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1. Bevezetés

A kiilonb6zd daganatok eloszlasa nemenként eltér, de mindkét
nemnél dominansan megjelenik a tiidérak, mely a daganatok koziil
a legtobb ember halalat okozza. A tiidétumorok kialakulasaban az
egyik legjelentdsebb faktor a dohanyzas, de egyéb tényezok, mint
példaul az étkezési szokdsok, genetikai fogékonysag,
légszennyezettség hatasait is feltételezik. A dohanyfiist egyes
OsszetevOi a szervezetben a citokrom P450 rendszer altali
metabolizmus utan valnak karcinogénné és kotédnek a DNS-hez.
Ilyenek példaul az aromds szénhidrogének és a nitr6zaminok. A
DNS-ben igy keletkezett karosodasok kijavitasra keriilhetnek, a
sejtben elindulhat az apoptozis, illetve az adott hiba rogziilhet is és
a mutécio tovabb 6roklodhet az utddsejtbe. Ezek a mutéaciok tobb
fontos fehérje génjében létrejohetnek, igy érinthetnek onkogéneket
és tumorszupresszor géneket. Az elObbire példa a kirsten rat
sarcoma (KRAS) vagy az epidermalis ndvekedési faktor receptor
(EGFR), mig az utobbira a p53, p21¢™ vagy a pl6'NK4
tumorszupresszor gének. A KRAS onkogén mutacidja joval
gyakrabban fordul elé dohdnyos vagy dohanyos multu betegeknél,
mint a nem dohdnyzdoknal.

A tiildétumorokat fenotipusuk és klinikai viselkedésiik alapjan
feloszthatjuk kissejtes (SCLC) és nem-kissejtes tiid6tumorokra
(NSCLC), melyek koziil az utobbi adja az esetek 85%-at. Ezen
beliil az NSCLC szoveti eredetét tekintve az adenokarcinéma a
dominans, melyet erre az altipusra jellemzé markerekkel, példaul
citokeratin-7-tel (CK7) és tiroid transzkripcios faktor-1-gyel
(TTF1) lehet karakterizalni. Klinikai viselkedésiiket tekintve a
NSCLC esetében jelent6sen jobb a progndzis és a terapias
lehetdségek szama is sokkal nagyobb mértékben ndvekszik, mint
az SCLC-nél.

Az NSCLC terapias lehetoségeinek még mindig nagy részét
teszik ki a klasszikus kemoterapias protokollok. Ezeknek a
citotoxikus szereknek a leggyakoribb alkalmazisa az adjuvans
forma, ahol a daganat miitéti eltavolitasat kovetden alkalmazzak, a
kijulas megeldzése érdekében. Ennél a daganat tipusnal a kezelés
allando szerepldi a platina vegyiiletek, legfoképp a ciszplatin,



melyet kombinacioban  alkalmaznak egyéb  citotoxikus
vegyiiletekkel.

A tid6 adenokarcindbma azon daganatok kozé tartozik,
melyeknél a ,,driver” mutacio jelent6ségét elsok kozott ismerték
fel. A terapiat nagyban befolyasoljdk ezek a mutaciok, melyek
foleg az EGFR és a KRAS génjeiben jonnek létre. A mutdciok
altalaban adott régiokban, ugynevezett ,.forrd pontokban (hot
spot)” keletkeznek, amely a KRAS esetében elsdsorban a 2. exont,
EGFR esetében pedig a 18., 19. és 21. exont érintik, melyek a
tirozinkindz doménen helyezkednek el. Igy jon létre a driver
mutaciot hordozé fehérje, ami Onfenntartd novekedési szignalt
biztosit a sejt szdmara. Az EGFR egy transzmembran fehérje,
amely a sejthez eljutd ndvekedési faktorokat koti, és ezaltal egy
Osszetett foszforilacios kaszkadon keresztiil osztodasi jeleket kiild
a sejtmagba. Az EGFR-t kovet6 {6 jeltovabbito kaszkadot alkotjak
a KRAS-MEK-ERK fehérjék, melyek kapcsolati haldja dsszetett,
igy mas jelpalyak is hatassal vannak az utvonalra. Az EGFR és az
mTOR utvonal példaul kolcsondsen hatdssal van egymasra. Az
EGFR mutéci6 az esetek mintegy 15%-ban fordul eld, a KRAS
pedig 30%-ban.

Az EGFR mutaciok kihasznalasa teszi ki a jelenlegi NSCLC
ellenes célzott terapia nagy részét. A legelsé molekulak, melyek a
mutans fehérjét céloztak a tirozin-kindz inhibitor (TKI) erlotinib,
lapatinib és gefitinib voltak. A KRAS modosulasa az egyik
leggyakoribb mutacio ¢és ennek esetén az EGFR ellenes terdpiatol
semmilyen hatds nem varhatd, ezért a KRAS vizsgélata a
jelenleg nem 1étezik célzott terapia.

A daganatok molekuléris hatterének megismerésével, az Uj
célpontok megjelenésével a terapia bovitése is lehetdvé valik.
Azonban hosszu ideje elérhet6, mas indikacidban alkalmazott
gyogyszerek esetében is kideriilhet, hogy rendelkeznek daganat
gatlo hatassal.

A feniletilamin derivatum (-)-deprenil a MAO-B enzimre
blokkolo hatast fejt ki, ezzel az elsé ilyen vegytilet lett, s késobb
a Parkinson-kor terapiajaban is helyet kapott. Elettartam
vizsgalatokbol kideriilt, hogy a DEP a MAO-B blokkolé (0,25
mg/kg) dozisban képes meghosszabbitani az élettartamot



patkanyon, egéren és beagle kutyan. Ezekbdl az eredményekbdl
kovetkezett késébb a triptamin szarmazék BPAP kifejlesztése. A
BPAP szintén képes a kozponti idegrendszerben az adrenerg és
szerotonerg jelatviteli folyamatokat erésiteni, azonban nincs hatasa
a MAO-B-re. Mindkét vegyiilet rendelkezik neuroprotektiv és
memoriastimulalo hatassal is. A BPAP ezekkel a hatasokkal
nagyon alacsony koncentraciotartomanyban bir.

Ebbdl kiindulva a DEP és a BPAP hatésait ijabb élettartam
vizsgalatokban, a DEP MAO-B blokkol6  dézisanal
nagysagrendekkel alacsonyabb koncentracioban vizsgaltak, és
bizonyitottak az ¢lettartam novekedésre gyakorolt hatasat. A
kisérleteket Wistar patkdnyokon végezték. A tanulési képességek
javulasa és az élettartam jelentés megnovekedése mellett leirtak,
hogy mind a DEP-lel, mind a BPAP-val val6 kezelés hatasara a
patkanytorzsre jellemzd spontdn fibroszarkéma képzddés
jelentésen csokkent a kontrol csoportban tapasztalthoz képest. A
kezelt csoportokban a BPAP és DEP hatasara a tumorok
megjelenése késébbre tolodott és szamukat tekintve csokkenést
mutatott. A BPAP hatésa sokkal er6sebbnek bizonyult a DEP-nél.
Ennek mentén a BPAP tumorgatld hatasa egyéb modelleken is
vizsgalatra keriilt. Egy in vivo kolon adenokarcindma-maj
metasztazis modellben hatékonyan csokkentette az attétek szamat.
A BPAP igy mas daganattipusokkal szemben is kedvezo hatast
mutatott.

A BPAP hatasa sokrétii: befolyasolja az élettartamot, a tanulasi
folyamatokat és a viselkedést, és ezen hatdsait nagyon alacsony
koncentracidtartomanyban fejti ki. Az alabbiakban ismertetésre
keriil6 munkankban bemutatjuk a BPAP hatasat a tido
adenokarcinomara és  feltérképezzik a mogotte rejld
hatasmechanizmust.



2. Célkituzések

o A rendelkezésiinkre 4ll6 egér tiid6tumor modell
karakterizalasa, az adenokarcinomakra jellemzd
leggyakoribb mutaciok tesztelése, a kiilonbozo jelatviteli
utak aktivitasanak feltérképezése.

o A BPAP feltételezett tumor ellenes hatasainak vizsgalata
a létrehozott modellen, valamint tovabbi human tiid6
adenokarcindma sejtvonal xenograft modelljén SCID
egérben.

o A BPAP lehetséges hatasmechanizmusanak feltarasa.



3. Modszerek

In vitro vizsgalatok: Human tiid6 adenokarcindma sejtvonalat
(H358) alkalmaztunk. BPAP-val kezeltiik a sejteket szulforodamin-B
sejtproliferacios assay kisérlet soran, valamint xenograft modell
létrehozasahoz nagy mennyiségben szaporitottuk fel a sejteket.

In vivo vizsgalatok: FVB/N egérben dietilnitrozamin egyszeri, kis
dozisaval tiidétumor indukaltunk. Ebbdl szubkutan allograft vonalat
hoztunk létre. Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk DEN kezelésben nem
részesiilt allatokban a spontdn tumor képzodés mértékét. Tovabbi
kisérletek soran a létrehozott, szubkutan tumorvonalon vizsgaltuk a
BPAP hatasat. Ezt kdvetéen SCID egérben teszteltiik a BPAP hatasat
ugyanazon tumoron azonos kisérleti felépitésben. Végezetiill H358
xenograft modellben vizsgaltuk a BPAP hatasat a tumorndvekedésre. A
kisérletek soran az egyik csoport 0,0001 mg/kg (kis do6zis) kezeldszert
kapott, mig a masikat 0,05 mg/kg-mal (nagy dozis) oltottuk, a kontroll
csoportnak pedig fizioldgias sdoldatot adtunk.

Az allatkisérletekbdl szarmazd szdvetmintakat fagyasztva, illetve
paraffinos blokkokba agyazva taroltuk és késobb molekularis
vizsgalatokhoz hasznaltuk fel.

Mutaciéanalizis: A DEN tumorindukal6 hatasanak vizsgalata soran
keletkez6 tumorok mindegyikében Sanger szekvenalassal vizsgaltuk az
EGFR 19. és 21. exonjat, illetve a KRAS 2. exonjat. Ugyanezt a
vizsgalatot elvégeztilk a spontan kialakulé tumorokon és a BPAP
kezeléses kisérlethez hasznalt szubkutan allografton is.

Fehérje aktivitas és diagnosztikai vizsgalatok:
Immunhisztokémiaval vizsgaltuk a diagnosztikaban is hasznalt
adenokarcinoma markereket, a TTF1-er és a CK7-et. A tirozin kinaz
receptorok aktivitasanak méréséhez foszfo-RTK Proteome Profiler
Array-t hasznaltunk. A jelatviteli fehérjék mennyiségi 6sszehasonlitd
vizsgalatahoz Western Dblot technikat alkalmaztunk. A vizsgalt
fehérjemolekulak az alabbiak voltak: Akt, p-Akt (Ser473), p-Akt
(Thr308), p-Erk 1 és 2, p-S6, CDK4, PCNA, Cyclin D, p-Rb (S780),
p16, NF-kB, c-jun és B-aktin.

Az allatkisérletekhez minden statisztikai analizist a GraphPad
Prism 7.00 szoftver (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
segitségével végeztilk. Az adatokat D’Agostino & Pearson teszt
hasznalataval elemeztik a normal eloszlasra. A  valtozasok



szignifikanciajat nem-paraméteres teszttel (Mann—Whitney U-teszt)
vagy a Student-féle T-probaval vizsgaltuk attol fiiggben, hogy az
adatok milyen eloszlast mutattak. Vizsgaltuk a fliggetlen kisérleteket
reprodukalhatosagat, ¢s csak a megismételhetd szignifikans
valtozdsokat szamitottuk szignifikdnsnak. A szignifikancia szintet
sztenderd p<0,05-ben hataroztuk meg.

A Western blot eredményekhez az atlagok és a szorasok értékeinek,
illetve a kétmintas t-préba eredményeinek a szdmolasara a Microsoft
Office Excel programot hasznaltunk. Az allatkisérlet eredményei
standard error-ral, mig a Western blot eredményei standard deviacioval
kertiltek feltlintetésre.



4. Eredmények

A DEN tidétumor indukdlo képessége és a tumorok
karakterizdldsa

A terminaciot kovetd boncolas soran 39 allatbol 28-ban talaltunk
makroszkopikus tiidétumort. Koziiliik hat tiidejében tobb fokuszban is
lathat6 volt daganat. A tumorok megjelenése nem mutatott kiilonbséget
anemek kozott. A kontrollként inditott, 14 DEN-nal nem kezelt allatbol
minddsszesen kettében alakult ki spontan tiidétumor.

Az 6sszes mintan kimutathato volt a TTF1 és a CK7 fehérjék magas
expresszioja, ezzel megallapithato volt az adenokarcinéma eredet. Ezt
a pozitivitast a spontan kialakult tumorok is mutattak.

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

Western blot-tal vizsgaltuk a fagyasztva tarolt DEN indukalta
primer tumor mintdkat és a szubkutan allograftot ép tiidoszovethez
viszonyitva. Az Osszehasonlitds soran elsdsorban az Akt/mTOR és
MAPK jelatviteli utakat vizsgaltuk. A p-Akt-nak a Thr308-on
foszforilalt forméaja ~40%-kal csdkkent a tumorokban az ép szdvetben
tapasztalthoz képest. Ezzel szemben a Ser473-on foszforilalt Akt csak
a szubkutan allograft tumorban csékkent, a primer tumorban még enyhe
emelkedést mutatott.

A p-Erk 1 és 2 emelkedést mutatott a szubkutan tumorvonalban. A
ndvekedés 20%, illetve 80% volt. Ezzel szemben a primer tumorban a
p-Erk szintje nem mutatott valtozast a normal tiid6szovethez képest. A
p-S6 mind a két tumorban jelentdsen, mintegy 6tszorosére emelkedett
a normal szovetben talalhaté mennyiséghez képest.

A sejtciklus valtozasait vizsgalva a G1/S fazis hataran megfigyeltiik
a CDK4 jelentds mértéki emelkedését. A primer tumorban a CDK4
szintje mintegy négyszeresére, a szubkutan tumorban pedig
haromszorosara emelkedett a normal szovetéhez képest. A PCNA
primer tumormintadkban mintegy 18-szoros, a szubkutdn mintdkban
pedig kozel 24-szeres mértékben emelkedett a kontrollként hasznalt
normal tiidéhéz képest. A p-Rb jelentésen emelkedett a primer
tumorban, mintegy négyszeres mértékben. Ezzel szemben azonban a



szubkutan mintakban nem valtozott kimutathatd mértékben a
kontrollhoz képest.

A BPAP hatdsa az egér tiidotumorra
Allatkisérlet eredményei

A BPAP tumorgatld hatasat két fiiggetlen kisérletben vizsgaltuk,
melyekben a kezeldszer mind a két ddzisa jelentdsen visszafogta a
daganat novekedését. A tumor térfogatok mind a két kisérlet esetében
kozel azonos mértékben, 40%-kal csokkentek a BPAP kis és nagy
dozissal vald kezelések hatasara. A kisérlet soran megfigyeltiik, hogy a
BPAP kezelés hatasara az allatoknal kevésbé jelentkeznek a cachexia
tiinetei, mint a kontroll csoportnal. A két kisérlet soran a testtomegek
alakulasadbol megallapithatd, hogy a BPAP kezelés gatolta a cachexia
kialakulasat. A nagy dozis hatdsa az eredmények alapjan
jelentésebbnek tlint a testtdmeg megtartasa szempontjabol.

A BPAP hatasat SCID egértorzsben is vizsgaltuk, hogy az
immunrendszer esetleges szerepét a hatasban felmérjiik. Hasonl6an az
FVB/N torzsben tapasztalt eredményekhez, a BPAP az
immunkompromittalt torzsben is tumorndvekedés gatlo hatast fejtett ki.
A BPAP nagy koncentracidja itt kevésbé bizonyult hatasosnak,
azonban még ez is mintegy 30%-os tumortérfogat csokkenést
eredményezett. A kis dozissal a kisérlet végére mar 70%-os gatlas volt
lathato és itt a tumorok mintegy fele akkora tomegiiek voltak, mint a
kontroll csoportban.

Western blot eredményei

A BPAP kezelés hatasmechanizmusanak vizsgalata soran szintén az
MTOR/AKkt jeltaviteli utakat elemeztilk Western blot segitségével a
SCID allograft kisérletbdl szarmazo tumormintakonAz eredményekbol
kideriilt, hogy a BPAP kis és nagy dozisa eltérden hatott.

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. Hasonlo tendencia volt megfigyelhet6 a p-Erk 1
és 2 esetében a két kezelés kovetkeztében. A kis dozisu kezelés 40%-
kal, illetve 50%-kal emelte, a nagy dézisu pedig hasonlé mértékben



csOkkentette a fehérje szintjét. A p-S6 szintjét mind a két kezelés
emelte, azonban a nagy dozis csak ~30%-kal, szemben a kis dozis altal
kivaltott kdzel 90%-os novekedéssel. Az NF-kB mennyiségét a BPAP
kis dozis 10%-kal, a nagy dozis pedig 40%-kal csokkentette. A c-jun
szintjében a kis dozis 15% emelkedést okozott a fehérje szintjében, mig
a nagy dozis hatasara 30%-os csokkenést kovetkezett be.

A BPAP hatasara a G1-S fazis hataran is jelentds valtozasok
kovetkeztek be a szabalyozo fehérjék szintjében. A p-Rb Ser780 50%-
kal csokkent mind a két dozis hatasara. A ciklin D1 szintje a kis és nagy
dozis hatasara is kozel 40%-kal csokkent. A CDK4-et a kis dozis a
felére csokkentette, mig a nagy dozis minddssze 20%-os csokkentést
értel. Az S fazis marker PCNA-t a kis dozis 35%-kal, mig a nagy dozis
mintegy 10%-kal csokkentette azt. A p16'NK* szintje a kis dozissal valo
kezelés hatasara tobb, mint duplajara emelkedett, mig a nagy dozis nem
valtoztatott szamottevoen a mennyiségén.

A sejtciklus fehérjéinek vizsgalatabodl lathato, hogy mig a BPAP kis
és nagy dozisa eltéréen hatottak a jelatviteli utvonalakra, addig a
sejtciklusnal mar egyértelmii osztodasgatlast eredményeztek.

p-RTK assay

A mintak az assay-hez szintén a BPAP kezelés hatasat vizsgalo
SCID kisérletbdl szarmaznak. A PDGF-Ra pontjait egyenként
denzitometraltuk és a  csoportonkénti  atlagolast kovetéen
Osszehasonlitottuk. Nem figyelhetd meg szignifikans valtozas a
receptor szintjében a kezelés hatasara a kontrollhoz viszonyitva.

A BPAP hatasai a H358 tiido adenokarcinomdra
In vitro kisérletek eredményei

Az SRB proliferacios kisérletben a BPAP nem mutatott hatast a
H358 humén tiidd adenokarcinoma sejtvonallal szemben. Mivel a
BPAP pontos koncentracidja nem ismert a vérplazmaban, ezért hatasat
egy adott koncentracidtartomanyban vizsgaltuk. Bar a kezelési dozisok
csak kozelitéek voltak, valoszintisithetd, hogy valamilyen gatlo hatés
megjelent volna a sejtproliferacids assay-vel, ha a BPAP kozvetleniil
hatna a sejtekre.



Xenograft modell

A H358 tumor sejtvonalat szubkutan SCID egerekbe iiltettiik, az
egereket pedig naponta kis ill. nagy do6zisi BPAP-val kezeltiik. A
BPAP kis dozisa a kisérlet 40. napjdig nem mutatott gatlast a tumor
novekedésére a kontroll csoporthoz képest. Ezt kdovetéen azonban
gyenge hatas megfigyelhet6 volt. A kisérlet végére ez a gatlas ~30%-0s
térfogatkiilonbséget eredményezett a kontroll allatok tumorjéhoz
képest. A BPAP nagy doézisa azonban az egész kisérlet soran sokkal
jelentésebb gatlast mutatott, mely mar a kisérlet kezdetétdl jelen volt.
Terminalaskor ezek a tumorok ~65%-kal voltak kisebbek a kontroll
csoport tumorjaihoz viszonyitva.

Western blot

A jelatviteli utvonalak elemzése a BPAP kezelt H358 tumorvonal
esetében nem vezetett olyan eredményre, mint az FVB/N egér
tidédaganat modell esetében. A p-Erk1/2 és a p-S6 szintjében nem
kovetkeztek be szamottevd valtozasok. A kis dozissal valo kezelés
hatasat mind a két p-Akt szintje nétt. A Serd73-on foszforilalt a
kontrollban 1évé mennyiség kétszeresére, mig a Thr308-as valtozat
mintegy 40%-kal emelkedett, azonban a szérasadatok miatt
szignifikansnak csak ez utobbi bizonyult. A nagy dézis nem okozott
valtozast egyik esetben sem. A nagy dozis nem valtoztatott a CDK4
szintjén, a kis dozis azonban még emelte is azt kozel 30%-kal. A PCNA
szintjét a nagy dozis 35%-kal csokkentette. A kis dozis nem okozott
valtozast a szintjében. A nagy do6zis a PCNA-hoz hasonldé mértékben
csokkentette a p-RB S780 szintjét, a kis dozis azonban ebben az esetben
sem okozott szamottevo valtozast.
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5. Kovetkeztetések

Az FVB/n egértorzs tiido adenokarcinoma modelljének
karakterizaldsa

A DEN az allatkisérletekben régota és széleskorlien hasznalt
majkarcinogén. Hatasmechanizmusarol elmondhato, hogy a citokrom
P450 enzimek altali bioaktivacioja utan tobb 1épésben, erds alkilald
vegyiiletté alakul, ami adduktot képez a DNS-sel és ez direkt
karcinogén hatast eredményez. Egyes esetekben megfigyelték, hogy a
nitrézamin vegyiiletek képesek tiidétumort is indukalni elsGsorban
olyan torzsekben, ahol a tiidérak spontan el6fordulasa magasabb, mint
mas daganatoké.

Az FVB/N egértorzsben kialakult tiidétumor immunhisztokémiaval
mind CK7 és TTFI1-re erds, pozitiv jelet adott, a hematoxilin-eozin
festés képe pedig tovabb erdsitette az adenokarcindma diagnozisat.
Ezzel bizonyitottuk, hogy adenokarcindéma szovettani tipusba tartozik.
Az FVB/N torzsben indukalt tiid6 daganatok egyikében sem talaltunk
EGFR vagy KRAS mutéciot. Az FVB/N egértorzs tiidétumorra vald
fogékonysaga jelentésen magasabb, mint barmelyik masik tumorra,
azonban mindemellett a majtumorok incidenciaja viszonylag ritka az
esetiilkben. A DEN felerdsitheti az eleve magas tiidétumorra valod
fogékonysagot, igy gyorsitva a daganatképz6dés folyamatat. A DEN-
nel indukalt tiidé adenokarcinoma modelliinknek azért is nagy a
jelentésége, mert a tidérak az egyik legmagasabban reprezentalt
daganatos megbetegedés, igy kutatasa is intenziven folyik. Egy jo
allatkisérleti modell hasznos eszkdzként szolgalhat a tovabbi
kutatasokhoz.

A karakterizalast az mTOR fehérjéhez kapcsolodod halozattal
kezdtiik, mivel ez kdzponti szerepet jatszik a sejtek életében és a
tidétumorokban nagy jelentdségli EGFR/KRAS tengellyel is
Osszekottetésben all. Az mMTOR-nak az aktivalodast kovetden
szerteagazd  hatasa  érvényesiil. Serkenti a  sejtndvekedést,
fehérjeszintézist, sejtciklus progressziot. Hatassal van a sejt tulélésére,
metabolizmusara, lipidszintézisére és a citoszkeleton formaldodasara.
Hatasainak Osszességét tekintve a sejtek talélését és osztodasat segiti.
A DEN indukalta tumor mintakban a p-S6 megemelkedett mennyisége
magas mTOR aktivitdsra utal. A mTOR jelentette proliferacios
stimulus egy folyamatosan miikodo sejtciklust eredményez. Ezek a

11



valtozasok jol megfigyelhetok a primer és szubkutan tumorok mintain
az ép tiidészovethez viszonyitva. Jelentsen nétt a sejtciklus aktivitasa,
illetve a szubkutan daganatban 1ényegesen aktivabb a sejtciklus, ami
illik ahhoz a megfigyeléshez, hogy ez a daganat par atoltast kdvetéen
agresszivabban novekedett, mint ami a korai bdr ala oltast kovetden volt
megfigyelhetd.

A BPAP hatdsai in vivo az FVB/N egértorzs tiidd adenokarcinoma
modelljére

Az FVB/N egértorzsben a BPAP eredményesen gatolta a tumor
novekedését. A két kezelési koncentradcid hatdsa kozott nem
mutatkozott jelentés kiilonbség, azonban molekularisan a jelatviteli
utvonalak tekintetében a két dozis hatasa eltéré volt. A p-Akt
Ser473/Thr308-ra és p-Erk 1 és 2-re gyakorolt hatasok tekintetében a
kis és a nagy kezelési dozis ellentétesen hatott. Mig a nagy koncentracid
mindegyik esetben gatlo hatast eredményezett, addig a kis dozis emelte
a fehérjék aktivitasi szintjét. Az utdbbi esetben ezekbdl a valtozasokbol
egy markans sejtproliferacionak kellene kdvetkeznie, mig a nagy dozis
egy egyértelmii osztodast gatld hatast fejtett ki. A sejtciklus fehérjék
vizsgalatabol azonban kideriilt, hogy mind a két doézissal valo kezelés
esetében egy G1 fazis blokk alakult ki, ami egy osztdodas gatlast
eredményezett 6sszhangban a tumortérfogatok alakulasaval.

A c-jun szintjét mind a két dozis szignifikdnsan megvaltoztatta. A c-
jun egy onkogén, melynek szintjét 8 BPAP nagy dozisa csokkentette,
ami Osszhangban van a kezelés a tobbi hatasaval. A kis dozis ezzel
szemben azonban szignifikins moddon emelte a mennyiségét, ami
egybevag az Akt és Erk fehérjékre kifejtett aktivald hatassal. Ebbdl
kovetkezéen a BPAP két kezelési koncentracidja  eltérd
mechanizmussal hathat, melyre a gerokonverzi6 jelensége szolgalhat
magyarazatként.

A gerokonverzi6 egyfajta sejtnovekedés, ami sejtciklus blokk alatt
kovetkezik be, vagyis a novekedési szignalok mellett sem torténik meg
a sejtosztdodas. A gerokonverzidt olyan novekedést serkentd
mechanizmusok idézik eld, mint az mTOR. A hiperproliferald sejtek
osztodasat a p21¢™ és p16'NK* megallitjak. A sejtciklus blokkoldsa
mellett a névekedési ingerek tovabbra is jelen lehetnek. Mivel a sejt a
szupresszorok miatt nem tud osztédni, igy elindulhat egy olyan
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folyamat, melyben a sejt egy eloregedésre jellemz6 morfologiat mutat
és jellemzdje, hogy elveszti az 0sztddas ujra inditasanak képességét. Ezt
a jelenséget nevezziik gerokonverzionak. A kezelési eredményekbol
latszik, hogy a kis dozis hatasara magas az mTOR aktivitasa, de jelen
van a Gl fazis blokk, melyet a pl6 fehérje kétszeres mennyisége
jellemez a kontroll és BPAP nagy dozissal kezelt csoportban mért
értékekhez képest. A nagy dozis hatasa esetében nem talaltunk
gerokonverziora utalo jelet.

Mindkét kezelés csokkentette az NF-kB szintjét, azonban a nagy
dozis hatasa sokkal erdteljesebb volt. Az NF-«kB jelentds funkciot tolt
be a cachexia kialakuldsaban. A cachexia a végstadiumu daganatos
betegek allapota, egy komplex koérkép, ami a betegség végét jelzi és a
paciens halalahoz vezet. Az FVB/N torzson lefolytatott kisérlet soran a
BPAP kezelés hatasara az allatok kisebb mértékben vesztettek a
testsulyukbol. A kis dozis hatasara 14%-kal, a nagy dozissal vald
kezelés 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 SCID torzson folytatott kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy az
immunrendszernek van-e szerepe a hatas kialakulasdban. A SCID
egérnek nincs adaptiv immunrendszere, igy j6 modellt nyajt xenograft
kisérletekhez. A BPAP kis dozisanak hatdsa a SCID t6rzson is hasonld
mértékben jelent meg, mint az FVB/n egerek esetében.
Megallapitottuk, hogy a BPAP tumorra gyakorolt hatdsaban nincs
kimutathat6 szerepe az adaptiv immunrendszernek.

A BPAP hatisai a H358 human tiido adenokarcinoma
sejtvonalra in vitro és xenograft modellben

Az egér tiid6 adenokarcindoma sejtvonalunkat tobbszori probalkozas
ellenére sem tudtuk szdvettenyészetbe atvinni. A hatdsmechanizmus
azon részének a tisztazasdhoz, hogy a sejtre gyakorolt kdzvetlen vagy
kozvetett hatasrol van-e szo, ez mindenképpen nagy segitségre lett
volna.

Kisérletiink soran a H358 tiid6 adenokarcinéma sejtvonalon nem
sikeriilt hatast kimutatni. Ez valdsziniileg azt jelenti, hogy a BPAP nem
a daganathoz kozvetleniil kothetd célponton fejti ki hatasat, azonban
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ennek biztos eldontéséhez a H358 tumorvonalat in vivo Koriilmények
kozott is ki kellett probalni a kezelés mellett.

A H358 tumorsejteket SCID allatba oltottuk. A BPAP kezelés ebben
az esetben eredményre vezetett. Egy viszonylag gyengébb, nem
szignifikéns hatas volt a kis dozis részérdl, azonban egy nagyon eros,
mintegy 65%-os tumortérfogat csokkenés volt megfigyelheté a nagy
dozis hatasara a kisérlet végén. A H358 egy human tiidé adenocarinoma
sejtvonal, ami, mint a késobbi vizsgalatokbol kideriilt, G12C KRAS
mutacioval rendelkezik. Ezt a mutaciot els6sorban olyan betegek
esetében irtak le, akiknek az anamnézisében szerepel a dohanyzas.
Kisérletiink eredményei alapjan azt feltételezziik, hogy a BPAP mutans
KRAS esetén is hatékony kezelés lehet, azonban a mogotte rejld
mechanizmus egyelore kérdéses.

Eredményeinkbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

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

2. Az igy  kialakult  daganat minden  esetben
adenokarcindmanak bizonyult és mind az EGFR, mind a KRAS génjei
vad tipusuak.

3. A tumorra magas mTOR aktivitas jellemzo.

4. A BPAP hatékonyan gatolta a szubkutan tumorok
proliferaciojat mind FVB/N, mind pedig SCID egértorzsben.

5. A BPAP hatasa val6szinlisithetden nem az adaptiv
immunrendszeren keresztiil jon 1étre.

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

7. A BPAP két dozis hatasmechanizmusa molekularis szinten

eltért. A nagy dozis egy altalanos gatlast fejtett ki a jelatviteli utakra,
mig a kis dozis a gerokonverziora utald hatast mutatott.

8. A BPAP nem mutatott hatast in vitro koriilmények kozott a
H358 sejtvonalra, in vivo SCID egérben azonban igen, vagyis
valoszinisithetéen nem egy, a daganatsejtekre kozvetleniil gyakorolt
hatasrol van sz0.

9. A H358 sejtvonal KRAS mutaciot hordoz, ami mellett a
BPAP nagy dbzisa tovabbra is erés gatlast képes mutatni.
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