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1. BEVEZETES

Fiziologias koriilmények kozott az angiogenezis folyamata alacsony
oxigén szintre adott valaszként aktivalodik. A folyamat f6 iranytoja a
HIF (Hipoxia Indukalhaté Faktor) komplex. Alacsony oxigénszint
mellett a HIF molekula o és [ alegysége 0Osszeall, és ko-
aktivatorukhoz, a p300/CBP-hez (CREBB kot fehérje) kapcsolodva
célgénjeikhez kotddnek, mellyel befolyasoljak azok atirédasat. Ezen
célgének koziil szamosan felelések az angiogenezis eldidézéséért
annak érdekében, hogy a szovet oxigénellatottsagat noveljék. Az
endotélbimbo6zas legfontosabb hipoxiatol-fliggd citokinje a VEGF
(vaszkuldris endotelidlis novekedési faktor). Azonban ezen a
molekulan kiviil szamos egyéb faktor képes pozitivan befolyasolni az
angiogenezis folyamatat, gy, mint a vérlemezke eredetli novekedési
faktorok (PDGF-ek), a fibroblaszt novekedési faktorok (FGF-ek), a
placentalis novekedési faktor, az angiopoietinek, a Jagged, az
epidermalis novekedési faktor, a hepatocita novekedési faktor és az
interleukin-8.

Ezen ligandok az endotélsejteken 1évd receptoraikhoz kotdédve
autokrin vagy parakrin modon hatnak. A ndvekedési faktor kotddése
olyan szignalizacios utvonalakat aktival, melyek befolyasoljak az
fennmaradasat és az Uj erek képzodését.

Emellett ezen utvonalak tovabbi angiogenezist érintd folyamatokat
szabalyoznak, mint tovabbi novekedési faktorok szekrécioja,
angiogén receptorok kifejezédésének fokozasa, sejt-sejt €s sejt-
matrix interakciok megvaltoztatdsa matrix metalloproteinazok
segitségével, valamint az endotelidlis sejtadhéziés molekulak
aktivalasa.

Az egészséges szervezet az angiogenezis folyamatat a stimulalo és
gatlo agensek egyensulyban tartasaval szabalyozza. Az angiogenezist
fokozé faktorok tulzott kifejezOdésének hatdsara az érndvekedés
rendkiviil intenzivvé valik néhany patologias korképben, igy a
daganatos megbetegedésekben is. 1971-ben Judah Folkman vetette
fel, hogy a daganatsejtek maguk szekretalnak olyan proangiogén
faktorokat, melyek lehet6vé teszik az 1-2 mm atmérd feletti tumorok
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szamara is, hogy sajat érhalozatot fejlesztve novekedésiikhoz
sziikséges mennyiségili oxigénhez és tapanyaghoz jussanak. Raadasul
a HIF kifejez0dés és/vagy egyéb faktorok szabalyozasaval
kiilonboz6 onkogének jelenléte, vagy tumorszuppresszor gének
funkciojanak kiesése szintén serkentfleg hat a tumorindukalt
angiogenezis folyamatara.

Az ¢érijdonképzddés folyamataban legfontosabb szerepet jatszo
molekulak a receptor tirozinkinazok (RTK) kozé tartoznak, Gigy, mint
a VEGFR-ek, PDGFR-ek, FGFR-ek és TIE receptorok. Az angiogén
RTK-k mellett szerin-treonin kindzok szintén szabalyozzadk az
angiogenezis folyamatat. Ezek az RTK-khoz hasonlé mddon hatnak.
A szerin-treonin kinazok f6 képviseléi a TGF receptor csalad tagjai.
Mas receptorok nem a partner molekulak foszforilalasaval, hanem
lehetséges transzkripcios aktivatorok hatasanak felerdsitésével
hatnak. Ezek kozil a Notch receptorcsalad a f6 képviseléje az
angiogén szignalizacionak.

A VEGF-VEGFR tengely altal vezérelt endotélbimbozas mellett
alternativ vaszkularizacidos mechanizmusok jelenléte is bizonyitott,
amik nem feltétleniil befolyasolhatok a f6 angiogén molekuldkkal.
Ezen mechanizmusok koézé tartozik az  intusszuszceptiv
angiogenezis, az érinkorporacio, a glomeruloid angiogenezis, a
posztnatalis vaszkulogenezis és a vaszkularis mimikri.

A malignus szovetekben a proangiogén faktorok tilstlya figyelhetd
meg, ezért a tumoros erek mind funkcioban, mind strukturalisan
kiilonboznek normalis tarsaiktol.

A normalis érhalozat felnétt emberben altalaban nyugvo; a hosszl
¢letidejii endotélsejtek jol definialt bazalis membranon helyezkednek
el, melyet simaizom- és pericyta-boritas stabilizal, az endotélcsovet
pedig sejtkapcsold struktirak tartjak Ossze. Az erek fennmaradasat
autokrin szignalok biztositjak, az oxigénszenzorok altal inditott jel
pedig lehet6vé teszi a megfeleld véraramlast. Ezzel szemben a
tumoros erek esetében legtobbszor hianyos a pericyta- és
simaizomsejt-boritds, a bazalis membran gyakran leépil, az
endotélsejtek morfologiaja megvaltozik, a kozottik 1évo sejt-sejt
kapcsolatok gyengiilnek, elvesznek. E valtozasok hatdsara az erek
kitdgulnak, amely negativan befolyasolja az adott érfelszin altal
ellatott daganatszovet aranyat. A sejtkapcsolatok gyengiilése az
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oxigénszenzorok ezeken keresztiil kozvetitett jelének elvesztéséhez
vezet, amely abnormalis aramlast eredményez a tumoros érha-
lozatban. A bazalis membran hianyossagai miatt nemcsak a
metasztatizal6 daganatsejtek jutnak be konnyebben az érbe, de az
erek hiperpermedbilissa valasanak kovetkeztében megnovekedett
intersticialis nyomast a csokkent nyirokérfunkcié képtelen elvezetni.
Mindezek hatdsara a tumorban rossz lesz az oxigénellatottsag, mely
nagy glikolitikus aktivitashoz vezet annak érdekében, hogy a hianyos
tapanyag-ellatottsdg és a viszonylag nagy tOmegli daganat miatt
kialakulo tobblet energiaigényt fedezni lehessen. A daganat
kornyezetében igy kialakuld savas kozeg hipoxia rezisztens
tumorsejtekre szelektal, igy tovabb fokozza a tumorsejeksejtek
invaziv és metasztatizalo képességét, egy ordogi kort alakitva ki.
Réadasul, a nagy nyomas miatt az antiangiogén szerekkel
esetlegesen kombinacioban alkalmazott hagyomanyos terdpidk
nehezebben jutnak be a tumorba. Mindezen valtozasok egyértelmiivé
teszik, hogy a daganatos erek célzasa jelentds hatassal lehet a tumor
fennmaradasdnak  gatlasara és  metasztatizald  képességének
korlatozasara. Ezt megfontolva az elmult évtizedekben jelentdsen
megnétt az angiogenezissel foglalkozo fejlesztések és kutatasok
szama.

Ernovekedést gatlé hatassal rendelkezé molekulak a kovetkezok:

A hagyomanyos terapias agensek ,,mellékhatasként” rendelkeznek
antiangiogén funkcioval. Az érroncsold molekuldk szelektiven
tamadjak a tumoros ereket gyors €s dinamikus hatast fejtve ki. A
gyorsan o0sztodd endotélsejteket tamadjak a tubulin  molekula
kolhicin kotd helyét célozva (tubulin-koté agensek) vagy az
érhalozat 6sszeomlasat valtva ki TNF-a hatasan keresztiil (flavonoid
tipusu szerek). Hatasukra a vérellatas 6sszeomlik, és az igy kialakuld
oxigén- és tapanyaghiany hatasara elhalnak a szovetek.

A vazoaktiv agensek mind a mar 1étez6, mind az jonnan képz6do
ereket gatoljak. Raadasul nem csak a daganatok kdzepén
elhelyezkedd nagy ereket célozzak, de a periférian 1évo kisebbeket is
az erek hiperabnormalizacidjat, hiperpermeabilizacidjat okozva.
Ennek hatasara a kemoterapias szerek konyebben eljutnak a tumorba.
Mivel a szisztémas alkalmazas soran nagyfoku toxicitas léphet fel,



igy kis dozisu, helyi és mas szerekkel felvaltva torténd alkalmazasuk
ajanlott.

Az angiogenezis inhibitorok gatoljak az 0j erek képzddését, kevésbé
hatva a mar 1étezd érrendszerre. Féként a tumor széli kis ereken, és a
daganatképzOdés, valamint a metsztatizdlodas kezdeti szakaszaban
tiinnek hatékonynak. Szelektiv HIF gaté molekulak hianyaban,
valamint mivel sok faktor befolydsolja az angiogén -citokinek
szekrécidjat, a legaltalanosabban alkalmazott modszer a HIF
molekulatol downstream elhelyezkedd endotélsejt (receptor)-sztréma
(novekedési faktor) kommunikacié gatlasa. A novekedési faktorokat
monoklonalis antitestekkel vagy szolubilis ,,csapda” receptorokkal
gatoljak. Emellett az endotélsejteken 1évd receptorok extracellularis
részén szintén monoklonalis antitestekkel akadalyozzak a novekedési
faktor bekotddését, vagy receptor tirozinkinaz-inhibitorokkal
blokkoljak a fehérjék kindz doménjét, ami kotddési helyiil szolgal az
angiogén szignalt kdzvetitd molekulak szamara.

Mivel az antiangiogén RTKI-k a daganatsejteknél genetikailag
stabilabb endotélsejteket célozzak, ezért kevésbé volt varhatd ezen
molekulacsoporttal szembeni rezisztencia kialakulasa. Ennek
ellenére az antiangiogén agensekkel kezelt betegeknél tapasztalt
gyogyszerrezisztencia fontos klinikai probléma.

Mind primer (kezdeti valasz elmaraddsa), mind masodlagos (egy
rovid regresszid utani tumor ndvekedés) rezisztenciat dokumentaltak
mar.

Jelent6s mennyiségli irodalom targyalja az antiangiogén RTKI
terapiakkal szembeni potencidlis rezsiztencia mechanizmusokat,
példaul a hipoxia vezérelte mechanizmusokat, a terapia hatasara
kompenzatérikusan mas angiogén molekularis utvonalra csatolast, a
mieloid vagy endotél prekurzorsejtek mozgositasat, célreceptorok
beinditasat. Habar farmakokinetikai elégtelenségeket szintén leirtak
mar, eddig a legtobb vizsgalat, ami a rezisztencia okat keresi
antiangiogén  terapiaval  szemben, az  imént  emlitett
mechanizmusokra fokuszal.

Annak ellenére, hogy a gyogyszerek felszivodasa, eloszlasa,
metabolizacidja és eliminacidja (ADME) alapjaiban befolyasolja a
azok terapias hatékonysagat, mindeddig a széleskori ADME
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vizsgalatok a gydgyszerfejlesztés késéi szakaszdban keriiltek
kivitelezésre, leginkabb a Fazis I klinikai vizsgalatokban. Ez egy 6
oka lehet az alacsony, 11%-os aranynak, amivel az emberben is
tesztelt gyogyszerek klinikai regisztraciora keriiltek az 1990-es
években. Ez az arany kiilondsen rossz, 5% koriili az onkologiai
gyogyszerek korében.

A tomegspektrometria egy olyan technika, amely lehetdvé teszi a
jeloletlen gyogyszerek és metabolitjaik meghatarozasat kiillonb6zo
szoveti kornyezetben, igy lehet6séget ad a kutatdknak, hogy
tanulmanyozzak az eredeti gyogyszermolekula és  annak
aktiv/toxikus  metabolitjanak  felszivodasat,  eloszlasat  és
kivélasztodasat.

Habar a VEGF molekula és receptoranak szerepe a kolorektalis
daganatok novekedésében, beerezodésében és metasztaizalddasaban
mar az 1990-es évektdl ismert, és szamos antiangiogén molekula
torzskonyvezett ezen daganatcsoport kezelésére, a klasszikus
antiangiogén RTKI-k nem bizonyultak hatékonynak.

2. CELKITUZESEK

Az antiangiogén RTKI-kkal szerzett klinikai tapasztalatok a vart
érnovekedést  gatld és  normalizdl6  hatasuk ellenére
ellentmondésosak. ldaig egyetlen biomarkert sem kapcsoltak Gssze
az ezen gyogyszerekre adott tumorvalasszal. Figyelembe véve, hogy
az ADME alapjaiban képes befolyasolni kiilonb6zé gyogyszerek
terapias hatékonysagat, a kdvetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

1. Egy, az antiangiogén RTKI-k ¢és metabolitjaik kiilonb6zo
szovetekben valoé detektalasara alkalmas modszer kidolgozasa

2. Kiilonb6z6 antiangiogén RTKI-K intratumoralis szintjének és
disztribicigjanak vizsgalata MALDI tomegspektrometriai
képalkotassal-vel szubkutan nové egér kolon tumorokban

3. A lehetséges 0Osszefiiggések vizsgalata az intratumoralis
antiangiogén gyogyszerszintek és —eloszlasok és a kovetkezo
paraméterek kozt: 3.1/ tumorndvekedés gatlas; 3.2/
érdenzitas és —teriilet; 3.3./ érintegritas (alaphatya, pericita és
a-simaizom aktin (SMA) boritas); 3.4./ intratumoralis hipoxias
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teriiletek mérete és lokalizacidja; 3.5./ az RTKI-k altal célzott
receptorok kifejezddése és eloszlasa

3. MODSZEREK

Tumor modellek

Kisérleteinkhez két kiilonb6z6 egér vastagbél adenokarcindoma
modellt (C26 és C38) hasznaltunk.

A C26 sejtvonalat RPMI 1640 mediumban tenyésztettiik, melyhez
10% borjuszérumot és 1% penicillin-streptomycint adtunk, és a
sejteket 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett nedves kamraban
tartottuk. Csoportonként hat néstény Balb/C  egeret oltottunk
szubkutan 2x10° C26 sejttel.

A C38 tumorok 5x5x5 mm-es tumor darabok sorozatos atiiltetésével
voltak fenntartva, majd a nstény C57BI/6 kisérleti egerekbe iiltetve.

Gyogyszerek

A C26 tumort hordozo egerek gyogyszeres kezeléséhez 6t kiilonbozo
antiangiogén RTKI-t valasztottunk ki, melyek vagy mind az FDA,
mind az EMEA 4ltal elfogadottak (pazopanib, sorafenib, sunitinib)
vagy Fazis Ill-as vizsgalatokban tesztelés alatt allnak (motesanib,
vatalanib). A C38-as modellben két csoportot alakitottunk ki, a
vatalanibbal kezelt és a kontroll csoportot. Mindegyik RTKI ismert
¢és jelentés 1C50 értékkel rendelkezik a f6 angiogén receptorok, a
VEGFR2, a PDGF- és FGF receptorokkal szemben.

A gyogyszereket 2% karboximetil-cellulozban oldottuk 2 mg/mL
metil 4-hidroxibenzoattal. A kontroll egereket csak az oldoszerrel
kezeltiik.

Kezelések

Az RTKI kezelés a C26 tumorok esetében 2 héttel a tumorsejtek
beinjektalasa utan kezdoédott, mig C38 tumorok esetén 9 nappal a
beiiltetés utan. A gyogyszereket 100 mg/kg dozisban oralisan adtuk
két héten keresztiil heti 6tszor.

A tumorméretet heti haromszor mértiik kaliper segitségével, és a
tumor térfogatanak kifejezéséhez egy elnyujtott ellipszoid térfogatat



szamoltuk ki a kovetkez6 képlet segitségével: hosszusag X szélesség?
X 1/6.

Az intratumoralis hipoxia méréséhez az egerek 60 mg/kg
pimonidazolt kaptak intraperitonealisan, majd két o6raval az utolso
RTKI kezelés utdn a szemzugbol vért vettiink és az egereket
terminaltuk. A tumorokat eltavolitottuk, és gyorsfagyasztottuk.

Vaszkularis paraméterek és célreceptorok analizise

Az RTKI eloszlas, a vaszkuldris paraméterek és a célreceptorok
vizsgalatdhoz 10 egymds melletti metszetet vagtunk a fagyasztott
tumorokbol. Az 5. és a 7. metszeten az adott antiangiogén RTKI
eloszlasat €s mennyiségét vizsgaltuk MALDI toémegspektrometriai
képalkotassal, majd ezt kovetéen HE festést hajtottunk végre rajtuk.
Az elsé négy metszeten anti-FGFR1, anti-PDGFRa, anti-PDGFR és
anti-VEGFR2 antitesteket alkalmazva az RTKI-k célreceptorainak
eloszlasat vizsgaltuk. A hipoxias teriiletek megjelenitésére a 6.
metszetet jeloltik a Hypoxyprobe-1 Plus Kit segitségével. A 8-10.
metszeteken az erek struktarajat vizsgaltuk anti-laminin, anti-dezmin
és anti-aSMA antitestttel, igy jelolve rendre az endotélsejteket
koriilvevé bazalis membrant, pericitdkat ¢€s simizomsejteket.
Valamennyi immunhisztokémiai analizisre szant metszetet a fenti
paraméterek mellett anti-egér CD31 antitesttel, valamin Hoechst
33342-vel is jeloltiink, majd iiveglemez alatt ProlongGold Antifade
Reagenssel fedtiik.

A metszeteket beszkenneltiik TissueFAXS, majd analizaltuk ImageJ
¢és TissueGnostics 4.0.0140 szoftverek segitségével.

Az érdenzitas és -teriilet szamitasara az ereket vagy a CD31 pozitiv
pixeleket szamoltuk meg tumoronként 10 darab ¢é16 szovetet
tartalmazo  latdtéren. Az erek szerkezetében bekdvetkezd
valtozasokat azon erek %-os aranyaval fejeztiik ki, amelyek laminin,
dezmin vagy aSMA pozitivak voltak ugyancsak 10 latotéren.

A hipoxias teriiletek, illetve a célreceptorok (PDGFRa, PDGFR},
FGFR1) kifejez6dését a teljes metszet teriiletének aranyaban fejeztiik
ki. A VEGFR2 jelsiiriséget a VEGFR2 pozitiv tumor- ¢és
endotélsejtek szamolasaval, mig a VEGFR2 teriiletet ezen sejtek altal
elfoglalt pixelek szamaval kaptuk 10 ¢él6 szovetrdl késziilt
intratumoralis latotéren.



Gyédgyszerek karakterizalasa

A molekulak karakterizalasdhoz a gyogyszereket 0,5 mg/mL
koncentracioban oldottuk fel 50%-o0s metanolban. A matrix, 7,5
mg/mL a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav volt, ami 50%-0s acetonitrilben
és  0,1%-0s trifluor-ecetsavban  (TFA) volt oldva. A
gyogyszermolekuldk oldatanak 1 plL-ét 1 pbL matrix oldattal boritva
cseppentettik MALDI mintatartd lemezre. MALDI LTQ Orbitrap
XL tomegspektrométer segitségével pozitiv polaritast hasznalva 20
un. survey mddban mért mérésbol, 60000-es felbontas mellett teljes
tomegspektrumot kaptunk. A nitrogén lézer 10 pJ-on iizemelt. A
detektalt prekurzor iont 40%-os normalizalt titkozési energiat (NCE)
alkalmazva 30 ms aktivalasi id6é és 0,25 aktivalasi fesziiltség mellett
fragmentaltuk, majd izolaltuk az ionokat 2.0 m/z szélességben, és
normal letapogatasi sebességgel centroid modot alkalmazva MS/MS
spektrumot kaptunk.

Antiangiogén RTKI-k szoveti képalkoto elemzése

Fagyasztott szovetbdl cryotommal 10 pm vastag metszeteket vagtunk
¢és iliveg targylemezre helyeztiik 6ket. A metszet szdradasa utan 0,5
mL matrix oldatot vittiink fel a metszetre stabil helyzetben allo
festékszoroval 1épésenként, elkeriilve a minta elazasat. A teljes
spektrumot Orbitrap analizatorral nyertiik 60000-es felbontasnal
(400-as m/z arany mellett). A mintakat 150-800 Da kozotti
tartomanyban vizsgaltuk, aktivalt automatikus erdsitésszabalyozast
¢és 100 um-es mintavételi tavolsagot alkalmazva.

A fragmensionok detektalasdhoz az antiangiogén gyodgyszer
megfigyelt prekurzor ion csucsait 2,0 m/z szélességli izolacids
ablakkal fragmentaltuk, 40%-0s NCE-t hasznalva 30 ms aktivalasi
idével és 0,25 aktivalasi fesziiltséggel. Az MS/MS spektrum
generalasahoz minimalisan 500 mért jelre volt szikség. A
fragmensionokat a linearis ioncsapddban analizaltuk normal
letapogatasi sebességgel. A spektrumok értékelését Xcalibur v 2.0.7.
szoftverrel végeztiik, mig a prekurzor molekulak, a metabolitok és
fragmensionok vizualizalasa ImageQuest™ szoftverrel tortént.



Kvantifikacio6

Az intratumoralis gyogyszerkoncentracio kvantifikalasahoz minden
gyogyszer esetében kalibracios egyeneseket készitettiink kontroll
C26 és C38 tumormetszeteken. A gyogyszereket 50% metanolban
oldottuk 0,001-0,5 pmol/mL-es koncentracidban és minden
koncentraciobol 0,5 pl-t csepegtettiink a tumorszdvetre. A matrix
felvitele és a mérési beallitasok a gyogyszerrel kezelt tumorok
szoveti képalkotasaval megegyezd modon torténtek. Az egyes felvitt
koncentracidok atlagosan mért szignalintenzitasat a teljes ionaramra
normalizaltuk az Xcalibur v 2.0.7. és az ImageQuest™ programok
segitségével. A kiilonbozé koncentraciokhoz tartozd atlagos
normalizalt jelintenzitasok alapjan  kalibraciés  egyeneseket
készitettiink, és ennek megfeleléen szamitottuk ki az in vivo kezelt
tumorok metszeteiben a szoveti gydgyszerkoncentraciot.

A gyégyszermolekulak vérben valé detektalasa

A  molekulak felszivodasat azok vérbol valé kimutatasaval
vizsgaltuk. A plazma minta 20 plL-ét eltavolitottuk, és acetonitrillel
csapadékot képeztiink az alakos elemekbdl. Vortexelés utan 15000
rpm fordulatszamon 15 percig centrifugaltuk. A feliliszot
lepipettaztuk, vakuumos szaritds utan 20 pL 0,1%-0s viz-TFA
elegyben oldatba vittiik. Pierce C18 pipettahegyeket hasznaltunk a
gyogyszermolekuldk  koncentralasihoz és a  koncentratum
kromatografias tisztitasahoz, a gyarto utasitasai szerint. A minta 1 pl-
¢hez 1 puL matrixot kevertink a MALDI mintatarté lemezen, majd
azonos beallitasokat ~ hasznalva, mint a vegyiiletek
karakterizaciojanal, elvégeztiik a tdomegspektrometriai mérést.

A tomegspektrometriai mérések soran mindvégig azokat a
gyogyszereket tekintettiik azonositottnak, amelyek esetén a
prekurzor ion mellett legalabb egy fragmensiont is sikeriilt
detektalnunk.

Statisztikai analizis

Tobb csoport kozotti parametrikus-, illetve nem parametrikus
valtozok kozotti  eltérések mérésére Dunnett posthoc teszttel
kombinalt ANOVA, illetve Dunn teszttel kombinalt Kruskal-Wallis
probat hasznaltunk. Két csoport Osszevetése soran t-probat vagy
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Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. A kiilonbségeket p<0.05
értéknél tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Kiértékeléseinket
a GraphPad Prism 5.0 program segitségével végeztiik.

4., EREDMENYEK

Tumornoévekedés gatlas

Szignifikans kiilonbség mutatkozott a relativ tumorndvekedés gatlo
hatas tekintetében a kiilonb6z6 gyodgyszerek kozt két hétnyi RTKI
kezelés utan a C26 modell esetében. A sunitinib volt az egyetlen
gyogyszer, ami hatassal volt a tumorndvekedésre. A C38 modell
esetében két hétnyi vatalanib kezelés szignifikansan csokkent
tumorméretet eredményezett a kontrollhoz képest.

Immunhisztokémiai analizis

A szubkutdn egértumorok ndvekedése angiogenezis-fliggd. Ezért
tovabbi vizsgalatainkban azt teszteltiik, hogy a tumornévekedésben
tapasztalt kiilonbségek Osszhangban vannak-e a gyogyszerek
vaszkularis paraméterekre és célreceptorok kifejez6désére gyakorolt
hatasaval. Ezért a tumormetszeteket immunhisztokémiai jelolésnek
vetettiik ala.

Az antiangiogén RTK-k kifejezddése jelentésen befolyasolja a
kezelésre adott valaszt és a sikeres terdpia szintén hat a célreceptorok
elhelyezkedésére és funkcigjara. A C26 modellben PDGFRa, - és
FGFR1 kifejez6dést tapasztaltunk mind a tumorsejteken, mind az
endotélsejtek mentén, ¢és expresszidjuk nem valtozott egyik
gyogyszerrel vald kezelés hatasara sem. A C38 tumorok esetében a
tumorsejtek ugyan nem expresszaltak a receptorokat, de a fali sejtek
hatarozott PDGFRa, -B és FGFR1 kifejezddést mutattak. Kezelés
hatasara, csakugy, mint a C26 modell esetében, nem mutatkozott
valtozas a receptorok expresszidjaban.

A VEGFR2 receptor mind a tumor-, mind az endotélsejteken
megtalalhatd volt a C26 modellben, és mind a VEGFR2 szignalok
szamaban, mind teriiletében kiilonbség mutatkozott, de kizardlag a
sunitinibbel kezelt csoportban.

A C38 tumorok esetében a CD31+ endotélsejteken gyenge VEGFR2
kifejez6dést lattunk, de a tumorsejtek nem expresszaltak ezt a
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receptort. Ebben a modellben nem tapasztaltunk kiilonbséget a
VEGFR?2 kifejez6désében a kezelt és kezeletlen csoport kdzott.
Szignifikans, kiilonbség mutatkozott az érdenzitasban és érteriiletben
a C26 modell esetén, mely a sunitinib és a motesanib esetén
jelent6sebb, mig érdenzitast vizsgalva minimalisan a vatalanibbal,
érteriiletet tekintve pedig kevésbé jelentésen a sorafenibbel kezelt
csoportban volt megfigyelhetd. A C38 modellben az érdenzitasban
nem, mig az érteriiletben szignifikans kiilonbség volt detektalhatod a
két csoport kozott. Fontos megemliteni, hogy jelentds kiilonbségeket
tapasztaltunk az erek strukturdjaban a két modellben. Mig a C26
tumorok nagyszamu, de kis méretii erekkel voltak jellemezhetoek, a
C38 tumorokban kevés, de komplex vaszkularis struktara volt
megfigyelhetd.

Az érdenzitas Osszefliggést mutatott a tumor oxigénellatottsagaval. A
hipoxiés teriiletek a tumor kevésbé vaszkularizalt részein voltak
megfigyelhetéek. Ennek megfeleléen az intratumoralis hipoxids
teriiletek méretében jelentds novekedés volt megfigyelheté a C26
modellben a sunitinibbel kezelt csoportban, mig nem kiilonb6zott a
C38 tumorok esetében.

Az endotélsejtek osztodasanak gatlasa mellett a multi-target RTKI-k
a PDGFR ¢és FGFR pozitiv pericita és simaizomsejtek tumoros
erekhez vald toborzasdra is hatdssal vannak. Ennek kovetkeztében
ezen receptorok blokkolasa nem pusztan kevesebb érszamhoz és a
kovetkezményesen kialakulo csokkent véraramlashoz vezethet,
hanem el6segitheti a daganatsejtek metasztatizalédasat is. Az
érrendszer strukturalis valtozasainak nyomon kovetésére vizsgaltuk a
tumormetszetekben a laminin, dezmin és aSMA kifejezédést. Mig
valamennyi ér hatarozott laminin- és aSMA rétegel volt burkolva, a
dezmin expresszié lecsokkent a sunitinib és a motesanib kezelés
hatasara a C26 modellben. Ezen vizsgalt paraméterek egyikében sem
mutatkozott valtozas a C38 modell esetén.

Tomegspektrometriai vizsgalatok

Molekulak karakterizalasa
Annak meghatarozasahoz, hogy ezen kiilonbségek a gyogyszerek
hatékonysagaban az intratumoralis gyogyszerkoncentraciokban
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tapasztalhato eltérésekbdl szarmaznak-e, kidolgoztunk egy modszert
az antiangiogén RTKI-k szdvetmintaban valo jellemzésére.

Eloszor mindegyik molekula protonalt molekulaionjat ¢és
fragmentalodasi mintazatat hataroztuk meg rozsdamentes acél
mintatart6 lemezen.

A motesanib protonalt molekulaionjat 374,199 m/z értéknél
detektaltuk. Fragmentalas soran 212,1; 189,1 és 163,1 m/z értéknél
keletkeztek ionok.

A pazopanib 438,17 m/z értéknél volt detektalhaté. A prekurzor ion
fragmentalodasa soran 421,1; 357,1 és 342,1 m/z értéknél
jelentkeztek csucsok.

A sorafenib protonalt molekulaionjat 465,093, mig fragmensionjait
447,1; 425,1; 270,2 és 252,2 m/z értéknél detektaltuk.

A sunitinib 399,218 m/z értéknél adott jelet, mig a prekurzor ion
fragmentalasa 326,1 és 283,1 m/z értéknél eredményezett ionokat.

A prekurzor vatalanib molekula 347,105 m/z értéknél volt
azonosithato, mig fragmensionjait 320,2; 311,2; 294,2; 268,1; 254,1
és 220,2 m/z-nél detektaltuk.

A gybégyszermolekuldk hasonld ionizacidos és fragmentdlodasi
mintazatot mutattak a rozsdamentes acél lemezen, mint
szovetfelszinen.

Prekurzor molekula és metabolitok detektaldsa vérben

A molekulak felszivodasat a periférias vérbdl vizsgaltuk, melyet
kozvetleniil az egerek felaldozasa eldtt vettiink. Mindkét modellben
minden alkalmazott molekula esetében jelentSs jelintenzitast
figyeltiink meg a vérben, melybdl arra kovetkeztettiink, hogy a
gyogyszerek sikeresen felszivodtak. Emellett a gyogyszerek
kiilonbdz6 metabolitjait is sikeriilt kimutatnunk a vérmintakban.
Nem mutatkozott kiilonbség a vatalanibbal kezelt Balb/C és
C57black/6 egerek vérmintaiban detektalt gyogyszer
szignalintenzitasaban, vagy metabolizacidés mintazataban.

Antiangiogén RTKI-k szoveti képalkot6 analizise

A gyogyszermolekulak kalibracidja linearis 0sszefiiggést mutatott a
koncentracié és az atlagos normalizalt szignal intenzitds kozott
minden molekula esetében a vizsgalt koncentraci6 tartomanyban.
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A kalibracios egyenesek alapjan a tumormintakban mért atlagos
jelintenzitast atszamitottuk gyogyszer koncentraciova (umol/mL) és
Osszehasonlitottuk a kontroll metszetekben mért nem specifikus
gyogyszercsucsokkal. Ez alapjan, mig az intratumoralis sorafenib és
vatalanib koncentraciéo nem kiilonbozott a kezelt és a kontroll C26
tumorokban, addig a motesanib, a pazopanib €s a sunitinib szintje
emelkedett volt a kontroll tumorokhoz képest. A legmagasabb
gyogyszerkoncentracidé a sunitinibbel kezelt egerek esetében volt
tapasztalhato.

Fontos megjegyezni, hogy a fent emlitett koncentraciok a teljes
tumormetszet teriiletére vonatkoznak, és jelentds eloszlasbeli
kiilonbségek voltak tapasztalhatok a C26 tumorok esetében. A
sunitinibbel kezelt tumorokban a gyoégyszer mindig viszonylag
homogén eloszlast mutatott a tumorok ¢l teriiletén, mig az
apoptotikus teriiletek jelentésen kisebb szignélintenzitast mutattak.
Ezzel szemben, a motesanibbal és pazopanibbal kezelt tumorok
nagyobb heterogenitast mutattak, és a legmagasabb jelintenzitds az
apoptotikus teriiletekre volt jellemzd. A sorafenib és a vatalanib
csupan nyomokban volt megtalalhaté a C26 tumorokban.
Kutatocsoportunk tagjai egy korabbi vizsgalatukban azt talaltak,
hogy a vatalanib kezelés C57balck/6 egerekben szignifikdnsan
csokkenti a C38 tumorok méretét. Annak meghatarozasara, hogy
vajon a C26 tumorok azért reagalnak-e kevésbé a vatalanibbal valo
kezelésre, mert tumor-modell specifikus kiilonbségek vannak a
gyogyszer daganatba valo bejutasaban és intratumoralis eloszlasaban
szintén MALDI tomegspektrometriai képalkotassal vizsgaltuk ezen
paramétereket. Azt talaltuk, hogy a C26 modellel ellentétben a C38
tumorokban a vatalanib jol eloszlott és jelentds jelintenzitast
mutatott. Ennek megfelelden, a vatalanibbal kezelt C38 tumorokban
az intratumoralis gyogyszerkoncentracio szignifikansan magasabb
volt, mint a C38 kontroll csoportban, és mint a vatalanibbal kezelt
C26 tumorokban.

Nem talaltunk Osszefliggést a vérben mért jelintenzitisok és a
hozz4juk tartozé tumorban detektalt gyogyszerkoncentraciok kozott.
Intratumoralisan a sunitinibnek, a motesanibnak és a vatalanibnak
detektaltuk kiilonb6zé metabolitjait azokban a tumorokban, ahol a
prekurzol molekula is megtalalhato volt.
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A prekurzor molekula, ennek fragmensionjai és az Gsszes detektalt
metabolit a tumormetszeten beliil atfedd mintazatot mutatott. A
fragmensionok  eloszlasanak  ezen  egyezése  molekularis
ujjlenyomatnak tekinthetd, amely alatdmasztja az RTKI-k identitasat.

5. KOVETKEZTETESEK

1.

o ks

Eredményeink elsdként bizonyitjak, hogy a MALDI
tomegspektrometria alkalmas ADME vizsgalatok végzésére
kis molekulastlyu antiangiogén gyogyszerek esetében

Az angiogenezis inhibitorok elleni elsédleges
rezisztencidhoz hozzajarul a tumorszdvetobe vald csokkent
behatolasuk

A tumor ¢él6 részében detektalt gyodgyszerkoncentracio
Osszefligg azok tumorndvekedés-gatld ¢és antiangiogén
hatasaval

Az antiangiogén RTKI-k hatasa tumormodell-fiiggd

A hatékony kezelés csak a C26 tumor esetében jart egyiitt
csokkent VEGFR2 és dezmin kifejez6déssel, valamint az
intratumoralis hipoxia ndvekedésével
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