteli utnak is szerepe
lehet ebben a daganatban. Jollehet erre a tumorra az Akt aktivitasanak a csokkenése
jellemzd, azonban az eredményekbdl az latszik, hogy mégis magas az mTOR utvonal

aktivitasa.

A mTOR jelentette proliferacios stimulus egy folyamatosan miikk6dé sejtciklust
eredményez. Ezek a valtozasok jol megfigyelhet6k a primer és szubkutan tumorok
mintain az ép tiidészovethez viszonyitva. A CDK4 és a PCNA szintje a tumorokban a
kontroll szovethez viszonyitva sokszorosara emelkedett. A CDK4 a G1 fazis soran a
CDKG6-al és Cyclin D-vel egyiitt biztositja a sejt szdmara az S fazisba torténd atlépést,
mig a PCNA S fazis markerként jelzi a sejtciklus aktivitas mértékét, vagyis hogy a sejtek
milyen aranyban jutottak tul a G1/S restrikciés ponton (28. abra) [101, 119]. Lathato,
hogy jelent6sen nétt a sejtciklus aktivitasa, illetve az is, hogy a szubkutan daganatban
jelentdsen aktivabb a sejtciklus, ami illik ahhoz a megfigyeléshez, hogy ez a daganat par
atoltast kovetden agresszivabban novekedett, mint ami a korai szubkutan oltast kvetden

volt megfigyelhetd.

A p-Rb Ser780 ugyanezt a valtozast szemlélteti. A CDK-k altal foszforilacioval
inaktivalt Rb szintje jelentésen megndtt a primer tumorban, azonban a szubkutin
mintdban mennyisége visszaesett a normal szovetben megfigyelt szintre. Ez
magyarazhat6 egy esetleges hiperfoszforilacié miatti megnovekedett lebomlassal [120].
Az is feltételezhetd, hogy a tobbszori atoltast €s a primer tumorhoz képest agresszivabb
fenotipussal rendelkezd szubkutan tumorban a Rb génje delécios mutacio kovetkeztében
elveszett, ezért a fehérje nem expresszalodik, ami egy szintén gyakori jelenség a tumorok

kozott [121-123].
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28. dbra: A sejtciklus fazisai, a CDK-Cyclin komplexek és a szupresszor fehérjék attekintése (forrds:
http://www.cubocube.com/dashboard.php?a=1642&b=1691&c=1)

A primer és a szubkutan allograft tumor molekularis 6sszehasonlitasabol lathato,
hogy a tumor idével valtozott. Megjelent az Erk tulmiikddése és a PCNA magasabb
feltételezi, ami szintén a talzott osztodast tdmaszthatja ala. A daganat fenotipusanak
valtozasat ezek a valtozasok molekuldris szinten is igazoljdk. A szubkutan tumort
intenzivebb osztddas jellemezte, mint a primer tumor, mely az allatkisérletekre igy
alkalmasabba tette [124]. Elképzelhetd, hogy tortént egy grade valtas a szubkutan
allograft esetében, amit a megfigyelések és molekularis valtozasok aldtdmasztani

latszanak.
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5.2 A BPAP hatasai az egér tiidé adenokarcindbma modellre FVB/N és SCID

tOrzsben

Az FVB/N egértorzsben a BPAP eredményesen gatolta a szubkutan allograft
tumor novekedését (14. és 15. abra). A tumor térfogatra gyakorolt hatast tekintve a két
kezelési dozis kozott nem lathatd jelentds kiillonbség. Az els6 kisérletnél joval nagyobb
tumorok (5 mme-es atmérdjii) keriiltek beoltasra az allatokba, ezért a tulélésben jelentds
kiilonbség nem mutatkozott, azonban a tumortérfogat novekedésének kiilonbsége jol
lathato a kezelt és a kontroll csoportok kozott. A masodik kisérletnél mar kisebb tumorok
(3 mm-es atmérdjii) lettek az egereknek szubkutan beiiltetve, igy a tulélési kiilonbség is
jobban megfigyelhetd a kezelt csoportok javara.

A két kezelési koncentracid hatidsa kozott latszolag nem mutatkozik jelentds
kiilonbség, azonban molekularisan megfigyelhetd, hogy a jelatviteli Utvonalak
tekintetében a két dozis hatasa eltérd. A DEN indukélta tiidddaganat jellemzése alapjan
vizsgaltuk a BPAP hatésat a jelatviteli utakra. Az Akt utvonalnak jelentds szerepe van a
tidétumorokban ¢és mint kideriilt, ez a DEN kezelésre 1étrejott FVB/N egér
tidétumorokban is megfigyelhet6 [99].

A p-Akt Serd73/Thr308-ra és p-Erk 1 és 2-re gyakorolt hatasok tekintetében a kis
¢s a nagy kezelési dozis ellentétesen hatott. Mig a nagy koncentraci6 mindegyik esetben
gatld hatast eredményezett, addig a kis dozis emelte a fehérjék aktivitasi szintjét. Az
utobbi esetben ezekbdl a valtozasokbol egy markans sejtproliferacionak kellene
kovetkeznie, mig a nagy dozis egy egyértelmill osztodast gatlo hatast fejt ki. A sejtciklus
fehérjék vizsgalatabol azonban kidertil, hogy mind a két dozissal valo kezelés esetében
egy G1 fazis blokk alakul ki, ami egy osztddas gatlast eredményez és igy 6sszhangban a
tumortérfogatok alakulasaval.

A kis dozis hasonld mértékben csokkentette a p-Rb S780 és a Cyclin D1 szintjét,
mint a nagy dozis, illetve a CDK4 és PCNA szintjét még nagyobb mértékben. Eszerint a
sejtciklus G1 fazisdnak f6 hajtoelemei, a Cyclin D1 és a CDK4 szignifikdnsan
lecsokkentek a BPAP kezelés hatdsara, az osztddasgatld Rb pedig nagymértékben
aktivalodott, ahogy a foszforilaltsaga lecsokkent. Ezeket a valtozasokat az S fazis marker
PCNA szintjében kozvetve le is lehet kdvetni.

A c-jun szintjét mind a két dozis szignifikansan valtoztatta meg. A c-jun egy

onkogén, ami a sejtciklus G1 fazison valo atlépéséért felel [125]. Szintje jellemzden
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magas a tildédaganatokban, ahol az NSCLC-ben a tumorok ~30%-ban fordul el6 talzottan
nagy mennyiségben. Ezzel szemben a légutak normal szovetében nem talaltdk
kimutathatdé mennyiségben [126]. A BPAP nagy dézisa csokkentette a szintjét, ami
Osszhangban van ennek a kezelésnek a tobbi hatdsaval. A kis dozis ezzel szemben
azonban szignifikdns médon emelte a mennyiségét, ami dsszhangban van az Akt és Erk
fehérjékre kifejtett aktivalo hatassal.

Az ered6 hatast tekintve mind a két kezelési koncentracio hasonld volt, azonban
a jelatviteli utakra gyakorolt hatasukat tekintve ellentétes valtozasokat okoztak. A p-S6
szintjét és ezzel az mTOR aktivitasat a kis dozis sokkal jobban megemelte, mint a nagy
dozis. Ez Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a kis dozis az Akt és Erk jelatvitelre is
serkentd hatassal volt, igy ezek az utak erésitették az mTOR aktivalodasat [117]. A nagy
dozis mTOR aktivitas ndveld hatasara az eredményekbdl nehéz valaszt talalni. Az mTOR
kozponti szerepet jatszik a sejt jelatvitelében és sok jelatviteli palyaval all kapcsolatban,
ezért ez az enyhe emelkedés johet mas, nem vizsgalt ttvonalrol egy esetleges kompenzald
mechanizmusként [127, 128].

Ebbdl kovetkezéen a BPAP két kezelési koncentracidja eltérd mechanizmussal
hathat. A nagy dozisnak egyértelmii gatlo hatasa van a jelatviteli utakra, ezzel szemben a
kis dozis furcsamod, de emeli ezeknek az utaknak az aktivitasat. Végeredményben
azonban mind a két koncentracid a G1/S restrikcios ponton 1évo sejtciklus blokkot hoz
létre. A két kezelési dozis hatasait a 29. és 30. abrak foglaljdk 6ssze. A tovabbiakban
megprobalunk magyarazatot talalni a kis doézis ennyire eltérd hatasaira, amire a

gerokonverzi6 jelensége szolgalhat segitségként.
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29. dbra: A BPAP kis dozisanak hatdsa az egér tiidétumor jelatviteli utvonalaira a Western blot
eredmények alapjan osszegezve. A kis dozisi BPAP az Akt/mTOR, valamint az Erk1/2 utvonalak

stimuldldsdval a c-jun és p16™** fehérjéken keresztiil gerokonverziot indukal, mely a sejt proliferdciojat
blokkolja.
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30. dbra: A BPAP nagy dozisanak hatdsa az egér tiidétumor jelatviteli utvonalaira a \Western blot
eredmények alapjan dsszegezve. A nagy dozisu BPAP a f6 jelatviteli utvonalak gatlasan keresztiil
konvencionalis sejtciklus blokkhoz vezet.

Sejtmag
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A kis dozisra adott ellentmonddsos molekularis valtozdsok hatterében a
gerokonverzid jelensége allhat. A gerokonverzio egyfajta sejtnovekedés, ami sejtciklus
blokk alatt kovetkezik be, vagyis a novekedési szignalok mellett sem torténik meg a
sejtosztodds. A gerokonverzidt olyan ndvekedés serkentd ¢és tdpanyagérzékeny

mechanizmusok idézik el6, mint amilyen az mTOR is [129].

A hiperproliferald sejtek, mint példdul a daganatsejtek osztodasat a
tumorszupresszor fehérjék megallitjak. Ilyenek példaul a p21 és pl6 (28. abra). A
sejtciklus blokkolasa mellett a novekedési ingerek tovabbra is jelen lehetnek. Mivel a sejt
a szupresszorok miatt nem tud osztédni igy elindulhat egy folyamat, ami egy eloregedésre
jellemzd morfologiat mutat és jellemzdje, hogy a sejt elveszti az 0sztodas Ujra inditasanak
képességét [130]. Ezt a nevezziik gerokonverzionak, és ezt a folyamatot jellemzden az
mTOR hajtja (31. abra) [131]. A jelenséget megfigyelték mar a klinikumban hasznalt
bizonyos gyogyszereknél is. Ilyen pédaul a palbociclib, amit metasztatikus
emlddaganatban alkalmaznak és jellemzdje, hogy bizonyos feltételek mellett képes a
gerokonverziot el6idézni [132]. Ezt az MDM2 csokkenésével hozzak Gsszefiiggésbe.

A kezelési eredményekbdl latszik, hogy a kis dozis hatasara magas mTOR
aktivitas tapasztalhato, de G1 fazis blokk van és emellett a p16'NK* fehérje kétszerese a
kontroll és BPAP nagy dozissal kezelt csoportban tapasztalthoz képest. A kis dozis
csoportjaban pont azok a molekularis valtozasok zajlottak le, ami a gerokonverzids
folyamat elindulasdhoz sziikséges. Ez magyarazhatja a kis ddzisban tapasztalt

IWAFLCIPL zintet két kiilonbdzo antitesttel is

ellentmondasos eredményeket. A p2
probaltuk megallapitani, azonban ez sikertelen volt. Ez jelenheti az antitestek hib4jat is,
de eléfordulhatott, hogy a p21WAFYCIPL mytacio miatt elveszett a sejtbél és ezért nem
sikeriilt a mennyiségi vizsgalata.

A p16 N4 megemelkedésének mechanizmusa nem teljesen tisztazott, azonban az
irodalomban fellelhet6 arra vonatkozé informacid, hogy a c-jun-nak egyfajta véddszerepe
lehet, mivel képes megvédeni a pl6'™N 4 promoterét a metildcio altali inaktivalodastol
[133]. Mivel a kis dozisban a c-jun szintjének emelkedését tapasztaltuk ezért
valdszintisithetd, hogy szerepet jatszik a p16™K* ilyen modon torténd emelkedéséhez,
eléidézve ezzel a gerokonverziot.

A nagy dozis hatasa esetében nem talaltunk gerokonverziora utald jelet. Mind az

mTOR, mind a p16'™K* alacsony, a kontrolltdl alig eltéré szintet mutat. A két kezelés
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hatasaban k6zos pont a G1/S fazis blokkolasa, azonban ennek mechanizmusa a jelatviteli

utak szintjén az emlitettek szerint eltér.
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31. dbra: A gerokonverzio folyamata: A: ndvekedési faktorok hatasdra a sejtciklus miikédik és a sejt
osztodik; B: novekedési inger hianyaban a sejt nyugvo allapotban tartozkodik; C: magas p21 és pl6

mellett a névekedési faktorok hatasdra a sejt oregedési jeleket mutat [129]

A p-RTK array segitségével a tumorban aktiv sejtfelszini receptorokrol
kaphattunk egy altalanos képet és a kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokat
vizsgalhattuk. A kisérlet egyediil a PDGF-Ra-t mutatta aktivan miikodo jelpalyanak,

azonban kiilonbség nem lathat6 a szintjében egyik csoportban sem.

A PDGF-R jelatvitel jellemzben aktiv a kiillonb6zd daganatokban, mint példaul a
gasztrointesztinalis tumorokban, kronikus myeloid leukémiaban, gliobasztomaban vagy

tiidétumorokban. Jelpalyajat tekintve szerteagazo a hatasa, igy példaul a MAP kinazok
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utvonalra is jelentOs aktivalo hatassal van (32. abra) [134, 135]. Ez magyarazhatja példaul

azt is, hogy miért jelent meg az ERK aktivitas a szubkutan tumorvonalban.
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32. dbra: A PDGF-R jelatviteli utvonal fobb fehérjéi és azok kapcsolatrendszere [135]

A két kezelés csokkentette az NF-kB szintjét, azonban a nagy dozis hatasa sokkal
erbteljesebb volt. Az NF-kB szerepe sokrétii a sejt életében. Hatdsat leirtdk mar a
gyulladasi folyamatokban [136]. Megfigyelték, hogy szerepet jatszik a kemoterapiaval
szembeni rezisztencia kialakulasaban, igy a gatlasa erdsitheti a kezelés hatékonysagat
[137]. Ezeken kiviil jelentés funkciot tolt be a cachexia kialakulasaban [138].

A cachexia a végstadiumt daganatos betegek azon allapota, amikor megindul a
zsirszovetek €s izmok lebontasa, ami jelentds testsulycsokkenéshez vezet €s ehhez
immunrendszeri elégtelenség €s metabolikus diszfunkcidk tarsulnak. Egy komplex
korkép, ami a betegség végét jelzi és a paciens halalaval jar végso soron [139]. Az FVB/N
torzson lefolytatott kisérlet sordn a BPAP kezelés hatdsara az allatok kisebb mértékben

vesztettek a testsulyukbol. A kis dozis hatasara 14%-Kal, a nagy dozissal valo kezelés
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utan pedig 24%-kal volt nagyobb az allatok atlagos testtomege a kontroll csoportéhoz
képest. A testtomegek megtartasanak mértéke egybevag az NF-kB szintjében tapasztalt
valtozasokkal.

A BPAP mind a két egértorzsben gatld hatast fejtett ki a szubkutan beiiltetett
tiidédaganatra. A gatlas mértéke a két kezelési koncentracid esetében az FVB/N torzsben
nagyon hasonld, mintegy 40-50% koriili volt. A SCID t6rzson folytatott kisérlet soran azt
vizsgaltuk, hogy az immunrendszernek van-e szerepe a hatas kialakulasaban. A SCID
egér genetikai modositast kovetkeztében nem rendelkezik B, illetve T limfocitakkal, ezért
nincs adaptiv immunrendszere, igy jo modellt nydjt xenograft kisérletekhez [140]. A
BPAP kis dozisanak hatasa a SCID torzson is hasonldo mértékben jelent meg, mint az
FVB/n egerek esetében (17. abra). Az eredményekbdl megallapitottuk, hogy a BPAP
tumorra gyakorolt hatasdban valosziniisithetden nincs kimutathatd szerepe az adaptiv

immunrendszernek [141].

5.3 A BPAP hatdsai a H358 huméan tiid6 adenokarcindma vonalra in vitro és

xenograft modellben

A BPAP hatasit mar korabban is vizsgaltak sejtproliferacios assay-vel mas
tumorsejtvonalakon. A HTB-186 és az UW-228-2 medulloblasztoma vonalak egyikét

sem gatolta az alkalmazott széles kezelési tartomanyban [96].

Az egér tiidé adenokarcindomat sajnos tobbszori probalkozas ellenére sem tudtuk
szOvettenyészetbe atvinni. A hatdsmechanizmus azon részének a tisztazasahoz, hogy a
sejtre gyakorolt kozvetlen vagy kozvetett hatdsrol van-e szo, ez mindenképpen nagy
segitségre lett volna, azonban a sejtvonal se Petri csészében, se az erre a célra kialakitott
g¢l rétegen nem indult novekedésnek, igy mas sejtvonalat kellett taldltunk, amin

kiprobalhatjuk a hatasat.

Az in vitro hasznalt kezelési koncentracié meghatarozasaban problémat jelentett,
hogy nem ismertiik a pontos koncentracidt, ami az allat plazmajaban folyamatos kezelés
mellett kialakul. Az alacsony dézisok miatt a BPAP-t nem tudtuk megmérni a plazmaban,
ezért tobb koncentraciot alkalmaztunk a sejtkisérlet soran, hogy egy esetleges direkt

sejthatast kimutathassunk. A mi kisérletiink sordn a H358 tiid0 adenokarcinoma
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sejtvonalon nem sikeriilt hatast kimutatni. Ez valosziniisithetden azt jelenti, hogy a BPAP
nem a daganathoz kozvetleniil kothetd célponton fejti ki hatdsat, azonban ennek biztos
eldontéséhez a H358 tumorvonalat in vivo koriilmények kozott is ki kellett probalni a

kezelés mellett.

A BPAP kezelés egyik vizsgalt koncentracioban sem volt hatassal a proliferacios
assay-ben a H358 sejtvonalra. A tumort SCID allatba oltottuk és az idével kialakult
tapinthatd tumor tobbszor atoltottuk, hogy fenotipusat tekintve alkalmas legyen az
allatkisérletre. A tumor novekedése az altalunk létrehozott egér tiidddaganathoz képest
viszonylag lassu volt. Négy passzalast kovetéen ugy figyeltik meg, hogy a tumor
fenotipusa mar nem valtozik igy kisérletet inditottunk vele. A BPAP kezelés ebben az
esetben eredményre vezetett. Egy viszonylag gyengébb, nem szignifikans hatéas volt a kis
dozis részérdl, azonban egy nagyon erds, mintegy 65%-os tumortérfogat csokkenés volt

megfigyelhetd a nagy dozis hataséra a kisérlet végén.

A H358 sejtvonalon végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy a BPAP
valdszintsithetéen nem kozvetleniil a sejtre gyakorol gatlast, hanem valamilyen kozvetett
mechanizmus révén akadalyozza a tumor ndvekedését. Ennek a tumorvonalnak az

esetében erdsebb a nagy dozis hatasa, mint a kis dozisé.

A H358 egy human tiid6 adenokarcindbma vonal, ami, mint a kés6bbi
vizsgalatokbol kideriilt, G12C KRAS mutacioval rendelkezik [142]. Ez a mutacio
viszonylag gyakori a tiidé adenokarcindmaknal ¢és els6ésorban olyan betegek esetében
irtak le, akiknek az anamnézisében szerepel a dohanyzas [33]. Ennek a kisérletnek az
eredmeényei alapjan azt feltételezziik, hogy a BPAP mutans KRAS esetén is hatékony

kezelés lehet, azonban a mogotte rejld mechanizmus egyeldre kérdéses.

A fObb utvonalakat, amiket az egér tumor esetében vizsgaltunk, a H358 vonal
esetében is megnéztiik Western blot-tal. Az itt tapasztalt valtozasok eltérd képet mutatnak
a korabbi daganat jelatviteli utvonalaitol. A kis dozis a p-Akt S473-at és T308-at is
emelte, mig a nagy dozis szignifikdns modon egyiken se valtoztatott. A p-Erk 1 és 2,
illetve az mMTOR azonban egyik dozis hatasara sem valtozott meg a kontroll értékéhez
képest, vagyis a gerokonverzid jelensége ennek a sejtvonalnak az esetében kizarhato.

Elmondhat6, hogy erre a KRAS mutans tumorvonalra a nagy ddzis van jelentds hatassal,
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mig a kis dozis hatasa elenyész0, a hatasmechanizmus azonban eltér az egér daganatnal

tapasztalttol.

5.4 A BPAP potencialis hatdsmechanizmusa

A BPAP szerkezetét tekintve nagymértékii atfedést mutat a szerotoninnal (33.
abra). Az alapvazat tekintve egy 6-os és egy 5-0s gylrli anellaciojabol alakul ki a BPAP
esetében a benzofuran, a szerotonin esetében az indolvdz. Mind a két vegyiilet esetében
az 5-6s gytribdl kiindulva talalhaté egy nitrogén atom, két szénatomnyi tavolsagra. A

kiindulasi hely eltér a két molekulanal.

BPAP

O
H
Szerotonin NH,
HO
N\

N
H

33. dbra: A BPAP és szerotonin szerkezetének dsszehasonlitisa [92, 143]
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A BPAP hatéssal van a szerotonerg jelatvitelre és elképzelhetd, hogy ez egy
hatasként megjelenik a tumorokkal szembeni védekezésként is. A szerotonerg receptor
bizonyos modulatorairol kimutattak mar, hogy rendelkeznek gyulladascsokkenté hatassal
és ezaltal kedvezbéen befolyasolhatjak a daganat progresszidjat [144]. Ez azzal a
megfigyeléssel is Osszeegyeztethetd, hogy a BPAP az eredményeink alapjan nem

kozvetleniil a tumorsejtre hat, hanem kdzvetett mechanizmussal hozza létre a gatlast.

A BPAP daganat ellenes hatasdnak szempontjabol relevans kotési helyet nem
ismeriink, azonban eredményeinkbdl az lathato, hogy tobbféle tumor ellen is hatékony
kezelésnek bizonyul. KRAS mutans tiidétumorra is jelentds hatast képes gyakorolni,
azonban itt a kis dozis hatdsa minimalis volt, mig a nagy dozisé jelentds. Elképzelhetd,
hogy a kicsitdl tobb nagysagrenddel eltérd nagy dozis esetében mar egyéb kotdhelyek is
szamitasba jonnek, melyek a kis dozisnal nem jatszanak szerepet, ezért is tér el ennyire a
két dozisnal tapasztalt hatdsmechanizmus. A klinikumban hasznalt gyogyszerek kozott is

eléfordul és Ki is hasznaljak a dozisfliggd hatasmechanizmust [145].
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6 Kovetkeztetések

Célunk volt, hogy megvizsgaljuk a DEN indukalta tiidétumort, majd a BPAP hatésat,
annak mértékét €s mechanizmusat erre a daganatra. Eredményeinkbdl az aldbbi

kovetkeztetések vonhatok le:

1. A DEN egyszeri kis dozisa is képes tiidétumort indukélni az FVB/N
egértorzsnél, aminek genetikai hatterénél fogva eleve magasabb a
tidétumorok iranti fogékonysaga.

2. Az igy kialakult daganat minden esetben adenokarcindmanak bizonyult €s
mind az EGFR, mind a KRAS génjei vad tipust mutattak.

3. A tumorra magas mTOR aktivitas jellemzd.

FVB/N, mind pedig SCID egértorzsben.

5. A BPAP hatasa valoszintsithetden nem az adaptiv immunrendszeren
keresztiil jon 1étre.

6. A BPAP hatékonynak bizonyult a cachexia soran fellépd sulyvesztéssel
szemben, mely hatas dozis fiiggének mutatkozott.

7. A két dozis hatdsmechanizmusa molekularis szinten eltért. A nagy dozis egy
altalanos gatlast fejtett ki a jelatviteli utakra, mig a kis dozis a
gerokonverzidra utal6 hatast mutatott.

8. A BPAP nem mutatott hatast in vitro koriilmények kozott a H358 sejtvonalra,
in vivo SCID egérben azonban igen, vagyis valosziniisithetben nem egy
daganatsejtekre kozvetleniil gyakorolt hatasrdl van szo.

9. A H358 sejtvonal KRAS mutaciot hordoz, ami mellett a BPAP nagy doézisa

tovabbra is erds gatlast képes mutatni.
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7 Osszefoglalas

Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a DEN egyszeri dozisa tiidétumort indukéal az
FVB/N egértorzsnél. Ez a tumor TTF1 és CK7 markerekre pozitivnak bizonyult, vagyis
az adenokarcinoma szovettani tipusba tartozik. EGFR és KRAS mutaciot nem talaltunk
benne. A tumorbdl szubkutan allograftot hoztunk 1étre. A jelatviteli utvonalait elemezve
kideriilt, hogy aktiv benne az mTOR palya és ezzel parhuzamosan a p-Erk 1 és 2 is magas

aktivitast mutat, mig a p-Akt szintje lecsokkent az egészséges tiidoszovethez képest.

A BPAP er6s kozponti idegrendszeri hatasokkal rendelkezik. Ilyen a tanulas
serkentése vagy az idegsejtek védelme. Elettartam vizsgalatokbol kideriilt, hogy a BPAP-
val kezelt allatokban kevesebb a spontan tumorok szama. Megallapitottuk, hogy a BPAP
jelentés hatdssal van az altalunk 1étrehozott szubkutan allograft tiidotumorra. A gatlés
mind a két dozisnal jelentds volt mind az FVB/N és a SCID torzsben. A jelatvitel
elemzésekor kideriilt, hogy a kis €s a nagy dozis eltérden hat a f6 Gitvonalakra. A kis do6zis
egy altalanos serkentést, mig a nagy dozis egy altalanos gatlast okozott. A sejtciklust
azonban mind a ketté azonosan gatolta a G1/S pontnal. Ezt a gerokonverzio jelensége
magyarazhatja, ami a kis dozis esetében alakul ki. Ilyenkor a sejtben a folyamatos
osztodasi jelek mellett a sejtciklust tumorszupresszor fehérjék blokkoljak. E folyamatok

hatasara a sejt oregedésre jellemz6 morfologiat vesz fel és elveszti osztodasi képességét.

A BPAP hatasat megvizsgaltuk a H358 human tiidétumor sejtvonalon
szOvettenyészetben és a 1étrehozott szubkutan xenograft modellben is. A kezelés in vitro
nem mutatott hatast, azonban in vivo jelentds tumorgatlas mutatkozott a nagy dozis
esetében. A kis dozis itt csak gyenge hatast eredményezett. A H358 sejtvonal KRAS
mutaciot hordoz, ami a klinikumban terapiarezisztenciat és rossz prognozist jelent a beteg
szamara. Vizsgaltuk a korabbi kisérleteknél is elemzett jelpalyakat, azonban ez nem

vezetett eredményre a H358 szubkutan xenograft esetében.

A tiidétumor az egyik leggyakoribb tumortipus vilagszerte és egyre tobb a terapias
lehet6ség is, azonban ezek egyre dragabbak és egyre kisebb szeletét célozzak a
betegpopulacionak. A BPAP jelentdés tumorgatld hatassal bir, és biztatd eredményt

mutatott KRAS mutaciod esetén is.
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8 Summary

In our experiments DEN administration induced lung cancer in the FVB/N mice
strain. Tumors were positive for TTF1 and CK7 markers confirming the histological type
of adenocarcinoma. We found no mutation in the EGFR and KRAS genes. From primary
tumors, a subcutan allograft tumor line was created for further experiments. The main
signaling pathways were analyzed and the mTOR, and MAPK pathways were showed to
be over activated, whereas p-Akt was decreased compared to the normal lung tissue.

BPAP is a stimulator of the central nervous system and able to enhance learning.
In addition, BPAP has a role in neuroprotection, as well. In longevity studies BPAP
treatment resulted in decreased spontaneous tumor incidence, leading to experiments
testing its anti-tumor effect. In our studies, BPAP showed to be highly effective in the
subcutan allograft lung cancer models. Both low and high dose of BPAP exposure
resulted in inhibition of tumor growth in FVB/N and SCID strains. Evaluation of changes
in the signaling pathways revealed that the two doses have a different mechanism of
action. The low dose has an overall activation effect, whereas the high dose inhibits the
main signaling pathways. Both doses arrest the cell cycle at the G1/S restriction point.
The action of low dose could be explained by the phenomenon of geroconversion. When
growth signals are present under cell cycle block provoked by tumor suppressor proteins

the cell reaches a senescence morphology and loses its ability to proliferate.

BPAP was also applied against the H358 human lung cancer both in cell culture
and in SCID strain. In vitro the compound showed no effect, however, the high dose
displayed a strong inhibitory effect in vivo. The low dose BPAP resulted in a mild
inhibition of tumor growth as well. This tumor line harbors KRAS mutation, a factor of
poor prognosis and therapy resistance in the clinical field. We analyzed the level of the
same signaling proteins as in our previous experiments but no similar trends were found

suggesting that the mechanism of action is completely different.

Lung cancer is one of the most common cancer worldwide. More and more
therapeutic opportunities are available, but they are getting very expensive and focusing
only on a narrow subpopulation of patients. BPAP has a significant antitumor activity and

has shown some promising results in tumors harboring KRAS mutation.
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