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Prof. Dr. Ember Istvdan (1952-2013) emlékének ajanlva

,, Tigris! Tigris! éjszakank
Erdejében sarga lang,
Mely 6rok kéz szabta rad

Rettento szimetriad? ”
/William Blake: A Tigris (forditotta: Szabé Lérinc)/
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1. Bevezetés

A protein-kinazok (PK) kulcsfontossagu szerepet toltenek be olyan sejtszintii folyamatokban,
mint példaul a metabolizmus, proliferacio, apoptozis, immunvalasz vagy idegrendszeri
funkciok. A PK-k cellularis fehérjék foszforilalasan keresztiil szabdlyozzak a kiilonbzo
enzimmiikodéseket [1], meghibasodasuk pedig szamos patoldgias allapothoz vezethet, mint

példaul daganatos megbetegedések vagy gyulladasos folyamatok.

A rosszindulati daganatok Osszetett betegségek, melyekre a sejtek kontrollalatlan osztddasa
jellemz6. Jelenleg nyolc {6 tulajdonsagot emlithetiink az efféle daganatos sejtekkel
kapcsolatban, melyeket a tumorfejloddés soran sajatitanak el, ¢s amelyekkel jol magyarazhato
a természetiik [2]. Ezek a tulajdonsagok a kovetkezok: folyamatos osztodas, a novekedési
szabalyozok kikeriilése, a programozott sejthalallal szembeni ellenallas, replikécios
immortalitas elérése, invazid, attétképzes, elrejtézés az immunrendszer el6l, valamint az
energiahaztartas Gjraprogramozasa [2, 3]. A protein-kinazok a tumorfejlodés t6bb kiilonb6z6
allomasan jatszanak szerepet, mint példaul a folyamatos osztddas, a novekedési szabalyzok
kikeriilése vagy az invazio és attétképzés [4]. Ezekbdl kifolyolag, a PK-k az egyik
legintenzivebben tanulmanyozott gyogyszercélponttd valtak az elmult 2 évtizedben a

daganatokkal szembeni kiizdelemben [5].

Kanner és munkatarsai 1991-ben felvetették, hogy a p120 mind a non-receptorialis, mind a
ligand-aktivalt transzmembran tirozin-kinazoknak és szerin/treonin kinazoknak (Ser/ThrK)
szubsztratja. Ezen til pedig a mitogén-stimulalt és tirozin-kindz onkogén-indukalt
szignalizacios utvonalaknak is alkotoeleme [6]. Ez az elmélet bizonyitast nyert, és elkezdodott
a ,,protein-kindzok kora”.

Napjainkig a human PK csalddnak 518 tagjat fedezték fel, melyeket 9 csoportba oszthatunk.
Koziilik a tirozin-kinazok (TK) — és gatld molekulaik — a daganatterapia legigéretesebb
célpontjai [7]. A TK-k tovabbi két csoportra oszthatok receptor €s nem-receptor tirozin-
kinazok. A receptor tirozin-kindzok (RTK) transzmembran fehérjék, melyek egy
extracellularis ligand-kot6 és egy intracellularis kinaz doménbdl allnak [8]. A nem receptor
tirozin-kinazok pedig a citoszolban, a sejtmagban vagy a plazma membran belsé felszinén

talalhatoak, és a sejtosztoddasban, valamint a differenciacio szabalyozasaban vesznek részt [9].



2. Célkitiizés

A TK-ok mikodése szigora kontroll alatt all. A nem oszt6do sejtekben a kinaz aktivitas
alacsony. Ezzel ellentétben, a radkos sejtekben mérhetdé TK expresszido extrém mértékben
megemelkedik, amely a kiillonb6zé mechanizmusok eredményeképpen kialakulé ligand vagy
receptor talexpresszionak koOszonheté [10-15] [213]. Amennyiben protein-kinaz
inhibitorokkal (TKI) cs6kkenteni lehetne a masodlagos szignalizacios Gtvonal intenzitasat, az
hatékony lehetne a daganatellenes terapiaban [16]. S6t, a molekularis folyamatok
mérséklésével talan a daganatok prevenciojara is lehetdséglink nyilna nagyfoku karcinogén
artalomnak kitett egyénekben (pl. vegyiparban, mérgez6 vegyszerekkel dolgozok esetében),
ami — mint minden betegség tekintetében — kiemelt fontossagli a daganatos betegségek
csokkentése szempontjabol. Kutatasainkat abban a szellemben végeztiik, hogy megprobaljunk
részben ismert, részben kisérleti fazisban 1évo, tirozin-kinaz gatld hatassal biré molekulakat
vizsgalni abban a tekintetben, hasznalhatok lennének-e daganatmegel6z6 (in. kemopreventiv)
hatasu gyogyszerként.

Hollosy és Kéri szamos olyan TKI aktivitassal rendelkezd vegyiiletet azonositott, melyek
masodlagos ndvényi metabolitbol szdrmaznak. A szerkezeti aktivitds azonositasat és a kémiai
modositassal torténé optimalizaciot kovetd in vitro tesztelés utan tobb daganatellenes
gyogyszerjelolt molekula sziiletett [17].

A molekulak teszteléséhez, tovabbi vizsgalatahoz in vivo kisérletekre volt sziikség. A 7,12-
dimetilbenz[a]antracén (DMBA) egy széleskorlien alkalmazott policiklikus aromas
szénhidrogén vegyiilet, mely karcinogenezist kezdeményez kiilonb6z6 onkogén mutaciok
indukalasan keresztiil, mint pl. a Hras és Kras [214], melyek expresszioja fokozodik [18].
Ezen mutaciok eredményeképpen tiidé tumor, laphamsejt karcindma, vaszkularis daganatok
(hemangidémak), intesztinalis, emld, méh vagy hematologiai eredetli malignus betegségek
alakulnak ki [19, 20]. Kutatocsoportunk kifejlesztett egy allatmodellt a kiilsé karcinogének
hatadsara bekovetkezett onko/szuppresszor génexpresszid-valtozas vizsgalatdra, melyhez a
DMBA jelent6s kémiai karcinogenitasat hasznaltuk fel. A DMBA-t ,rovid-tava” in vitro
kisérletekhez hasznaljak potencialis antikarcinogén vegyiiletek lehetséges kemopreventiv
hatasanak felderitésére, amely — ha létezik — megsziinteti a DMBA-indukalt onkogén
expressziot [21]. Ezt a modellt korabban mar alkalmaztak human citosztatikus vegyiiletek

karcinogén hatasanak vizsgalatara [22].



Kisérleteink elsé felében 4, egyelére preklinikai kisérletekben szereplé TKI molekula
potencialis antineoplazias és kemopreventiv tulajdonsagait tanulmanyoztuk DMBA-val kezelt
egerek majaban, tiidejében, csontveldjében €s veséjében. A molekuldk ezen tulajdonsagait a
Hras és Trp53 gének expresszidjanak vizsgalata alapjan igyekeztiink megbecsiilni.

Korabbi in vitro tanulmanyok alapjan az (1Z)-1-(3,4-dihidroxibenzilidén)-3,4-
dihidro[1,4]oxazino[3,4-b]quinazolon-6(1H)-egy (1.  vegyiilet), N-(3-bromofenil)-6,7-
dimetoxi  quinazolin-4-amin (2.  vegyiilet), 2-benzil-1-(4-hidroxifenil)-3-metil-2,3-
dihidroimidazo[5,1-b]quinazolin-9(1H)-egy (3. vegyiilet) és 2-[(2E)-2-(3,4-
dihidroxibenzilidén)hidrazino]-N-(3-nitrofenil)-2-oxoacetamid (4. vegyiilet) (1. abra) igéretes
antikarcinogén vegyiiletek [23-25].

o |
O\,)z\ N = N*ﬁ
)\ L

““‘-./
|

=~ N

1y DY
0 1/} -
Lv‘—-N - | _\5"
J ,
1. vegyulet 2. vegyulet _
(1Z)-1-(3,4-dihidroxibenzilidén)-3 4-dihidro[1,4] N-(3-bromofenil)-6,7-dimetoxi
oxazino[3.4-blquinazolon-6(1H)-egy quinazolin-4-amin

N, ( (f': Ot_QH\
\:\[/N—' o NH'N. O q\_
G/\r”% O//L“\;j N-o~
Q\. N-.‘(,/f\‘.g
- =

o
3. vegytlet 4. vegytulet
2-benzil-1-(4-hidroxifeml)-3-metil -2 3- 2-[(2E)-2-(3 4-dihidroxibenzilidén) )
dihidroimidazo[5,1-b]quinazolin-9(1H)-egy hidrazino]-N-(3-nitrofenil)-2-oxoacetamid

1. dbra. A kisérletek elsé fazisiban tanulmanyozott 4 TKI vegyiilet szerkezete. (A Vichem
Chemie Research Ltd. engedélyével)

Kutatasunk masodik felében pedig egy mar ismert, a mindennapi klinikai gyakorlatban
széleskoriien alkalmazott kis molekulaju tirozin-kinaz gatldé molekula, az imatinib-mezilat

esetleges kemopreventiv hatasait vizsgaltuk, DMBA-kezelt egerekben, a Hras, Kras, Myc és



Trp53 gének csontveldben, agyban, vesében, majban, tiidoben, nyirokcsomoban, 1épben és
csecsemOmirigyben mért expresszidinak tanulmanyozasan keresztiil. Tovabbi célként jeloltik

meg a lehetséges génkapcsolatok felderitését a Hras, Kras, Myc, Trp53 gének esetében.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A daganatos betegségek altalanos jellemzoi

A sejthomeosztazis talan legfontosabb eleme a sejtosztddas és sejthaldl kozotti egyensuly.
Amennyiben ez az egyensuly a sejtosztodds irdnyaba dol el, daganat alakul ki.
Altaldnossagban elmondhatd, hogy a daganatfejlédés elindulasahoz, génmutacidora van
szilkség. A darwini evolticionak megfeleléen a rakos sejtek random mutaciokon, valamint
epigenetikai valtozasokon keresztiil tesznek szert a kontrollalatlan osztédas képességére, amit
a tumoros sejtek klonalis szelekcioja kovet [27] [215]. Meghatarozott un. mester
transzkripcios faktorok altal kodolt cellularis halozatok egyedi genetikai programot hoznak
létre, amelyek befolydsoljdk a kromatin organizacidt és epigenetikus allapotokat. A
sejthomeosztazis ezt kdvetden dinamikusan fenntartott a kiilonbdzd reguléacios fehérjék altal,
amelyeknek az expressziojat szamos transzkripcids €s transzlacidos kontroll, illetve un.
degradacios rendszerek befolyasoljak [3]. A jelentés cellularis fenotipusok, mint a
proliferacid, sejthaldl és diferenciacid szdmtalan intracelluldris és extracellularis informéacio6
alapjan jonnek létre [28] [206]. Daganat kialakulas kapcsan legtobbszor a sejtosztodast, illetve
a sejthalalt (apoptozis) szabalyoz6 gének karosodasarol van szo. Eldbbieket mas néven
onkogéneknek nevezziik, melyek un. ,gain-of-function”, azaz funkcionyeré mutacion
mehetnek keresztiil, ezaltal kontrollalatlan, folyamatos sejtosztodast eredményeznek. Az
utobbiak pedig a tumorszuppresszor gének, melyeknek feladata, hogy oxidativ stressz, illetve
helyrehozhatatlan genetikai vagy sejtkarosodas esetén apoptézist indukaljanak. Un. ,,loss-0f-
function”, azaz funkcidévesztd mutacidik esetén azonban ezt a feladatot nem latjak el, igy a
karosodott vagy rendellenesen miik6do, osztodo sejtek megmenekiilnek a sejthalal eldl [29].

Az onkogének és tumorszuppresszor gének alapvetd szerepet jatszanak a tumorfejlodésben. A
,klasszikus” emlés RAS proto-onkogének (HRAS, KRAS, NRAS), a MYC proto-onkogének és
a tumorszuppresszor TP53 gén kiilondsen nagy figyelmet érdemelnek. A Ras fehérjék
kisméreti GTP-4az transzkripcids faktorok, melyek szabalyozo6 szerepet tdltenek be a MAPK
¢s PI3K masodlagos jelatviteli ttvonalakban. Ha karosodik a funkcidjuk, az
sejtproliferaciohoz, illetve sejthalalhoz vezethet [30]. A mutans Ras fehérjék allandoan
aktivak, amely aktivitas kontrollalatlan sejtosztédast eredményez, és Osszefiiggésbe hozhato a
human rosszindulati daganatok kozel egyharmadaval, mint példaul a hasnyalmirigy, bor,
tiidé, kolorektalis daganatokkal vagy a mieloma multiplexszel [31]. A Myc a MYC
onkogéncsalad (Myc, Mycn és Mycl) egyik tagja. Ez a gén egy olyan foszfoproteint kodol,



amely kiillonb6z6 moédokon képes transzformalni a sejteket [32, 33]. Tekintve, hogy a human
tumorok kozel 70%-aval kapcsolatba hozhaté [34], a Myc a tumorgenezis és tumorfejlodés
egyik fo regulatoraként emlithetd, azaltal, hogy modulélja a sejtosztodasban, apoptdzisban
tumorszuppresszidban, DNS-javitasban, angiogenezisben, valamint invazidban szerepet jatszo
gének aktivitasat [35]. A P53 az egyik legkiterjedtebben tanulmanyozott tumorszuppresszor
fehérje, mivel a human tumorok kozel felében mutathatd ki génjének mutacioja [36], ezért
joggal nevezik a "genom 6rzéjének" [27]. A 1éziok legtobbje a DNS-k6té doménben talalhato,
mutacioknak két formaja létezik: ,,funkciovesztd”, illetve ,,funkcionyeré” mutaciok [39]. A
,funkcidoveszt6” mutaciok az onko-szuppresszor képesség elvesztését eredményezik, mig a
,funkcionyerd” mutacidok tobb kiilonbozo hatassal jarhatnak, mint fokozottabb tumor sejt
invazio6 és motilitas [40], kemorezisztencia [41], osztodas [42] és javulo talélés [43].

2000-ben Weinstein bevezette az Un. ,,onkogén addikcio” fogalmat, ami azt jelenti, hogy a
tumoros sejteknek latszolag egy onkogén-szignalizacids utvonal elég ahhoz, hogy fenntartsak
a proliferaciojukat és a tulélésiiket. Ez a hipotézis azt vetiti eldre, hogy egy szimpla,
abnormalisan aktivalodott protein és az altala konstitutivan aktivalt, karosodott szabalyozasu
proliferaciés ttvonal eredményeképpen a tumoros sejtek egy 1j, egyedi fiiggd viszonyba
keriilnek, és ez az onkogén-mutacio a feltétele az életben maradasuknak [44].

A protein foszforilacid a legtobb sejtfunkcido regulalasaban esszencialis jelentdségii [5].
Amiota ismert az a tény, hogy a kinaz-aktivitas karos szabalyozéasa az egyik legjelentdsebb
tényez0 abban, hogy a daganatos sejtek elkeriilik a sejtosztodas és talélés fiziologias korlatait,
a protein-kinazok képezik a legfontosabb célpontok egyikét a daganatterapia modern kori
kutatasaban [45].

3.2. A protein-kinazok szerkezete, miikodése

A protein-kinazok olyan enzimek, amelyek kiilonb6z6 fehérjék szerin, treonin vagy tirozin
aminosavaira torténd foszfatcsoport athelyezését katalizaljak. A donor az adenozin-trifoszfat
(ATP) molekula. A protein-foszforilacio az egyik legfontosabb esemény a kiilonb6z6
sejtfunkciok szabdlyozasaban. Szdmos onkoprotein miikddéséhez is sziikkség van
foszforilaciora [3]. Az eukariota protein-kinazok szupercsaladja 518 tagbol all, és rendkiviil
széles kor(i szabalyozast végez a sejtszintli utvonalak tekintetében [7]. A szerteagazod
funkciodikkal ellentétben meglepden hasonlo szerkezetti katalitikus doménnel rendelkeznek,

mely az ATP molekularol athelyezi a foszfatcsoportot a szubsztratra [46]. A katalitikus



domén 2 lebenybdl all, melyeket egy 0sszekotd hurok tart egyben. Az aktiv hely a két lebeny
kozotti legmélyebb ponton talalhat6. A katalitikus reakcido 3 1épésbdl all. 1) ATP és
peptidkotés, 2) foszfat-transzfer az ATP-r6l a szubsztratra, majd 3) az ADP és foszforilalt
konformaciot vegyen fel, mely alkalmassa teszi mind az ATP, mind a szubsztrat megkotésére,
illetve, hogy a foszfatcsoportot elég kozel tudja orientdlni a foszfat akceptor hidroxil
csoportjahoz. Ezért a restriktiv katalitikus kornyezet 1étrehozésa érdekében nem meglepd,
hogy a kinaz csaladok aktivalt konformacidja nem kiilonbozik egymastol jelentésen [47].

A kiilénb6z6 protein-kinazok kozott nagy jelentGsége van a receptor tirozin-kinazoknak
(RTK-k), amelyek egy transzmembran receptorbdl és egy intracellularis kinaz-doménbdl
allnak, és fontos onkoldgiai célpontot képviselnek [9]. Az 58 ismert RTK koziil 30-rol
bizonyosodott be, hogy részt vesznek az onkogenezisben [44]. A RTK-k altal elinditott
kaszkadok koziil kettének van nagy jelentdsége a daganatos sejtfejlodésben. Az egyik a Ras-
Raf-Mek-Erk, a masik pedig a PI3K-Akt tengely, melynek eredményeképpen proliferaciot
(p21, GSK3, NF-kB), protein szintézist (p70, S6K) és sejt tulélést (pS3, Bim, Foxol)
szabalyoz6 fehérjék miikodése modosul [48].

Az aktiv és inaktiv allapotok kozott vannak szerkezeti eltérések. Az elsé az, hogy aktiv
konformacio esetén az aktivacidos hurok egy kihelyezett, prominens helyzetben van, mig
inaktiv allapotban rejtett vagy visszahajlo helyzetben talalhat6, blokkolva ezzel a szubsztrat
kotodését. A masodik eltérés az, hogy aktivalt allapotban egy sohid, valamint egy R-gerinc

alakul ki a kinaz fehérjében, 1étrehozva ezzel az aktivalt a-helix-In konformaciot [49].
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szegmentum a (sotét-piros) tartalmaz egy foszforilacios helyet, ami a p9 (K'*%) és a HRD-arginin
(R'®)-hez kotddik [3].

A harmadik kiilonbség az, hogy nonkompetitiv ATP-inhibitorok koétddhetnek az ATP-
kotéhely mellé kozvetleniil, és inaktiv allapotban tarthatjak a kinazt [50]. A negyedik fontos
pont pedig az, hogy szamos RTK rendelkezik autoinhibiciés képességel, melyet a

juxtamembran vagy a C-terminalis hajt végre [51].
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ADP +

/

RPTKs NRPTKs
« ALK (ALK,LTK) « ABL (ABL1,ARG)
» AXL (AXL,MER,TYRO3) * ACK (ACK1,TNK1)
* DDR (DDR 1-2) * CSK (CSK,MATK)
* EGER (EGFR,ERBB 2-3) * FAK (FAK,PYK2)
« EPH (EPHA1-8, EPHB1-6, EPHX) * FES (FES,FER)
« FGFR (FGFR1-4) « FRK (FRK,BRK,SRMS)
« INSR (IGF1R,INSR,INSRR) « JAK (JAK1-3,TYK2)
* MET (MET,RON) * SFK
« MUSK (MUSK) -LYN RELATED
* PDGFR (CSF1R,FLT3,KIT,PDGFRA, (LYN, BLK, HCK, LCK)
FDGFRB) -SRC RELATED
* PTK7 (c- SRC, FGR, FYN, YES)
* RET -PTK6/BRK RELATED
* ROR (ROR1-2) (PTK6/BRK, FRK, SRMS)
* ROS (ROS1) « TFK (TEC, BMX, BTK, ITK, RLK)
* RYK *SYK (SYK, ZAP70)
« TIE (TIE, TEK)
* TRK (NTRK 1-3)
* VEGFR (VEGFR 1-3)
* AATYK (AATYK 1-3)

4. abra. A receptor-protein-kindzok és a non-receptor tirozin-kindzok felosztdsa [216].

3.3. A protein-kinazok aberrans miikodése és szerepe a daganatok

kialakulasaban

Mivel a kinazok fontos szerepet toltenek be a szignalizacids Utvonalakban, 4ltaladban inaktiv
allapotban varnak egy specifikus stimulacids jelre. Ezéltal részben vagy teljesen aktiv
konformacioba keriilnek, amit aztdn oligomerizacid, a juxtamembran autoinhibitoros
kapcsolat megszakadésa és autofoszforilacié kovet. Azonban kiilonb6zo onkogén
eredményezheti. A konstitutiv aktivacié pedig noveli a daganatsejtek talélését, fokozza a
proliferacidos képességiiket, citotoxikus gyogyszerekkel szembeni rezisztencidjukat, a

tumorokban pedig ndveli az angiogenezis képességet, az invazivitast és metasztazishajlamot
[9].
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Szamos ilyen mutéciot ismeriink. Eléfordul, hogy a receptor vagy non-receptor kinaz fuzional
egy masik proteinnel — tobbnyire kiegyenlitett kromoszoma transzlokacié kovetkeztében —, és
a ligand hianyaban is konstitutiv lesz a kinaz oligomerizacidja, aktivacioja. Erre példa a
Philadelphia-kromoszoma transzlokacioval torténé kialakulasa és 9q34.12 ABL és a
22011.21BCR gének fuzidjanak eredménye a BCR-ABL koros fehérjeCML esetében, amikor
is a BCR fehérjében 1évo tetramerizacids domén feliilirja az ABL katalitikus alegységének
autoinhibiciojat, folyamatos aktivitast és sejtosztodast eredményezve [15].

szerll tirozin-kinaz 3-ban (FLT3) bekovetkez6 mutacio AML-ben ligand nélkiil is aktivalja a
tirozin-kinazt [52]. Egy masik példa az epidermalis novekedési faktor receptor-kinaz
doménjében bekovetkezett deléciok, illetve pontmutaciok a nem-kissejtes tiidédaganatok
esetén: ezek az eltérések fokozzak a receptor érzékenységét a ligand felé, és modositjak a
szignalizaciot [53].

Harmadik diszregulacios lehet6ség a RTK vagy a ligandjanak fokozott vagy aberrans
expresszidja. Erre az esetre példa az ERBB2 (HER2/neu) receptor TK tulzott mértéki
kifejez6dése eml6 daganatokban [54], illetve a vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor (PDGF)
fokozott expresszidja a dermatofibroma protuberans betegségben [55].

Végiil kiemelendé diszregulacids mechanizmus a TK-aktivaciot negativan szabalyozo
faktorok mennyiségének csokkenése, illetve a kinazgatld proteinek csokkent expresszioja

[56].

3.4. A célzott terapia jelentdsége

A célzott terdpia, azon beliill a kinazok gatlasa az ,,onkogén addikci6é” elmélete alapjan
sziiletett meg, és 1ényege, hogy a rosszindulati daganatsejteket anélkiil pusztitsuk el, hogy az
egészséges sejtek jelentés karosodast szenvednének [57]. Ezt ugy tudjuk legkénnyebben
elérni, ha tumor specifikus- vagy tumor asszocialt antigéneket (TSA illetve TAA) vesziink
célba [58]. Igazsag szerint a kiillonb6z6 eredetli tumorsejtek olyan molekuldkat expresszalnak,
amelyek a normalis sejtmiikodéshez nem megfeleléek vagy nagyon gyakran az organogenezis
iddszakaban fontosak, ezért potencialis célpontjai lehetnek a célzott terapianak. Ilyen példaul
a receptor tirozin-kinaz-szerti arva receptor 1 (ROR1) onkofotalis protein, melyet tobbek
kozott a neuronalis sejtek expresszalnak, és amelyek talzott mértékli kifejez6dését
azonositottak tobb kiillonbozé daganat esetén is (pl.: kronikus limfoid leukémia, CLL,

emlédaganat), mig a normalis felnétt sejtek esetén nincs jelen [59, 60].
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A célzott daganatterapiaban az intracellularis sejtalkotokhoz kot6dé monoklonalis antitestek
¢s a sejtfelszini antigénekhez ko6tddo kis molekuldja tirozin-kinaz gatlok nagy szerepet
jatszanak [61]. A kis molekulaji inhibitorok (KMI) egyedi szerkezeti molekulakhoz
kotédnek, melyek sziikségesek a tumorsejt novekedéséhez és funkcionalasahoz. A KMI-k
szamos célpontja koziil a RTK-k specialis szerkezettel és tulajdonsagokkal birnak, ezért
képesek az extracellularis szignalokat a sejt belseje felé kozvetiteni, illetve specialis
szerkezetiik lehetévé teszi, hogy elleniik specifikus inhibitor molekulat fejlessziink [62]. A
KMI-k direkt médon képesek gatolni az ATP vagy a szubsztrat kotddését a kinaz doménhez,
mig mas inhibitor molekulak a RTK-k dimerizaciojat gatoljak. A legtobb onkogén RTK
alacsony vagy semmilyen aktivitassal nem rendelkezik az egészséges szovetekben, azonban
hiperaktiv vagy tulzott mértékben expresszalodik a tumorsejtekben, ami ismét egy kedvezo
tulajdonsag a célzott terapia szempontjabol, mivel az aktivitas/szambeli kiilonbségbdl
kifolyolag, a KMI-k kevésbé tamadjak az egészséges sejteket [63]. Mindazonaltal a jelenleg
hasznalt KMI-knak rendszerint tobb célpontja is van, és szamos molekulat nem specifikus
utvonalon keresztiil gatolnak, ezaltal kedvezétlen hatasokat is eredményeznek a
specifikus/szelektiv KMI-kkal szemben [64].

3.5. A kis molekulaju protein-kinaz gatlok (KMI)

A protein-kinaz gatlok olyan szignalizacids Utvonalakat gatolnak, melyek esszencialisak a
sejtek tuléléséhez. Képesek atjutni a plazma membranon, és interakcioba 1épni a RTK-k
citoplazmatikus doménjével, gatolva a katalitikus alegység miikodését azaltal, hogy
megakadalyozzak az ATP vagy a szubsztrat kotodését [65]. A TKI-k szama egyre novekszik,
és széles korben alkalmazzak ket a daganatokkal szembeni kiizdelemben, monoterapiaként,
illetve mas kemoterapias készitményekkel kombinacidban egyarant [66].
A TKI-k harom csoportba sorolhatok. A legtobbjiik ATP-kompetitiv inhibitor, ¢és az .
csoportba tartozik. A konzervativ ATP-kotd helynek, illetve az intracellularis ATP-vel valo
versengésnek koszonhetden szamos nehézséggel kell szembe nézniiik a kutatoknak a
specifikus/szelektiv TKI fejlesztés soran. Ezért a TKI-knak tobb kindz célpontja is lehet, igy
eléfordul, hogy az antitumoros aktivitas a tobbszords gatlasnak koszonheto.
A 1I. ¢és III. csoport tagjai nem ATP-kompetitivek, és hatasukat a TK domén szerkezeti
atalakitasan keresztiil érik el. A konformacio-valtozasnak koszonhetéen a TK domén elveszti
kindz aktivitdsat. Sot, ezek a molekuldk képesek a TK domén foszforildcidjat is
megakadalyozni [67].
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A TKI-k targyalasakor kiilon foglalkozunk a hematologiai daganatok, illetve a szolid tumorok

srer

Aktiv RTK RTK gatlas TKI-ral
~— ~

- o
Szignaltranszdukci6 Szignaltranszdukci6
megakadalyozasa
A" 4 YV
Proliferacio, differenciacio, Apoptézis

migracio, tualélés

5. abra. A RTK inhibitorok megakadalyozzdak a RTK kindz doménjének foszforildacidjat, ezaltal
az aktivaciéjat. Igy gatoljdk az aberrdns sejtproliferdcict, differenecidciot, migrdciot, tilélést,

illetve igy indukadlnak apoptozist.

3.5.1. Hematoldgiai daganatok terapiaja KMI-kkal

A hematologiai daganatok esetében az elsO sikeresen alkalmazott kis molekuldju TKI az

imatinib-mezilat (Gleevec, Glivec) volt. Ez a hatéanyag egy 2-fenilaminopirimidin
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szarmazek, mely specifikusan képes gatolni az ABL (jellemzéen CML-ben fordul eld), a
PDGFR TK-t (kréonikus mielomonocitds leukémiaban ¢és hipereozinofil szindromaban
gyakori) és a C-KIT (hizosejtes leukémiaban gyakori) receptor TK-t, ezaltal komplett
hematoldgiai és citogenetikai remissziot képes elérni a legtobb kronikus fazisban 1évé CML-
es, valamint miclomonocitas leukémias beteg esetében [68, 69], azonban az AML-es betegek
kapcsan a terapiara adott valaszok valtozdéak, és nem korreldlnak a KIT szignalizacid
gatlasaval [70].

A vérképzdszervi neoplazmak esetén tovabbi fontos célpont az FLT3. Az FLT3 egy receptor
TK, mely szinte az 0sszes AML-es beteg blasztjain megtaldlhatd, és a juxtamembran régio
duplikacidja [71] vagy kiilonb6z6 pontmutaciok [72] altal aktivalodik. Szamos kis molekulaja
inhibitor hatoanyag all fejlesztés alatt, melyek gatoljak a hematopoetikus sejtek ndvekedését,
illetve apoptézist indukalnak [73], és hatékonynak bizonyultak egér modellekben 1étrehozott
FLT3-indukalt leukémiaban [74]. A human alkalmazas egyelére kérdéses, mivel az in vitro
sikerek ellenére a betegek gyakran nem reagalnak az FLT3 inhibitorokra [75].

Egyéb terapias célpontok lehetnek: a fibroblaszt novekedési faktor receptor 1 (FGFR1), mely

fuziora, és konstitutiv aktivaciora hajlamos mieloproliferativ szindromaban [76], illetve az

crer

crcr

crer

bekovetkezd aktivaldo pontmutaciot (V617F) a legtobb policitémia veras beteg esetében,
valamint egyes esszencialis trombocitémia ¢s idiopatias mielofibrozis kapcsan igazoltak [80,

81].

3.5.2. Szolid tumorok terapiaja KMI-kkal

Szamos szolid tumor esetében kidertiilt, hogy kialakulasukban szerepe van a TK-k aberrans
vagy konstitutiv aktivacidjanak. A gasztrointesztinalis stromalis tumorok (GIST) legtobbje
hordoz c-KIT [82] vagy PDGFRoa-mutaciot [83], mely a receptorok folyamatos
foszforilalodasaval és aktivaciojaval jar. Ezen informaciok alapjan keriilt sor az imatinib
GIST-tel rendelkezd betegekben torténd alkalmazasara, és a vizsgalatok alapjan a betegek
tobb, mint 50%-a reagalt a hatdéanyagra, azonban komplett remissziét nem tudott elérni [84].

Ez alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a GIST sejtek tulélése és proliferacidja csak részben
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fligg a c-KIT mutaciotol. Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) szintén szamos
daganatban mutalodott vagy talzott mértékben expresszalt (1. tablazat). A gefitinib és az
erlotinib anilinoquinazolin szarmazékok, melyek specifikus, kompetitiv gatloszerei a receptor
altali ATP kotésnek, és 2004 ota elfogadottak az Amerikai Elelmiszer-biztonsagi és
Gyobgyszerészeti Hivatal altal a refrakter, lokalisan elérehaladott vagy metasztatikus nem-
kissejtes tiidokarcindma kezelésére. A gefitinib parcialis valaszt eredményezett ezen betegek
11-19%-aban [85], mig az erlotinib ugyanezen betegek 9%-aban ért el parcialis remissziot, és
javitotta a progressziomentes tulélést egy fazis III vizsgalatban [86]. Sajnos azonban a nem-
sikert, mint a kiindulasi hatéanyag énmagaban [87]. EGFR inhibitorok jelenleg is szerepelnek
fazis 1 és fazis Il vizsgalatokban kiilonb6z6 szolid tumorok esetében [88]. Az EGFR tulzott
mértékben expresszalodik a glioblasztomak kozel 40%-aban, illetve ezen daganatok egy

crer

Mindazonaltal a gefitinib csak minimalis eredményt ért el a glioblasztomak esetén fazis I1
vizsgalatokban [90]. A szolid tumorok terapiajaban elterjedében van még a sunitinib, amelyet
metasztatikus vesesejtes karcinoma kezelésére hasznalnak [91], szintigy a sorafenib a
vilagossejtes veserak kezelésére [92], a lapatinib elérehaladott mellrak kezelésére [93], a
pazopanib lokalisan elérehaladott vagy metasztatikus vesesejtes karcinoma kezelésére [94], a
vandetanib elérehaladott nem-kissejtes tiidérak kezelésére [95], valamint az axitinib, mint a
metasztatikus vesesejtes karcindma masodvonalbeli terapias vegyiilete [96]. A Kis
molekulastly hatéanyagok ezen csoportja hatalmas lehetdséget jelent a malignus betegségek
célzott gydgyitasdban. Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald, hogy a masodlagos jelatviteli
utvonalak intenzitasdnak csokkentése TKI-k altal igéretes célpont lehet az anti-tumor

terapiaban [16]. A jelenleg alkalmazott vagy kisérleti fazisban 1évé TKI-k 6sszegzését az 1. és

2. tablazat mutatja.
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Haté FDA EMEA
a r:):vneyag Célpont Daganat
altal befogadott
Afatinib HER?2, EGFR Nem-kissejtes tiid6-, grr}lo-, fej-nyak lapham + +
karcinoma
Canertinib EGFR, HER2, 4 Nem-kissejtes tg@o—, emlo.—, fej—nyak lapham, : )
ovarium karcindéma
Cediranib VEGER-k Nem-Kissejtes tudo.-, yese—, kolorektélis i i
karcinoma
Crizotinib MET Nem-klssej'tes tqdolfarcmoma, anaple’lsztlkus + +
nagy sejtes limfoma, neuroblasztoma
. MET, ALK, FLT3, .
Crenolanib PDGFRa,B AML, GIST, glioma - +
Dacomitinib EGFR Nem.—klrssejtes tudokarcn.lo’ma, fejjr']yak : .
karcindbma, gyomorkarcinoma, glioma
Erlotinib EGFR Nem-kissejtes tiidd-, hasnyalmirigy karcinoma +
Gefitinib EGFR Nem-Kissejtes tiidékarcindma, AML +
Ibrutinib BTK CLL, MCL + +
Icotinib EGFR Nem-Kissejtes tiid6karcindma + -
Lapatinib HER2, EGFR Eml6karcindma + +
Lenvatinib VEGFR2, 3 Pajzsmirigykarcinoma (Japanban elfogadott) + +
Neratinib EGFR, HER2 Nem-Kkissejtes tiid6-, emlékarcinoma - +
Quizartinib FLT3 AML - +
Tandutinib FLT3 CML, vesesejtes karcinoma - -
Tivantinib MET vesesejtes karcinoma, emlékarcindma - -
Tivozanib VEGFR1, 2, 3 vesesejtes karcindma, emlékarcinoma - +
Vatalanib VEGER? Nem-Kissejtes tiid6karcinéma, diffiz nagy B- : .

sejtes limfoma, kolorektalis adenokarcindma

1. tablazat. Specifikus/szelektiv TKI-K, melyek RTK-okat gatolnak. HER: humdn epidermdlis
receptor; EGFR: epidermalis novekedesi faktor receptor; VEGFR: vaszkularis novekedési
faktor receptor; PDGFR: vérlemezke eredetii novekedési faktor; ALK :anaplasztikus limfoma
receptor tirozin-kindaz; FLT3: Fms-szerii tirozin-kindz 3; BTK: Bruton-féle tirozin-kinaz,
AML: akut mieloid leukémia; CLL: kronikus limfoid leukémia; MCL: kdpenysejtes limfoma,

CML: kronikus mieloid leukémia.
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. FDA EMEA
Hatr:);/l;yag Célpont Daganat
altal befogadott
ALK, MER, KIT, RET,
Amuvatinio  PDGFR-k, FLT3, RAD Nem-Kissejtes tiidokarcindma - -
51
Axitinib VEGFR_IIQIE)FDGFR_I(’ vesesejtes karcinoma + +
medullaris pajzsmirigy karcindma,
Cabozantinib N\{I'ERGlfé R.II.E I-II—EIZM,E)-I(—I,_ metasztatikus medullaris pajzsm. + +
' ' karcinoma
- BCR-ABL, SRC, KIT,
Dasatinib PDGFR-k, EPH, CSK CML, ALL + +
Foretinib VEGER2. MET Nem-Kissejtes tiid6-, gyomor-, eml6-, i i
' papillaris vesekarcindma
Golvatinib VEGFR2. MET Gyomor-, hepatocel}uléris k’arcino’ma, _ +
' melanéma, glioblasztoma
Imatinib ABL, KIT, PDGFR-k GIST, leukémiak + +
Lo BCR-ABL, KIT, LCK,
Nilotinib EPHA3, 8, DDRL, 2 CML + 4
Pazopanib PDGFR-k, VEGFR-k elérehaladott légyré’sz - &s vesesejtes + +
karcindma
BCR-ABL, PDGFRa, . . . »
Ponatinib SRC, KIT, FGFR, CML, Phlladelphli;\ljlrlf)moszoma pozitiv + +
VEGFR-k
Regorafenib TIEsz;.IE_) GBF_ EX%RET’ metasztatikus kolon karcindma + +
. VEGFR-k, PDGFR-k, elérehaladott vesesejtes karcinoma,
Sl B-RAF, MEK, ERK hepatocellularis karcinoma " "
VEGFR2, PDGFRS,
Sunitinib KIT, RET, CSF1R, vesesejtes karcindma, GIST + +
FLT3
. EGFR, VEGFR-k, metasztatikus medulléris pajzsmirigy
vandetanib  peT Tie-p, FGFRI karcinoma * *

2. tablazat. Tobbes tamadaspontu kindzgatlok. ALK : anaplasztikus limfoma receptor tirozin-
kindz; FLT3: FMS-szerii tirozin-kindz 3; PDGFR: vérlemezke eredetii novekedési faktor,
VEGFR: vaszkularis endotelidlis novekedési faktor; EPHA: efrin A-tipusu receptor, DDR:
diszkoidin domén receptor; FGFR: fibroblaszt tipusu névekedeési faktor;, SRC:szarkoma.

A daganatterapia kapcsdn nagyon gyakori, hogy a tumoros sejtek rezisztensek lesznek a
kemoterapids molekuldval szemben. Erre egy jO magyarazat lehet a tumoros-dssejt-hipotézis.
Az elmélet szerint a tumoros sejtek kozott van egy csoport, az dssejtek csoportja, mely képes
aszimmetrikus osztodasra, differencidlédasra, meguajulésra, illetve a terapias hatdanyagokkal
szembeni rezisztencia kialakitasara. Igy aztan, bar a kemoterapia elpusztitja a sejtek nagy

részét, marad egy csoport, mely rezisztens, és képes lesz 0j tumormasszat 1étrehozni [97].
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Azon rezisztens esetek, melyek nem magyarazhatok ezzel a tedriaval, két csoportba
sorolhatok. Az egyik rezisztencia mechanizmus az adaptalt, a masik pedig a szerzett, ezen
utobbit TKI rezisztencianak is nevezik. EIObbi arra vonatkozik, hogy egyes tumorsejtek
képesek parhuzamos talélési szignalizacids utvonalakat aktivalni, melyek kiviil esnek az adott
hatoanyag hataskorén. A daganatos sejtekben tobb kiillonbozé RTK ¢és RTK ligand
expresszalodik [98], melyeknek hatasa konvergalodik egy kozos szignalizacios utvonalban,
erésitve ezzel a talélést. A kemoterdpiaval szembeni rezisztencia elérhetdé ugy, hogy a
konvergald utvonalak koziil egy vagy tobb olyan erdsddik fel, melyre nem terjed ki a
gyogyszer hatasa [99] vagy pedig a tumor Gj novekedési faktorokat termel, gyogyszer-
indukalt autokrin vagy a stroma altali parakrin modon [100].

A hosszan tarté kemoterapids kezelés kozben kialakult szerzett rezisztencia magyarazatara
tobb modellt is publikaltak. , Lehetséges, hogy a kinazban bekdvetkezett primer aktivalo
genetikai elvaltozason kiviil egy masodlagos mutacio is kialakul ugyanabban- vagy egy masik
onkoproteinben, mely ugyannak a szignalizdciés Utvonalnak a szerepldje, mint az elsd
fehérjetermék. Az els6 esetre példa az EGFR-ben eléforduld T790M mutacid, mely csokkenti
a TKI molekula kotddését az aberrans receptorhoz. Utdbbira példa az EGFR utvonalban
szereplé MET gén amplifikicidja, amely a PI3K-AKT-mTOR ttvonal folyamatos
aktivaciojat, ezaltal gyogyszer-rezisztenciat eredményez [101]. A rezisztencia kialakulasanak
teljes megértésével talan lehetséges lesz személyre szabott hatdéanyag kombindciokat
megalkotni, melyek kivédhetik vagy esetleg meg is akadalyozhatjdk a rezisztencia

kialakulasat.

3.5.3. TKI-ral szembeni rezisztencia kialakulasanak mechanizmusai

A daganatgatlok alkalmazasa sordn régota ismert jelenség, hogy rezisztencia alakul ki a
vegyiilet ellen és a daganat ndvekedése tovabb folytatodik. Hamar kideriilt, hogy az Gjonnan
fejlesztett TKIl-ra is igaz az, hogy rezisztecia alakul ki elleniik, azonban 1] rezisztencia
mechanizmusok is tetten érheték. A TKI vegyiiletek esetén a rezisztencia mechanizmusat
tekintve két modon lehet jelen, egyrészt meglévé (primary) rezisztenciarol, masrészrol
szerzett (acquired) rezisztenciarol lehet besz€lni. A rezisztencia mogott legtobbszor tobbféle
mechanizmus huzodik meg Un. membran transzporterek expresszidjanak megndvekedése
(multidrug rezisztencia (MDR) kialakuldsa), a glutation rendszer ¢és a teljes sejt
metabolizmusanak valtozasa [207]. Mind a meglévd, mind a szerzett rezisztencia esetén mas

mechanizmusok dominalnak. A tumor sejtek mikrokérnyezete (tumor microenvironment,
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TME) szintén nagy mértékben hozzajarul rezisztencia kialakuldsahoz [208]. Ilyenek lehetnek
az angiogenezis, vascularis re-modeling, tumor dssejtek toborzasa és a daganat altal aktivalt
fibroblasztok jelenléte. A szerzett rezisztencia esetén a TKI vegyiiletek mutécios szelekciot
okoznak a sejtek kozott, igy f6leg azok tudnak elszaporodni, melyek eleve nem voltak
érzékenyek a TKI kezelésre és ezzel végsO soron a rezisztencia jelenhet meg. A mutacid
mellett alternativ splicing, alternativ/kompenzécios jelatviteli utak beindulasa és epigenetikai
valtozéasok is allhatnak a hattérben. A relapszus és rezisztencia kérdése az imatinibbel kezelt
szamos pontmutacid lehetdséget irtak le a Ber-Abl kindzra vonatkozoan. Loop muticiok
aktivacioja stabilizalja az aktiv konforméciot és ezzel hozzaférhetetlenné teszi az imatinib
szamara. Ezekben az esetekben a nilotinib [210] és a dasatinib [211] megfelelé hatékonysagot
mutathat. Jelentdséggel birhat egy adott betegpopulacioban annak eldre jelzése, hogy TKI-ra
mennyire lesz érzékeny az adott beteg vagy eleve rezisztenciaval kell szamolni.

Epigenetikai mechanizmusok is hozzajarulhatnak rezisztencia kialakulasdhoz, melyre igen jo
példa az EGFR, melynek sziiksége van a chaperone hé-sokk fehérje 90-re (Hsp90) a
megfeleld csomagolashoz és funkcidhoz. A histon-deacetilaz gatlo (HDAC) panobinostat
noveli a Hsp90 acetilaciojat és ezzel noveli az EGFR-hez vald asszociacidjat.
Kovetkezményként a survival signalling fehérje downregulalodik és sejthalal kovetkezik be
[212].

Arnyalja a képet az is, hogy az egyes TKI vegyiiletek hatékonysaga és ellene kialakuld
rezisztencia attol is fiigg, milyen daganatrdl van sz6, ezért a kezelés soran a megfeleld TKI

kivalasztasa kiilonleges figyelmet érdemel.

3.6. A DMBA-kezelt egér mint tumormodell

A human és allati eredetli daganatok kialakulasanak és fejléddésének az az alapja, hogy a
sejtosztodast, differencidciot €s sejthalalt meghatarozd gének valamelyikében (idénként tobb
génben is) mutacido kovetkezik be, melynek kovetkeztében aberrans lesz a gén altal kodolt
fehérje mikodése, ¢és felborul a sejt fizioldgias szabalyozd rendszere, folyamatos
sejtosztodast, a differenciacié és programozott sejthalal elmaradasat eredményezve. Altaldban
tobb egymast kovetd esemény vezet idaig. A kiilonbozé kémiai anyagok karcinogén
tulajdonsaga abbdl fakad, hogy képesek a DNS-hez kotddni és szomatikus mutdcidkat
eldidézni [102]. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy ezek a mutaciok kritikus,
sejthomeosztazist irdnyitd génekben kovetkeznek be, és kulcsszereplick a daganatfejlodés
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elinditasaban. A proto-onkogének onkogénekké torténé konverzidja az egyik legfontosabb
1épés a tumorgenezis soran, igy feltételezhetd, hogy a hatékony kémiai karcinogén anyagok
ezeket a géneket veszik célba [103].

A proto-onkogének Ras csalddjanak pontmutacioi kiemelt jelentdséggel birnak a
daganatevolucié soran, mind a hematologiai mind a szolid tumorokat tekintve [104]. A Ras
onkogének karcinogenezis kezdeti id6szakaban betoltott szerepérdl szold elsé bizonyiték a
7,12- dimetilbenz[a]antracén (DMBA) altal indukalt premalignus egér boér papillomak
tanulmanyozasabol sziiletett [105]. Ez, illetve mas hasonlo témaju tanulmanyok megalkottak
a ,,tobblépcsds daganatfejlodés” fogalmat, amely azt jelenti, hogy a kémiai karcinogének
iniciacid, a promociod és a progresszid. Az iniciacid egy gyors, irreverzibilis folyamat, mely
soran a kémiai karcinogén reaktiv formaja interakcioba 1ép a célsejt DNS-ével, €s reverzibilis
vagy irreverzibilis valtozasokat hoz rajta 1étre. A kulcsfontossagl proto-onkogének mutacioja,
illetve a mutaciok fixalodasa kovetkezik be, amelynek kovetkeztében elindul a tumorfejlodés
[106]. A promocié folyamata joval lassabb és reverzibilis, mely soran megndvekedett
intenzitdsi DNS-szintézis és sejtosztodas (klondlis expanzio) figyelhetd meg, a daganatos
Ossejteken  epigenetikai  valtozdsok is bekovetkezhetnek, megvaltozik a sejtek
differencialodasa, és manifesztalodik a tumor [107]. A progresszié soran pedig a daganatos
sejtek 1) mutaciokat szenvedhetnek, melyek eredményeképp a premalignus 1€zidbol
rosszindulatd  elvéaltozas lesz, amely képes az invaziora, angiogenezisre ¢€s
metasztazisképzésre [108].

Jelenleg a leggyakrabban alkalmazott kémiai inicidcios agens a DMBA, mely mind
hematolégiai, mind szolid tumorok incicidcidjara alkalmas, és testfelszini, valamint
szisztémas adagolasa is hatékony [19]. A DMBA elsddleges célpontja a Hras gén — A-T
transzverziot okoz a 61-es kodonban [109] — de megfigyelték mar a Kras és Nras gének
mutaciojat is DMBA-indukalt tumor modellekben [110]. A DMBA-indukalt tumor modellek
nagy hatékonysaggal alkalmazhatok humén tumorok vizsgéalatdhoz. Szamos bizonyiték
tamasztja ala, hogy a human daganatok szintén tobblépcsds evolucios folyamaton mennek
keresztiil [111]. Régota ismert elképzelés hogy a rosszindulati daganatok a DNS-karosodast,
génmutaciot szenvedett Ossejtek kontrolldlatlan proliferacidjanak eredményei, mely
karosodast sokszor kémiai mutagén agensek okozzak [112]. A human daganatokhoz
hasonléan a tobblépcsds egér-tumor-modellben is az elsé 1épés az Ossejtpopulacioban
bekovetkezett aktivald proto-onkogén mutacié. A humén daganatfejlédés tobbi stadiuma is

parhuzamot mutat a kémiai karcinogének altal indukalt egér tumorgenezis szakaszaival [113].
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Raadasul szamos hasonlosagot talalhatunk genetikai és molekularis szinten a human ¢és egér
daganatok kozott, melyek a tumorevolucidé soran jelennek meg. Ilyenek példaul a ras
géncsaladban bekovetkezd aktivaldo mutaciok, az EGFR aktivécidja, az Akt és Stat3-medialt
szignalizacios utvonalak aktivacidja, a transzformald novekedési faktor B1 (TGFB1) fokozott
expresszidja, valamint késObbi stadiumokban a Trp53 mutacioi [114]. Ezek a tumor modellek
alkalmasak potencialis antikarcinogén vegyiiletek tesztelésére, melyek iniciacidra, promociora
vagy progressziora gyakorolt hatasat tudjuk vizsgalni — mint példaul a karcinogén agensek
metabolizacidjanak befolyasolasat (felszivodas csokkentése vagy kiliriilés serkentése); a
karcinogén molekula DNS-kotddésének megakadalyozasat, kompetitiv gatlast; a sejtek
oxigén és nitrogén gyokok termelddésének csokkentését —[115], ezaltal az egyes hatdanyagok
terapias, s6t esetleges kemopreventiv hatasa is felderithet6 [116].

Egy nem régi tanulmdnyban potencidlis vizsgaltdk antikarcinogén vegyiiletek gétlo hatdsat a
molekularis  epidemiologiai  biomarkerek, a Ha-ras onkogén ¢és p53 (Trp53)
tumorszuppresszor gének DMBA-indukalt expressziojara. Szamos kemopreventiv gyogyszert
is vizsgaltak mar ebben a rendszerben, mint példdul a kalkon analdgokat, a flavonoid
bioszintetikus utvonal intermedier vegyiileteit vagy az Afobazol-t, a 2-Merkaptoimidazol
szarmazékat [117-119]. Ezeken feliil természetes hatdoanyagok in vivo vizsgalatara is alkalmas
a rendszer, mint ahogy a mi kutatdcsoportunk is mar korabban tanulmanyozta a Macskakarom
¢és Lapacho kivonatok potencialis kemopreventiv hatasait [120].

Tanulmanyunkban ismert, illetve preklinikai fazisban 1évé tirozin-kinaz gatlé vegyiiletek
kémiai karcinogenezist befolydsold hatasat vizsgaltuk DMBA-indukalt egér-tumor-
modellben, a karcinogenezis soran aktivalodo, illetve mutaciot szenvedd gének
expresszidjanak meghatarozasan keresztiil. A vizsgalatokban kitértiink ezen vegyiiletek
lehetséges kemopreventiv hatdsanak felmérésére is, kiilonos tekintettel a mar klinikai
hasznalatban 1€v6, jo terapias eredményeket elérd imatinib-mezilat kemopreventiv hatasanak

vizsgalatara.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. Uj TKI vegyiiletek daganat gatlé hatasanak vizsgalata
CBA/Ca fajtaju H-2 egerek DMBA indukalt daganatos

elvaltozasaiban

41.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

6-8 hetes (2044 g), konvencionalis koriilmények kozott nevelt, CBA/Ca fajtaji H-2"
haplotipusu egereket vizsgaltunk (minden csoportban 6 ndstényt).

Ezeket a laboratoriumi allatokat 1920-t6] tenyésztik, Bagg albind ndstény és DBA him
keresztezésével. A CBA/Ca altdrzs az emldsokben kialakuld daganatok vizsgalatdban az
egyik leggyakrabban hasznalt kisérleti allat, melyet hisztokompatibilitas szerint H-1?, H-2% és
H-3 alcsoportokként ismeriink [217]. A CBA/Ca egereket gyakran hasznaljak leukémia
kutatasaban, mert kiilonb6z6 vegyiiletekre érzékenyek, emellett a spontan kialakul6 leukémia
aranya alacsony. A tdrzs hajlamos myeloid leukémiara benzol vagy ionizalé sugarzasok
hatasara.

A Kkisérletet a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Allatkisérleti Bizottsaga engedélyezte. Az
allatokat hozzaszokattuk a laboratoriumi koriilményekhez, €s a kisérlet teljes iddtartama alatt
tetszés szerinti tdpot és vizet biztositottunk szamukra. Két kontrollcsoportot alakitottunk ki, az
egyik esetben az allatok sem kémiai karcinogént (DMBA) sem vizsgélt anyagot sem kaptak,
csupan a vivOanyagokat fecskendeztiik beléjiik (negativ kontroll). Egy masik csoportban a
vizsgalt anyagok felhaszndldsakor is hasznalt, azzal azonos mennyiségi DMBA-t és
vivéanyagokat injektaltunk, a jelolt molekulak nélkiil (pozitiv kontroll). Ezen csoportok
létrehozasara a késobbi vizsgalati eredmények Osszehasonlitdsa miatt volt sziikség. Minden
egyes vizsgaland6 vegyiilet hatdsanak tanulmanyozasdhoz 4 kisérleti csoportot hoztunk létre
(5. abra). 24 oraval az utols6 DMBA vagy kisérleti vegyiilettel torténd kezelést kovetéen az
allatok életét kiméletesen (nyultvel6 roncsolassal) kioltottuk. Az 1., 2., 3. és 4. vegyliletet a
Vichem Chemie Kft., Budapest, Magyarorszag bocsatotta rendelkezésiinkre.
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Els6 csoport - negativ kontroll: 6 egér DMSO [Masodik csoport - pozitiv kontroll: 6 egér

DMBA
Harmadik csoport - parhuzamos kezelés Negyedik csoport - elokezelés a vegyiilettel
6 egér 1. vegyiilet ¢s DMBA egyiitt 6 egér 1. vegyiilet, 24 6ra mulva DMBA
6 egér 2. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 2. vegyiilet, 24 6ra mulva DMBA
6 egér 3. vegyiilet ¢&s DMBA egyiitt 6 egér 3. vegyiilet, 24 6ra mulva DMBA
6 egér 4. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 4. vegyiilet, 24 6ra mulva DMBA
Otodik csoport - utokezelés a kisérleti Hatodik csoport - 6nallo kezelés a vegyiilettel

vegyiilettel
6 egér DMBA, 24 6ra mulva 1. vegyiilet |6 egér 1. vegyiilet (DMBA adas nincs)
6 egér DMBA, 24 6ra mulva 2. vegyiilet |6 egér 2. vegyiilet (DMBA adas nincs)
6 egér DMBA, 24 6ra mulva 3. vegyiilet |6 egér 3. vegyiilet (DMBA adés nincs)
6 egér DMBA, 24 6ra mulva 4. vegyiilet |6 egér 4. vegyiilet (DMBA adés nincs)

3. tablazat Az elso kiserlet tervezete.

Els6 rész: negativ kontroll.
Egy csoport allat (n=6), amely negativ kontrollként szolgalt, egyszeri 10 ml/kg
intraperitonedlis (i.p.) dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich Budapest, Magyarorszag)

kezelésben részesilt.

Masodik rész: pozitiv kontroll.

Egy csoport allat (n=6), amely pozitiv kontrollként szolgalt egyszeri 20 mg/kg i.p. DMBA
(Sigma Aldrich Budapest, Magyarorszag) kezelésben részesiilt, melyet DMSO-ban oldottunk
fel (Sigma Aldrich Budapest, Magyarorszag).

Harmadik rész: parhuzamos kezelés.

4 csoport (n=6) egeret kezeltiink DMSO-ban oldott DMBA-val és a 4 kisérleti vegyiilettel,
egymadssal parhuzamosan (a médszerek és mennyiségek az els6 két beallitdsnak megfelelden
alakultak). Mind a 4 csoport tagjai 10 mg/kg doézisban, i.p. injektalas Gtjan részesiiltek az 1.
vagy 2. vagy 3. vagy 4. kisérleti vegyiiletbdl.

Negyedik rész: elokezelés a kisérleti vegyiilettel.
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A kisérleti vegyiilettel torténd elokezelést kovetd6 DMBA hatast 4 allatcsoportban vizsgaltuk.
Minden csoport allatait i.p. kezeltiik a 4 kisérleti vegyiilet valamelyikének (1., 2., 3. vagy 4.)
egyszeri dozisaval (10 mg/kg). 24 ora elteltével min a 4 csoport allatai egyszeri 20 mg/kg i.p.
DMBA kezelésben részesiiltek. 24 draval késdbb az allatok életét kiméletesen kioltottuk.

Otodik rész: utokezelés a kisérleti vegyiilettel.

A kisérleti vegyliletek hatasit DMBA eldkezelést kovetden vizsgaltuk. 4 allatcsoportot
elokezeltink DMBA-val, majd 24 o6raval késébb a kisérleti vegyiiletekkel (a fent
emlitetteknek megfeleléen). A vegyiiletekkel torténd kezelést kovetd 24 6ra mulva az allatok

¢életét kiméletesen kioltottuk.

Hatodik rész: 6nallo kezelés a kisérleti vegyiilettel.
A 4 éllatcsoport tagjai egyszeri 10 mg/kg dozisu i.p. kezelésben részesiiltek az 1. vagy a 2.
vagy a 3. vagy a 4. vegyliletbol; majd 24 6ra elteltével kiméletesen kioltottuk az életiiket.

4.1.2. RNS izolacio- és génexpresszio-vizsgalatok

Az allatok életének kiméletes kioltasa (az eljaras a PTE allatkisérleti etikai kodexe alapjan,
nyultveld roncsolassal tortént) utan eltavolitottuk a méjukat, a tiidejiiket, a csontveldjiiket,
illetve a veséjiiket, és minden szervbol 100-100 mg-ot eltettiink tovabbi feldolgozas céljabol.
A mintadk homogenizalasa utan a teljes cellularis RNS-t izolaltuk TRIZOL reagens
segitségével (Invitrogen, Paisley, UK). Az RNS mindségét denaturald gél-elektroforézis és
260/280 nm-en torténd abszorpcid méréssel (A260/A280 > 1,8) allapitottuk meg. A sziikséges
higitas elvégzése utan 10 pug RNS-t dot-blottoltunk Hybond N* nitrocelluléz membranra
(ECL kit, Amersham, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysag), majd pedig Trp53 és Ha-ras
génekre specifikus kemilumineszcens probakkal hibridizaltuk (személyes kozlés Szeberényi
Jozsef Professzortol, Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Magyarorszag). Az RNS izolacioja,
hibridizalasa és detektalasa a gyartd instrukcidinak megfelelden tortént. A kemilumineszcens
jeleket rontgen filmeken detektaltuk, a filmeket beszkenneltiik, és a Quantiscan (Biosoft,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) nevii szdmitogépes szoftver segitségével értékeltiik. A
konstitutivan kifejez6dé p-aktin-nal rehibridizalt membranok szolgaltak a gén expresszid
Osszehasonlitisanak bazisaként. Az eredményeket a f-aktin expresszidjanak hanyadosaként
fejeztiik ki. A statisztikai analizist t-teszttel végeztiik, melyet az SPSS statisztikai szoftver

(SPSS Inc., IL, USA) segitségével hajtottuk végre. A 7-10 abran lathatdé oszlopok folotti
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savok kétszeres standard deviaciot jeleznek. Az expresszios aranyokban tapasztalhatod
kiilonbségek szignifikancidjat a t-teszt alapjan hataroztuk meg, ¢&s statisztikailag

szignifikansnak mindsitettiik a kiilonbséget, ha a p<0,05 volt.

4.2. Imatinib-mezilat daganat gatlé hatasanak vizsgalata
NMRI egerek DMBA indukalt daganatos

elvaltozasaiban

4.2.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

6-8 hetes (25+5 g), hagyomanyosan nevelt NMRI tenyésztésii egereket (csoportonként n=12,
6 him és 6 ndstény) vizsgaltunk.

Az NMRI egy svajci eredetii laboratoriumi egértorzs, 1937 ota tenyésztik. A leggyakrabban
¢s igen sz€les korben hasznalt laboratoriumi allat, kiilonleges tulajdonsagai nincsenek, 1dds
korban hajlamos a veseelégtelenségre. [218]

A kisérletet a Pécsi Tudomanyegyetem Allatkisérleti Bizottsdga etikailag jovahagyta (BA
02/2000-16/2011). Egy-egy ketrecben 6 azonos nemii allatot helyeztiink el, 22 °C, 12h:12h
vilagos: sotét ciklusban. Az allatoknak szabad hozzaférést biztositottunk a vizhez és a
standard ragcsalotaplalékhoz a kisérlet teljes idOtartama alatt.

A kisérleti vegyiiletek vizsgalatdhoz harom éllatcsoportot alakitottunk ki (6. abra). Az elsd
csoport tagjait — akik negativ kontrollként szolgaltak — intraperitonealisan (i.p.) kezeltiik a
hatéanyagok vivOanyagaval (kukorica olaj). A madasodik csoport allatai — pozitiv kontroll
csoport — kukorica olajban oldott DMBA kezelésben részesiiltek egyszeri 20 mg/ttkg i.p.
dozisban (mindkét anyagot a Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag-tol vasaroltuk). A
harmadik csoport allatait szimultan kezeltiik i.p. 10 mg/ttkg dozisu imatinib-mezilattal (4-[(4-
metil-1-piperazinil)metil]-N-[4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]-fenil]benzamid-
metanszulfonat — Novartis Pharma GmbH termék, gyari nevén Glivec) és 20 mg/ttkg dozisu
kukorica olajban oldott i.p. DMBA-val. 24 6raval az injekciok beadéasa utan az allatok életét
kiméletesen, tulaltatassal (ketamin/xylazin 50/5 mg/ttkg) kioltottuk, majd eltavolitottuk a

majukat, Iépliket, veséjiiket, tiidejliket, csecsemdmirigyiiket, csontveldjiiket és az agyukat. A
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szerveket gyorsfagyasztas céljabol folyékony nitrogénbe helyeztilk, majd tovabbi
vizsgalatokhoz -80 °C-on taroltuk.

génexpresszios

1. csoport/* . Q/‘ analizis
n=12 -~ > < D |

(o agy .

negativ kontroll - os -
kukorica olaj * maj
e tido

2. csoport /. . B :
2 )2 | - =

6-8 hetes nem-transzgenikus
(NMRI) egerek i.p. iniekc/iy 24 6ra mulva mintavétel minta tarolasa és

csontveld
20 mg/ttkg DMBA * nyirokcsomok

kukorica olajban =
* csecsemomingy \/

3. csoport ., A e Vese
n=12 . \ 41> \ 6\7 \ /
 a & A

20 mg/ttkg DMBA +
10mg/ttkg imatinib mezilat kukorica olajban

6. dbra. Kisérleti terv. A 6-8 hetes (n=36) konvenciondlisan tenyésztett NMRI egereket 3 csoportba
randomizaltuk: a negativ kontroll csoport tagjai i.p. kaptdak a vivéanyagot (kukorica olaj) (1. csoport,
n=12), a pozitiv kontroll csoport (2. csoport, n=12) i.p. DMBA kezelést kapott 20 mg/ttkg egyszeri
dozisban. A 3. csoport dllatait i.p. imatinib-mezilartal (10 mg/ttkg dozisban) és DMBA-val (20 mg/ttkg
dozisban) kezeltiik. 24 ordval a kezelések Utan az dllatok életet kiméletesen Kioltottuk, a szerveiket

eltavolitottuk és tovabbi analizis céljabol eltaroltuk.

4.2.2. RNSizolalas

Minden szervbél 100 mg szdvetmintdt homogenizaltunk MagNA Lyzer Green Beads
csovekben (Roche (Magyarorszag) Kft.) a MagNA Lyzer eszkoz segitségével (Roche
(Magyarorszag) Kft.). Teljes RNS mennyiséget izolaltunk a szovet homogenizatumokbol az
EXTRAZzol RNS izolalo kit segitségével (Invitrogen Life Technologies Magyarorszag Kft.).
Az RNS mindségét 260/280 nm-en torténd abszorpcioméréssel (A260/A280 nagyobb, mint
1,8) allapitottuk meg.
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4.2.3. Geénexpresszios vizsgalatok

Egylépéses PCR vizsgalatot végeztiink a Kapa SYBR FAST Egylépéses RTqPCR KIT (Kapa
Biosystems) segitségével LightCycler 480 qPCR platformon, egy 96-lyuka lemezen. A
vizsgalat magéaban foglalt reverz transzkripciot és target amplifikaciot is.

A kovetkezd egér tumorszuppresszor génekre specifikus primereket (IDT) hasznaltuk: Hras,
(5-AATTGGGGGAGCAAGGACAT-3Y); Kras (5-TATCCTGCTTCCCATCAGTGTTC-3Y;
Myc (5-GTTGTGCTGGTGAGTGGAGA-3); Trp53 (5-CTTCACTTGGGCCTTCAAAA-
3"), kontroll génnek pedig a Gapdh-t (5-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3') alkalmaztuk a
kvantitativ amplifik4cio soran.

Az RTQPCR-t 5 percig 42 °C-on, illetve 3 percig 95 °C-on torténd inkubaciot kovetden
kezdtiik el, amely inkubaciot 50 ciklus (95 °C-on 10 mp-ig, 55 °C-on 20 mp-ig, 72 °C-on 20
mp-ig) kovetett, és minden kor végén fluoreszcens értékelést végeztiink. Minden probat
olvadaspont analizissel fejeztiink be (95 °C-on 5 mp-ig, 65 °C-on 60 mp-ig, 97 °C-on), hogy
biztositsuk az amplifikacid specificitasat. A fluoreszcens értékeket a AACp modszert
kovetden szamoltuk ki az Exor4 szoftver (Roche (Magyarorszag) Kft.) segitségével, a gén

expressziokat pedig relativ mennyiségi értékekként jelenitettilk meg.

4.2.4.  Adatelemzés, statisztikai értékelés

Az adatok statisztikai elemzéset az R szotver [202] és az SPSS 21.0 szotver (SPSS Inc., IL,
USA) segitségével végeztik. Az mRNS-ek expresszios szintjében megjelend kiilonbséget
kétmintds Student t-probaval szdmoltuk ki, és akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha p<0,05. A
kiilonbozé  kisérleti csoportokban/szervekben megjelend génkapcsolatok bemutatdsara
szolgalo gén-gén interakciés halozatot a GeneMania Cytoscape 3.4.0. alkalmazas
hasznalataval készitettiik el. Fizikai, koexpresszios és gén-gén interakciot elemeztiink [121].

A hétérképet (heat map) pedig a Gene-E program 3.0.204 verzidjaval rajzoltuk meg [203].

5. Eredmények

5.1. Elso kisérlet

A DMBA, amely egy pluripotens kémiai karcinogén vegyiilet, figyelemre mélté mértékben
emelte a Trp53 és Ha-ras expresszidjat ebben a ,,rovid-tava” kisérletes modellben. A DMBA

onmagaban adva emelte a vizsgalt kulcsszerepli onko/szuppresszor gének expressziojat, kozel
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az 0sszes szervben, majdnem minden kisérleti részben. A DMSO 6nmagaban — ami negativ
kontrollként szolgalt, és a DMBA olddszereként hasznaltuk —, valamennyi szervben elenyészd
befolyassal birt a vizsgalt gének expresszidjara. Az eredményeket a 7-10. dbra szemlélteti,
minden oszlop az adott rész eredményeinek atlagat mutatja. Altalanossagban elmondhato,
hogy a kisérleti vegyiiletek — parhuzamosan, 24 6raval a DMBA kezelés el6tt vagy 24 oraval
a DMBA kezelés utan adva — jelentdsen csokkentették a vizsgalt gének DMBA-indukalt

tulzott mértékli expresszidjat.
Mij

A m4j gén expresszios mintdzatat a 7. abra mutatja. Mind a 4 vegyiilet csokkentette a Ha-ras
DMBA-indukalt fokozott kifejezddését. Az 1. vegyiilet leginkabb utdkezelésként (a DMBA
adminisztracid6 utan 24 oraval) alkalmazva, az 06todik részben csokkentette a Ha-ras
expressziojat. A 2. és 3. vegyillettel torténd eldkezelés (24 oraval a DMBA el6tt)
szignifikansan (p<0,05), egészen a negativ kontroll allatokban detektélt szintre csokkentette a
Ha-ras kifejezddését. A DMBA ¢és a 4. vegyiilet parhuzamos adminisztracioja (harmadik rész)
szintén mérsékelte a Ha-ras fokozott expressziojat. A majban mérheté Trp53 kifejezodést az
1. és 4. vegyiilet volt képes csokkenteni a harmadik, negyedik és 6tddik rész protokollja
szerint alkalmazva. Az 1. vegyiilet nem ért el statisztikailag szignifikdns valtozast a
génexpresszio szintjében. A 4. vegylilet, a DMBA-val parhuzamosan adagolva szignifikansan

(a negativ kontroll szintjére) csokkentette a Trp53 mRNS mennyiségét.
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1. abra. Ha-ras és Trp53 gén expresszios mintazat a CBA/Ca egerek majabol 24 oraval a

kiilonbozo kezelések kombinacioja utan.
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Tiidok

A tiidok génexpresszids mintazatat a 8. dbra szemlélteti. Mind a 4 tirozin-kinaz gatld vegyiilet
csokkentette a Ha-ras gén kifejezodésének mértékét a negativ kontroll szintjére. A pozitiv
kontrollhoz hasonlitva ez a csokkenés szignifikans mértékii (p<0,05). A 2. vegyiilet hatékony
gatloszernek bizonyult a negyedik részben. A DMBA-val parhuzamosan alkalmazva
(harmadik rész), a 4. vegyiilet jelentdsen (p<0,05) (a negativ kontroll szintjére) csokkentette a
Ha-ras expresszidjat. Az 1. vegyiilet szignifikansan csokkentette a DMBA altal megemelt
Trp53 mRNS szintet a harmadik, negyedik €s 6todik részben. A 2. és 3. vegyiilettel torténd
kezelés szintén csokkentette a Trp53 expresszidjat a harmadik, negyedik és 6todik részben,
melyek koziil a negyedik és 6tddik részben bekovetkezett valtozas tekinthetd szignifikdnsnak

(p<0,05).
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8. abra. Ha-ras és Trp53 génexpresszios mintizat a CBA/Ca egerek tiidejébol 24 oraval a

kiilonb6zo kezelések kombinadcioja utan.
Csontvel6

A csontveld génexpresszios mintazatat a 9. dbra mutatja. A kisérleti vegyiiletek mérsékelték a
DMBA-indukalt emelkedett Ha-ras mRNS szintet. A 2., 3. és 4. vegyiilet szignifikdnsan
csOkkentette a Ha-ras expressziojat (p<0,05) a kisérlet harmadik, 6t6dik és hatodik részében.
Az 1. vegyiilet szintén szignifikans (p<0,05) redukciot ért el a Ha-ras kifejezédésében, elo,-
illetve utokezelésként alkalmazva (negyedik és otddik rész). Mind a négy vegyllet
csOkkentette a Trp53 expressziojat valamennyi kisérleti részben (harmadik, negyedik és

otodik rész). Az 1. és 3. vegylilet egészen a negativ kontroll szintjéig mérsékelte a Trp53
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kifejezodését. A 4. vegyllet szignifikdnsan (p<0,05) csokkentette a Trp53 expressziojat
mindharom kisérleti részben (harmadik, negyedik és 6todik rész). A 2. vegylilet altal kifejtett
mérséklé hatds nem bizonyult szignifikdnsnak a harmadik részben, de az el6-és utokezelési

kisérleti elrendezésben (negyedik és 6tddik rész) jelentdsen csokkent a Trp53 expresszioja.
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9. dbra. Ha-ras és TrpS3 génexpresszios mintazat a CBA/Ca egerek csontveldjébol 24 oraval

a kiilonbozo kezelések kombinacioja utan.

Vesék

A vesék génexpresszids mintazatait a 10. abra szemlélteti. Mind a 4 vizsgalt vegylilet
csokkentette a Ha-ras gén kifejezdédésének mértékét a pozitiv kontrollhoz viszonyitva. Az 1.,
2. és 3. vegylilet szignifikansan redukalta a Ha-ras gén expressziojat a harmadik, negyedik és
otodik kisérleti elrendezésben (p<0,05). Az 1. és 2. vegyiilet a negativ kontroll szintjére
csokkentette a Ha-ras mRNS mennyiségét. A harmadik ¢és negyedik kisérleti részhez
viszonyitva a 3. vegyiilet nagyobb mértékii redukciét eredményezett a Ha-ras gén
kifejezodésében az 6todik részben. A Trp53 tumorszuppresszor gén expresszidjanak mértéke
magasabbnak bizonyult a vesében, mint barmelyik masik vizsgalt szervben. A DMBA-
kezelés (pozitiv kontroll) nem okozott tovabbi novekedést a gén kifejezddésében. Az 1. és 2.
vegyiilet csokkentette a Ha-ras ¢s Trp53 gének expresszidjat minden kisérleti elrendezésben.
Ez a mérséklodés szignifikans volt (p<0,05), kivéve a 2. vegylilet hatasa a Trp53 tekintetében,
a negyedik részben. A 3. és 4. vegyiilet szignifikdnsan (p<0,05) csokkentette a Ha-ras
kifejezddését a harmadik, negyedik és 6todik részben. A 3. vegyiilet — a DMBA-kezelés elott

¢s utan alkalmazva (harmadik és negyedik rész) — novelte a Trp53 gén expresszidjat az allatok
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veséjében. A 4. vegylilet onmagéban, illetve a DMBA-val parhuzamosan alkalmazva szintén

novelte a Trp53 mRNS szintet a vesékben.
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10. dbra. Ha-ras és Trp53 génexpresszios mintazat a CBA/Ca egerek veséjébol 24 oraval a

kiilonbozo kezelések kombinacioja utan.

5.2. Masodik kisérlet

5.2.1. Génexpresszio

A harom kisérleti rész génexpresszios mintazatat a 11. és 12. abra mutatja. Fontos kiemelni,
hogy az eltérd nemii csoportok génexpresszids mintazatdban nem talaltunk jelentds

kiilonbséget.

Csontvelo

A csontveldben a DMBA injekcid csokkentette a Hras, Kras és Myc expressziojat, és novelte
a Trp53 kiejez6dését. A DMBA-+imatinib-mezilat kombinacio még tovabb csokkentette a
Hras, Kras ¢és Myc expressziot. A negativ kontrollhoz viszonyitva, szignifikansan
alacsonyabb Kras expresszido volt kimutathato a masodik (p<0,05) és harmadik (p<0,05)
kisérleti csoportban. A kombinalt kezelés szintén szignifikansan (p<0,05) csokkentette a
tumorszuppresszor Trp53 gén kifejez0dését, dsszehasonlitva az elsé (kontroll) és harmadik

(DMBA+imatinib-mezilat) csoportot.

Agy
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A negativ kontrollhoz viszonyitva, a DMBA adminisztraci6 emelkedett proto-onkogén és
tumorszuppresszor génexpressziot eredményezett az agyban, bar ezek az eltérések nem
bizonyultak szignifikdnsnak. A DMBA-val és imatinib-mezilattal folytatott kombinalt kezelés

csokkentette a vizsgalt gének kifejez6dését, mindazonaltal ez a valtozas sem volt szignifikans.
Vese

A DMBA fokozta a Hras, Kras és Myc proto-onkogének, illetve a Trp53 tumorszuppresszor
gén expressziojat. A szimultin DMBA ¢és TKI kezelés csokkentette a vizsgalt gének
kifejezddését.

M3j

A DMBA adminisztracio csokkentette a Hras, Kras, Myc és Trp53 gének kifejezodését. A

kombinalt DMBA+TKI kezelés hatasara a gének expresszidjaban bekovetkezett csokkenés

mérséklodott.

Tido

A tiidékben a Kras (p<0,05), Myc és Trp53 mRNS szintje emelkedett, mig a Hras gén
kifejezddése csokkent a DMBA injekcid hatasdra. A DMBA és TKI szimultan adagolasa
csOkkentette a proto-onkogének (Hras, Kras, Myc) expresszidjat, és novelte a Trp53 mRNS

szintjét.
Nyirokcsomok

A nyirokcsomokban a DMBA csokkentette a Hras kifejezddését, mig a Kras és Trp53 gének
expressziojat novelte, amely ndvekedés valtozatlanul megmaradt a kombinalt DMBA ¢és TKI
kezelést kovetden is. Mindazonaltal a Myc expresszidja novekedett a DMBA kezelés hatasara,
de csokkent a DMBA ¢és TKI egyiittes adasanak eredményeképpen. Azonban az mRNS

szintjében bekovetkezett valtozas statisztikailag nem volt szignifikéans.

Lép

A Hras ¢és Kras gének kifejezddése csokkent a DMBA injekci6é hatdsara, azonban nem
valtozott a kombinalt DMBA ¢és TKI adminisztraciot kovetéen. A DMBA injekcio novelte a

Myc expresszidjat (p<0,05), a kombinalt kezelés (DMBA+TKI) pedig csokkentette a Trp53

kifejez0dését.
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CsecsemOmirigy

A csecsemOmirigyben emelkedett a Kras, Myc és Trp53 expresszioja DMBA hatasara, mig a
Hras kifejezodése csokkent. A kombindlt DMBA ¢és imatinib-mezildt adminisztracid
kovetkezményeként a Kras és Trp53 kifejezddését alacsonyabbnak mértiik, mint a negativ
kontroll allatok esetében. Raadasul, a Myc expresszidja emelkedést mutatott, mig a Hras

kifejezOdése valtozatlan maradt a kombinalt kezelést kovetden.

| .
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kontrollhoz képest

11. abra: A génexpresszios mintazatok hotérképe a negativ kontrollhoz viszonyitva. A kék

teriiletek negativ (expresszio csokkenés) reguldciot, mig a piros teriiletek pozitiv (expresszio

novekedeés) regulaciot jeleznek.
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12. dbra. A kiilonbozé kisérleti csoportok génexpresszios mintdzatai az egyes szerveknek megfelelden.

Az y-tengelyen a génexpresszio nagysagrendi valtozasa abrazolodik. * p<0,05.
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5.2.2. Génkapcsolatok

A 13. é4bra szemlélteti a vizsgalt szervekben bekovetkezd génexpresszid valtozasok
mennyiségi vonatkozasait, illetve a kiilonb6zdé szabalyozd gének lehetséges interakcioit.
Szignifikans eltéréseket figyeltink meg a csontveld, a tidék és a lép génexpresszids
mintazatdban. A haldzati analizisiink pedig azt mutatja, hogy a Hras, Kras és Myc proto-
onkogének, valamint a Trp53 tumorszuppresszor gén kiterjedt kapcsolati rendszerben all mas
szabalyozd génekkel. A Zhx2 (amely RAF-ként is ismert) egy homodimer transzkripcios
faktor, amely a cinkujji és homeobox géncsaladhoz tartozik [122], az Abil (ABL interaktor 1)
egy adaptor fehérje, amely szdmos szignaltranszdukcios ttvonalat serkent, szabalyozza az
aktin polimerizacidjat és a citoszkeleton atépiilését, ezaltal szerepe van a sejtosztoddasban
[123]. A Tcf4 (transzkripcids faktor 4) esszencialis a neuronalis fejlddéshez [124], a Tsc2
(TSC komplex alegység 2) gén egy tumorszuppresszor fehérjét kodol (tuberin), melynek
mutacioi (a Tscl altal kodolt hamartin fehérje mutacidival egyiitt) feleldsek a sclerosis
tuberosa komplex kialakulasaért [125]. A Huwel gén kodolja az E3 ubikvitin ligaz proteint,
amely az Mcll (mieloid sejtes leukemia szekvencia 1 (Bcl-2 kapcsolt)) anti-apoptotikus
inhibitor 2a) egy fontos tumorszuppresszor gén, amelynek legalabb 3 alternativ splicing
variansa ismert. Ezen variansok koziil kettd6 CDK4 inhibitort koédol, egy pedig egy p53
stabilizalo fehérjét, ezaltal a Cdkn2a kiemelkedd szerepet jatszik a sejtciklus G1 kontrolljaban
[127]. Az Ndel (nudE idegrendszeri fejlodést szabalyozo fehérje 1) gén egy olyan fehérjét
kodol, melynek fontos szerepe van a mikrotubulus organizacioban, mitozisban és neuronalis
vandorlasban, és melynek mutacidja Osszefiiggésbe hozhaté a lisszenkefaliaval [128]. A
KmtSa (lizinmetiltranszferdz5a) egy transzkripcids represszor fehérjét kodol, és fontos a
sejtosztddashoz, valamint a kromatin-kondenzaciohoz [129]. Az Mcm4 (minikromoszéma-
fenntart6 komplex komponens 4) gén egy nagymértékben konzervalt fehérjét kodol, és az
eukariota genom replikaciojanak iniciaciojaban van szerepe [130]. Az Eifde (eukariota
transzlacid iniciacids faktor 4E) proto-onkogénként funkciondl, mivel a terméke eldsegiti a

transzlacio elindulasat [131].
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13. abra. Gén-gén interakcios halozat, mely mutatjia a Hras, Kras, Myc és Trp53 gének
expressziojanak adott szervben bekovetkezo nagysagrendi valtozasat, illetve azok kapcsolatait
10 funkcionalis génnel. A kapcsolodo géneket a Cytoscape GeneMania nevii applikacidjanak

segitségével valasztottuk. Szignifikanciaszint: p<0,05.

6. Megbeszélés

A PhD munkam ideje alatt kiilonboz6 tirozin-kinaz gatldé molekulak onko-illetve
tumorszuppresszor gén expresszidjara gyakorolt hatasat vizsgaltam DMBA-indukalt egér
tumormodellben, kisérleteimet a Pécsi Tudomanyegyetem Népegészségtani Intézet
kutatocsoportjanak keretein beliil végeztem. A kutatds elsé fazisaban a (12)-1-(3,4-
dihidroxibenzilidén)-3,4-dihidro[1,4]oxazino[3,4-b]quinazolon-6(1H)-egy (1. vegyiilet), N-
(3-bromofenil)-6,7-dimetoxi quinazolin-4-amin (2. vegyiilet), 2-benzil-1-(4-hidroxifenil)-3-
metil-2,3-dihidroimidazo[5,1-b]quinazolin-9(1H)-egy (3. vegyiilet) ¢és 2-[(2E)-2-(3,4-
dihidroxibenzilidén)hidrazino]-N-(3-nitrofenil)-2-oxoacetamid (4. vegyiilet) antikarcinogén
vegyiiletek Hras és Trp53 génexpressziojara gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk a DMBA-val
kezelt egerek majaban, tiidejében, csontveldjében és veséjében.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az alkalmazott molekuléris epidemioldgiai kulcsszerepii
onko/szuppresszor gén teszt rendszer hiien dbrazolta valamennyi vizsgalt vegylilet biologiai
hatasat. A DMSO (a DMSO stirlisége 1,1 g/em?), illetve a DMSO-tartalmu oldatok (az itt

alkalmazott koncentracioban) — melyeket gyakran hasznalnak kiilonb6z6é sejtkultara-
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kisérletekben — érdemben nem befolyésoljak a kiilonbozd biologiai funkcidkat. Az altalunk
vizsgalt Hras onko- és Trp53 tumorszuppresszor gének, mint a kémia karcinogenezis korai
biomarkerei, expresszi6 fokozddassal jelzik a szdvetet ért karcinogén artalmat. Potencidlis
kemopreventiv vegyiiletek ellensulyozhatjak a karcinogén hatast, csokkentve a biomarkerek
kifejez6désének mértékét, a pozitiv kontrollhoz hasonlitva. A DMBA — egy pluripotens és
teljes karcinogén [132] — novelte a vizsgalt gének expressziojat az altalunk tanulmanyozott
szervekben. Egy korabbi kisérletiinkben demonstraltuk, hogy a Hras és Trp53 kifejezddése
szignifikansan megemelkedik 24 oraval a DMBA-kezelés utan, néstény CBA/Ca (érzékeny
H-2k haplotipus) egerek mdjaban, tiidejében és veséjében. A korabbi kisérlet kovetkeztetései
erésen korrelalnak tanulmanyunk els6 fazisanak eredményeivel [133].

Mindazonaltal, a DMBA — a lipofil megoszlasnak [134] és metabolikus aktivacié hidnyanak
[135] koszonhetéen — nem gyakorolt jelentds hatast a Trp53 vesében bekovetkezd
kifejezddésére. A DMBA leginkébb a tiidére (ahol a CYP1A1 nagy mennyiségben van jelen),
a majra (ahol a CYP1A2 nagy mennyiségben van jelen), illetve olyan szovetekre nézve bir
jelentds karcinogén hatassal, ahol az aktivaldo enzimek nagymértékben megtalalhatdéak [133,
135, 136]. A tiidékarcinomakban észlelt megnovekedett Trp53 expresszio [137], valamint az
altalanos kémiai karcinogének altal fokozott I. fazisi metabolizald enzimaktivitas [138]
korrelal eredményeinkkel.

Az 1., 2. és 3. vegylilet 6nmagaban adva valamennyi kisérleti elrendezésben, valamennyi
vizsgalt szervben csokkent mértékii expresszié ndovekedést eredményezett, mint a DMBA-
kezelés, ami a vizsgalt quinazolin-tipusti molekulak lehetséges kemopreventiv hatasara utal.

A tirozin-kinazok jelentds szerepet toltenek be mind a mitogén-stimulalt, mind pedig az
onkogén-indukalt szignalizacids utvonalakban [6]. Az epidermalis novekedési faktor (EGFR)
¢s a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGFR) fontos alkotoelemei ezeknek a cellularis
proliferaciot serkentd masodlagos jelatviteli itvonalaknak [6], és tirozin-kinaz inhibitorokkal
gatolhatok [139].

Az 1. és 2. vegyiilet csokkentette a DMBA altal megndvelt Hras és Trp53 expressziot is
valamennyi vizsgalt szervben, minden kisérleti elrendezésben, a TKI hatasnak koszonhetden.
A TKI vegyliletek gatlo hatasa a tirozin-kinaz (TK) masodlagos jelatviteli utvonalra legalabb
48 oraig érvényesiil [140]. Ez a tény alatdmasztja az altalunk alkalmazott protokollt, a
DMBA-kezelés elott 24 6raval, a DMBA-val parhuzamosan, illetve a DMBA utan 24 o6raval
adott kisérleti vegyiiletekkel nyert eredményeket.

Sét, kordbban kimutattak, hogy az 1. vegyiilet TK gatlé hatassal (ICs50=70-100 pM) bir SW-
620 human vastagbél karcinoma sejteken [23]. Liu és munkatarsai kimutattak, hogy a PTK
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gatlas (genisztein altal) 48 oran keresztiil mérsékelte mind a bazélis, mind a PDGF altal
koszonhetden [140]. A Hras gén kifejez6édésében bekovetkezett redukcid Osszefligg a Ras
extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK) utvonal gatlasaval (ami az azonnali-Korali
génekhez kozvetit jelet, mint pl. a c-fos, c-jun, a kiilonboz6 transzkripcios faktorok
expresszidjanak novelése, ezaltal a sejtproliferacid serkentése érdekében), emiatt
kemopreventiv jellegiinek tekintheté [141]. S6t, Liu és mtsai, 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) teszt segitségével kimutattdk, hogy a PTK gatlas
csokkentette a ciklin D1, egy sejtciklus szabalyozo fehérje szintjét [140]. Ez a folyamat
csokkentette az ERK tutvonal aktivitasat, illetve a ciklin D1 indukalhatosagat [142], aminek
alacsonyabb mértékli sejtosztodas lett a kovetkezménye. Cheng ¢és munkatarsai
alatamasztottdk ezeket az eredményeket, kiemelve, hogy az 1929 sejtekben az oridonin
megallitotta a sejtciklust a G2M fazisban, illetve apoptdzist indukalt, mely az ERK-p53
elébb emlitett irodalmi adatok korreldlnak a kisérleti TKI vegyiiletek altal a majban —
valamennyi kisérleti elrendezésben — okozott Hras onkogén expresszio redukalasaval [6, 140,
142, 143]. Szintén igaz ez a korrelacio a Trp53 szuppresszor gén expresszidjaval kapcsolatban
IS.

Hasonl6 a helyzet a 3. és 4. vegyiilet esetében is, annyi kiilonbséggel, hogy a vesékben csak a
Hras kifejezodését tudtdk mérsékelten csokkenteni. Ez magyardzhatd részben a lipofil
agensek vesében torténd felszaporodédsaval, részben pedig a Trp53 malignus betegségekben
megfigyelhet6 talzott mértékli expresszidjaval: a Trp53 korai tilexpresszalddasa részben a
Hras (és a c-Myc) — karcinogén artalmak miatti — talzott kifejez6désének a kovetkezménye
[144]. A Trp53 fokozott mértékii megjelenése kulcsszereppel bir az EGFR TK utvonal
elinditasaban, aminek eredményeként csokken a sejtciklus intenzitdsa a GOGI1 féazisban
torténd megallas és apoptdzis indukcid kovetkeztében. Ennek hatalmas klinikai jelentdsége
van, pl. nem-kissejtes tiidékarcinomaban (NSCLC) szenvedé betegekben [145].

A 4. vegyiilettel kezelt csoport allatainak veséiben — a 3. és a 6. részben egyarant — emelkedett
Trp53 mRNS szintet detektaltunk. Ez az eredmény kiilonbozik attol, amit korabbi in vitro
vizsgalatok alapjan vartunk [23-25]. Mivel az 1., 2. és 3. vegyiilet altal kialakitott
génexpresszios mintazat megerdsiti ezeket az in vitro kisérleteket, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a 4. vegyiilet vesére kifejtett hatasat illetéen. A p53 Janus-arcu tulajdonsagu,
egyszere van pro-apoptotikus hatasa, és képes transzaktivalni olyan géneket, melyeknek a

terméke anti-apoptotikus fehérjeként funkcional [146]. A vizsgalati rendszeriink képes mas
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apoptotikus utvonalak jelzésére is, annak érdekében, hogy a 4. vegyiilet Trp53 expressziot
emeld hatdsa mogotti eseményeket is meghatarozhassuk, igy a jovoben mas apoptotikus
géneket is igyeksziink vizsgalni. A receptor tirozin-kinaz utvonalak, mint pl. az EGFR, magas
aktivitasa szamos malignus betegség (mint pl. a magas gradusu glioma vagy a
hemangioblasztoma) kifejlodésében szerepet jatszik [147]. S6t, Chang és munkatarsai
kimutattdk, hogy a primer tiidédaganatokban szenvedd betegekben (akikben nyirokcsomo
attéteket is diagnosztizalnak) a p53 ¢s EGFR mutdciok gyakran megeldzik a nyirokcsomo
attétek kialakulasat (az EGFR expresszio heterogenitdsa terapids aspektusban tekintendd)
[148]. Ezaltal az EGFR komplex biologiai természete potencialis lehetéséget teremt az EGFR
inhibitorok terdpias alkalmazasara a rakkezelés szamos teriiletén, ugymint proliferativ,
agiogén, invaziv vagy metasztatikus aspektusban [16]. Példaul az alkaloid tipust staurosporin
potens inhibitora a protein-kinaz C (PKC)-nek és a kiilonbozé PDGFR fehérjéknek. Azok a
molekuldk, melyek novekedési-faktor szignalizaciés Utvonalakat mérsékelnek, a PKC, a
foszfoinozitid specifikus foszfolipdz C és inozitol(1,4,5) trifoszfat-indukalt Ca®*-kiaramlés
gatlasan keresztiil [149], azok in vivo antitumoros hatassal rendelkeznek, és a kemopreventiv
vegyiiletek jotékony egészségiigyi hatdsat erdsitik. Az emlitett szignalizacidés utvonalak
gatlasa magyarazhatja a kisérleti vegyiileteink hatasat, és jelentds 6sszhangban all az in vivo
kisérleteink eredményeivel. Az in vivo modellen végzett el6z6 kisérletiink soran azt a
megallapitast tettilk, hogy a vizsgalt vegyiilet génexpresszidt csokkentd hatdsa fligg az
adminisztracios protokolltol is [117]. Egy kemopreventiv hatéanyag tobb ponton is
interakcioba Iéphet a tobblépcsds karcinogenezis folyamataval [150], példaul modosithatja a
membran transzportot, a metabolizmust, reaktiv szabadgyokoket semlegesithet, gatolhatja a
sejtosztodast, védheti a DNS szerkezeti integritasat, befolyasolhatja a DNS metabolizmust €s
javitast, valamint kontrollalhatja a gén expressziot [151]. Ezek alapjan példaként emlithetd,
hogy egy olyan vegyiilet, amely a karcinogén szervezeten beliili aktivalodasat gatolja, tobb
eredménnyel jar, ha a karcinogén agens elott keriil be a szervezetbe. Ezzel ellentétben egy
olyan hatéanyag, ami a metabolizmust befolyasolja, késébb kezd el dolgozni [152]. Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a vizsgalt vegylileteknek a tirozin-kinaz gatlason kiviil
van-e mas hatésa, illetve, hogy a DMBA karcinogenezisre kifejtett hatasuk fligg-e az
adminisztracié idejétdl, harom kisérleti elrendezést alakitottunk ki a DMBA ¢és a vizsgalt
vegylletek adagolasi sorrendjének alapjan. A kisérletiink eredményei talan hozzajarulhatnak
ezen vegyiiletek kemopreventiv hatasanak jovobeli feltérképezéséhez.

A génexpresszid protein szintézisre gyakorolt befolydsa microRNS-ek altali modifikacion

keresztiil valosul meg. A miRNS-ek 21-24 nukleotid (nt) hosszsagu, endogén, nem-kodold
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RNS molekulak, amelyek a multicellularis eukaridta organizmusokban a génexpresszio poszt-
transzkripcids ~ szabalyozdsdban jatszanak szerepet. Bizonyos miRNS-ek képesek
transzkripcios faktorokat szabalyozni, mint pl. a maj eredetli nuklearis faktort (HNF) [204].
Kutatocsoportunk szamos miRNS kisérlettel foglalkozott mar korabban, és azt allapitottuk
meg, hogy a miR-21 — 6sszhangban az irodalommal [153] — hatassal van a Trp53 és mas anti-
apoptotikus gén kifejezddésére. Jelen tanulmanyunk vizsgalatait tervezziik a késébbiekben

kiterjeszteni a miRNS mérések szintjére.

Kutatasunk masodik fazisaban pedig egy mar ismert és a klinikai gyakorlatban széleskdriien
alkalmazott hatdéanyag, az imatinib-mezilat esetleges kemopreventiv hatasat vizsgaltuk. Az
imatinib-mezilat egy kismolekulaju tirozin-kindz inhibitor, melyet a CML ¢és
gasztrointesztinalis stromalis tumor (GIST) kezelésében hasznalnak [84, 154]. A mi
kutatdsunk az els6k kozé tartozik, melyek az imatinib lehetséges kemopreventiv hatdsat
igyekeztek felderiteni. Ebben a rovidtava kisérletben a DMBA 4éltal okozott génexpresszios
valtozasokat vizsgaltuk a kisérleti allatok kiilonb6zo szerveiben. S6t, bioinformatikai analizis
segitségével igyekeztliink meghatarozni a kiilonb6z6 proto-onkogének (Hras, Kras, Myc), a
tumorszuppresszor, Trp53 gén, valamint 10, funkciondlisan korreldld gén kozotti
kapcsolatokat is. Eredményeink azt sugalljak, hogy az imatinib-mezilat rendelkezhet javito
szereppel a CML ¢s GIST-en kiviil egyéb betegségek tekintetében is.

A kisérletiink legfontosabb eredményei kozé tartozik, hogy a rovid tava DMBA kezelés 1)
novelte mindharom proto-onkogén (Hras, Kras, Myc) expressziojat az agyban és a vesében;
i) novelte a Kras és Myc szintjét a tiidében, nyirokcsomokban és a csecsemOmirigyben; iii)
fokozta a Trp53 tumorszuppresszor gén kifejez0dését, amely egy kémiai karcinogénnel
szemben tett adaptiv fiziologias ellenlépésnek tekinthetd. Ezek a jelenségek Osszhangban
allnak azon tanulméanyok eredményeivel, melyek a DMBA-t potens kémiai karcinogénnek,
ezaltal hatékony malignus tumort indukéalé szernek tekintik. A DMBA egy poliaromas
hidrokarbon vegyiilet, mely pontmutacidkat okoz olyan proto-onkogénekben, mint a Hras
[105]. Kisérletiinkben azt figyeltiikk meg, hogy a DMBA csokkentette a Hras, Kras és Myc
expresszigjat a majban €s a csontvelében. Ez a megfigyelés azzal lehet magyarazhato, hogy a
DMBA egy karcinogenezist indukald vegyiilet, melyet rendszerint egy karcinogenezist
promotald vegyiilettel pl. 12-O-tetradekanoilforbol 13 acetattal (TPA) szimultan alkalmaznak
[155]. Ebbdl kovetkezden eldfordulhat, hogy a maj és a csontveld esetében a DMBA
Oonmagaban nem elég a tumorgenezishez. A 1épben az emelkedett Myc szint volt az egyetlen

prominens ¢és szignifikdnS génexpresszids valtozas. Szdmos tanulmany szdmolt mar be a Myc
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tumorfejlodésben betdltott szerepérdl. Talan a legismertebb Osszefiiggés az, hogy majdnem
minden Burkitt limfoma sejtvonal hordoz mutaciot, ezaltal a Myc tulzott expresszidja
jellemzd rajuk, egylittesen valamely immunoglobulin nehéz vagy kénnyl lanc szabalyozé
egységének vagy mas, nem véletlenszerii szomatikus mutacioval [156, 157]. Ezek a tények jol
korreldlnak a mi eredményeinkkel, nevezetesen, hogy a DMBA kezelés fokozta a Myc
kifejezodését a Iépben és a nyirokcsomokban.

A Hras, Kras, Myc és Trp53 ttlzott mértékli expresszidja nagyobb jelentdséggel bir, tekintve,
hogy kiterjedt génhaldzattal rendelkeznek, a gén-gén interakciok pedig kiemelt jelentdségliek
a daganat-evolucid szempontjabdl [205]. A Zhx2-t (mas néven RAF) korabban 6sszefliggésbe
hoztak a Hodgkin limfomaval [158] és a hepatocellularis karcinomaval [159]; az Abil-nek

crer

crer

aberrans miikodését kimutattak glioblasztomakban [162] és kolorektalis daganatokban [163].
A Tsc2 gén (TSC komplex 2. alegység) egy tumorszuppresszor fehérjét kodol (tuberin),
sziv, méh és szem eredetli tumorokkal [164, 165]. A Huwel egy E3 ubikvitin ligdz fehérjét
kodol, amely sziikséges a kolorektalis karcindma és ovariumtumorok fejlédéséhez [166, 167].
A Cdkn2 (ciklin dependens kinaz inhibitor 2a) egy fontos tumorszuppresszor gén, melynek
mutéacioja szamos daganatos elvaltozasra hajlamosit, mint pl. urotelidlis karcindéma, ordkletes
melanoma, hasnyalmirigy-daganat vagy nem-kissejtes tiidé karcinoma [168-170]. Az Ndel
(nudE neuron fejlédéshez sziikséges fehérje 1) egy olyan proteint kodol, mely esszencidlis a
mikrotubulus-organizacidhoz és a mitozishoz, illetve korabbi tanulmanyok ravilagitottak az
akut és kronikus leukémiak fejlodésében betoltott szerepére [171, 172]. Az Mcm4
(mikrokromoszoma fenntarté komplex komponens 4) upregulaciojat irtdk le ovarium-, bor- és
nyelécsé daganatokban [173-175]. Az Eifde (eukariota transzlacio iniciacios faktor 4) proto-
onkogénként funkcional, mivel a fehérje termékérdl az a feltételezés terjedt el, hogy olyan
proteinek expresszidjat szabalyozza, melyek elengedhetetlenek a sejtciklus-progresszidhoz,
sejt-tuléléshez és motilitashoz. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy ez a transzlacios
faktor iranyitja a sejt-transzformaciot, tumorgenezist vagy tumor progresszidt a prosztata-
karcinomakban, limfomakban, kronikus mieloid leukémidban (CML), illetve tiido-
daganatokban [176].

Mint az a tanulmanyunkban szemléltetett proto-onkogének és tumorszuppresszor gének
kozott fenndlldo gén-gén interakcios haldzatbol lathatd, a rosszindulatu daganatok fejlddése

tobb transzformécios 1épésbol all, és szamos onkogén, valamint tumorszuppresszor gén

42



interakcidjanak fiiggvénye. Ez a halozat és események sorozata szdmos lehetOséget kinal,
hogy hatékonyan tudjuk befolyasolni a tumorgenezis folyamatat.

A tiidoben a proto-onkogének (Hras, Kras, Myc) kifejezédése és kapcsolataik mas,
transzkripcios faktort vagy sejtosztodast szabalyozo fehérjét kodold génekkel (Tcf4, Abil és
Zhx2) latvanyosan csokkent a kombinalt DMBA+TKI kezelés hatasara, mig a Trp53
expresszidja novekedett. A negativ kontrollhoz viszonyitva a Kras expressziojaban
bekovetkezett csokkenés szignifikdns volt. A csontvelében a DMBA+TKI kombindlt terapia
szignifikdnsan csokkentette a Kras proto-onkogén ¢és Trp53 tumorszuppresszor gén
kifejezddését és kapcsolatait. A DMBA+TKI kezelés szignifikdnsan tudta csokkenteni a
DMBA altal indukalt Myc proto-onkogén emelkedett expresszidjat és génkapcsolatait. A
Trp53 tumorszuppresszor gén kifejezddése szintén csokkent a kombinalt kezelést kovetden,
habér ez a csokkenés nem bizonyult szignifikdnsnak.

A rovidtava kisérletiink eredményei azt sugalljak, hogy a protein-tirozin-kinaz gatld
(imatinib-mezilat) kezelés - a DMBA kémiai karcinogénnel szimultan adagolva -
befolyasolhatja a vizsgalt proto-onkogének €s tumorszuppresszor gén kifejezddési mintazatat,
ezaltal az ezen gének altal irdnyitott tumorgenezist is.

Az imatinib-mezilat egy jol ismert kis molekulaju tirozin-kinaz inhibitor. Kutatasunkban ez a
hatdéanyag képes volt szignifikansan csokkenteni a Kras onkogén expressziojat a csontveldben
¢s a tiiddben, csaktigy, mint a Myc onkogén kifejezddeését a Iépben. Ezeken kiviil a Myc
MRNS szintje alacsonyabbnak mutatkozott a csontveldben, az agyban, a vesékben, a
tiidékben és a nyirokcsomokban. A Hras mRNS-el kapcsolatban hasonld eredményeket
kaptunk, miszerint csokkent a mennyisége a csontveldben, vesékben €s a tiidokben, habar
ezek az eltérések statisztikailag nem voltak szignifikansak. Ezen onkogének csokkent
expresszidja valoszinlsithetden az imatinib-mezilat tirozin-kindz gatld hatasanak
tulajdonithatd, mint azt mar a kozelmultban megjelent tanulmanyok igazoltdk. Tobbek kozott,
Lorri Puil és munkatarsai publikaltak, hogy a BCR-ABL mutacidé képes aktivalni a Ras
szignalizacios utvonalat CML-ben ugy, hogy direkt kapcsolatot 1étesit a Grb2 és mSosl
kozott, melyek felelések az inaktiv, GDP-kotott Ras géncsalad, GTP-kotott aktiv forméava
valo atalakitasaért. Ezaltal, a BCR-ABL kindz aktivitdsdnak gatlasa csokkentheti a RAS
szignalizaci6 intenzitasat CML-ben [177]. A Ras jelatvitel mellett a BCR-ABL indirekt
modon képes aktivalni a Myc-t vagy a Janus-aktivalt kinaz 2 (JAK2) [178], vagy a mitogén-
aktivalt protein-kinaz (MAPK) [179] utvonalon keresztiil. Ezen informaciok birtokaban azt
feltételezhetjiik, hogy az imatinib csokkentette a Myc expresszidjat még a DMBA-indukalt

fokozott mértéki kifejezddés elott. Callahan R. és munkatarsai felfedték, hogy az imatinib-
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mezilat képes volt emlé-tumorok teljes regresszidjat indukalni, illetve visszaallitani a
lobuloalveolaris fejlddést és laktaciot a Notch4 és Myc szignalizacié gatlasan keresztiil, mely
eredmény szintén aldtdmasztja az imatinib-mezilat terapias célii alkalmazasat a CML és
GIST-t6l eltérd betegségekben is [180].

A PDGEF izoformakat ¢s receptoraikat (PDGFR-k) a novekedési faktorok és receptor-tirozin-
kindzok prototipusainak tekintik tobb, mint 25 éve. Ezek elengedhetetleneck a normalis
gasztrulacidhoz, illetve kranidlis, neurondlis, kardidlis, pulmonalis, gasztrointesztinalis,
gonadalis, hematoldgiai, bor-, vese- ¢és vazrendszeri fejlddéshez, csakigy, mint a
vérképzéshez. Ezen hatésait olyan masodlagos jeldtviteli Gitvonalak befolydsolasan keresztiil
éri el, mint a Ras aktivalasa, valamint a lefelé iranyul6 Raf és MAPK kaszkadrendszer [181].
Mindazonaltal, a PDGFR génjének tulzott mértékii expresszidja vagy annak mutacidja tumor
kialakulashoz ¢és fejlédéshez vezethet [182]. A kozelmultban megjelent tanulmanyok
ravilagitottak, hogy mekkora szerepe van a PDGF receptoroknak a kiilonb6z6 idegrendszeri
daganatok fejlédésében, mint pl.: a glioblasztoma [183], ependimoéma [184], meningeoma
[185] és a schwanndéma (melyben a PDGFR mutacio altaldban a c-kit tilzott mértéki
aktivaciojaval parosul [186]) tekintetében. Az agydaganatokon kiviil a mutans PDGFR-k
jelentdségét szamtalan egyéb malignus betegség esetében hangsulyoztak, igy pl. a
dermatofibroszarkéma protuberansz [187], a gasztrointesztinalis stromalis tumor (GIST) [83],
az oszteoszarkoma [188], az alveolaris rabdomioszarkoma [189], a kronikus mieloid leukémia
(CML) [190], a prosztata karcinoma [191], a majdaganatok [192], a nem-Kissejtes
tiidékarcinoma [193], a kolorektalis karcindma [194] és a mellrak [195] esetében. Szamos
kisérlet tortént mar a PDGFR-k aktivitasanak korlatozasara, mint a tirozin-kinaz inhibitorok
(pl. 1matinib és szorafenib) vagy bizonyos antitestek, melyek célpontjai a kiillonb6z6 PDGF
izoformak vagy maguk a receptorok. Altaldnossagban elmondhato, hogy az antitestek sokkal
specifikusabb terapias molekulak, mindazonaltal adminisztraciojuk draga ¢és sokszor
kényelmetlen. A tirozin-kinaz gatlok nem annyira specifikusak, tobb kinaz gatlasara is
képesek - ennek kovetkeztében tobb mellékhatasuk is van -, mint pl. az imatinib, amely képes
gatolni a PDGFR-kat, az ABL kinazokat és az Ossejtreceptor c-KIT-et. Mindazonaltal a
tumorterapiaban elénydsebb lehet, ha a tumorgenezis tobb komponensét is gatoljuk [182].

A Kras, Hras és Myc tobb kiilonb6zd onkogén-tutvonalnak is a végrehajtoi, és kedvezo lenne,
ha egy molekulaval a tumorgenezisnek egy késobbi, kozos pontjat tudnank gatolni. A p53 a
legismertebb tumorszuppresszor fehérje, mivel képes sejtciklus leallast vagy sejthalalt
indukalni, amennyiben hipoxias koriilményeket vagy helyrehozhatatlan genetikai mutaciokat

észlel, ugyanakkor a Trp53 gén mutécidi a human daganatok tobb, mint felével 0sszefiiggésbe
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hozhato [196]. Egyre nd azon bizonyitékok szama, melyek szerint ezek a mutaciok un.
"funkcidveszté" muticiok, mindazonaltal a megvaltozott értelmi, un. "misszensz" mutaciok
(nem megfeleld bazispar beépiilése a DNS-be) olyan parhuzamos "funkcionyerés"-hez
vezethet, mely altalaban karos hatassal bir a sejtre nézve [197]. Szamos tanulmany
bizonyitotta, hogy a mutans p53-nak kulcsszerepe van a tumorfejlédésben, progresszioban és
invazidoban, mint pl. a mellrak [198], tiidérak [199], kolorektalis daganat [200], kiilonb6z6
agydaganatok, illetve gasztrikus adenokarcinoma [201] esetében. Jelen tanulmanyunkban a
rovid tava imatinib-mezilat kezelés - szimultan alkalmazva a DMBA-val - szembetiinéen
fokozta a Trp53 expresszidjat a tiiddben, mig csokkentette azt mas szervekben. Ezek az
eredmények a p53 tumorszuppresszor fehérje génjében bekovetkezd "funkcionyerd" mutaciot
valoszinisitenek, melyet az imatinib-mezilat igyekezett korrigalni az aberrans fehérje
szintjének csokkentésével.

A mostani és korabbi eredményeink alapjan az a véleményiink, hogy az imatinib-mezilat egy
igéretes kemoterapias molekula kiilonbozé malignus daganatok kezelésére és megeldzésére
egyarant azaltal, hogy csokkenti a proto-onkogének és a mutans tumorszuppresszor Trp53 gén

expresszigjat.
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7. Osszefoglalas

Kutatasunk célja kiilonb6z6 (preklinikai fazisban, illetve mar klinikai alkalmazasban 1évo)
TKI-k proto-okogének (Hras, Kras, Myc), illetve egy tumorszuppresszor gén (Trp53)
expressziojara gyakorolt hatdsdnak vizsgalata volt, DMBA-indukalt egér tumormodellben.
Kisérleteinkkel a vegytiletek lehetséges kemopreventiv hatédsait is szerettiik volna felderiteni.
Kutatasunk elsé fazisanak ,rovid-tava” in vivo Kkisérletének eredményei bizonyitékul
szolgalhatnak a négy vizsgalt vegyillet - (12)-1-(3,4-dihidroxibenzilidén)-3,4-
dihidro[1,4]oxazino[3,4-b]quinazolon-6(1H)-egy (1.  vegyiilet), N-(3-bromofenil)-6,7-
dimetoxi  quinazolin-4-amin (2.  vegyiilet), 2-benzil-1-(4-hidroxifenil)-3-metil-2,3-
dihidroimidazo[5,1-b]quinazolin-9(1H)-egy (3. vegyiilet) és 2-[(2E)-2-(3,4-
dihidroxibenzilidén)hidrazino]-N-(3-nitrofenil)-2-oxoacetamid (4. vegyiilet) feltételezett
antineoplasztikus és kemopreventiv hatasat illetden. Az ebben a vizsgélatban alkalmazott
molekularis epidemioldgiai biomarker modell bemutatja a malignus transzformacio elso
sejtszintli  1épéseit, csakigy, mint a lehetséges antitumoros beavatkozasokat. A
megallapitasaink arra utalnak, hogy az 1., 2. és 3. vegyiilet preventiv jelleggel bir a DMBA-
indukalt karcinogenezis korai Iépéseivel szemben. A 4. vegyiilet esetében igéretes
eredmények mutatkoztak a ma4jjal, tiidovel és csontveldvel kapcsolatban, de a vesét illetéen
csak a Hras expresszid tamasztja ald az in vivo eredményeket, igy tovabbi kutatdsok
szlikségesek.

Kutatasunk masodik fazisaban pedig arra deritettiink fényt, hogy az imatinib-mezilat
csOkkentheti a Hras, Kras, Myc és Trp53 gének kifejezodését bizonyos szervekben, 24 oraval
az egyszeri TKI dozis beadasat kovetden, DMBA-indukalt egér tumormodellben. Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy az imatinibnek lehet preventiv és kurativ szerepe is a
malignus daganatok esetében.

Osszegzésképpen elmondhato, hogy a tirozin-kinaz gatld vegyiileteknek nem csupan a mar
kialakult daganatos betegségek esetében lehet terapias hatdsa, hanem a nagyfokt karcinogén
artalomnak kitett szervezet esetében kemopreventiv jelleggel is birhatnak. Ezen tulajdonsag
megerdsitésére szamos tovabbi in vitro €s in vivo kisérlet sziikséges, melyek segithetik a

daganatmegel6z6 hatassal bird gyogyszerek fejlesztését.
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Summary

The aim of our research was to examine the effects of several (preclinically tested and
clinically used) protein tyrosine kinase inhibitors on the expression of proto-oncogenes (Hras,
Kras, Myc) and tumorsuppressor gene (Trp53) in a DMBA-induced mouse tumour model. In
addition, we wanted to assess the possible chemopreventive effects of these drugs in the same
tumour model to help drug- or nutraceutical food development.

The results of the first phase experiments prove that the four examined compounds - (12)-1-
(3,4-dihydroxibenzilidene)-3,4-dihydro[1,4]oxazino[3,4-b]quinazolone-6(1H)-1 (1
compound), N-(3-bromophenyl)-6,7-dimetoxy quinazoline-4-amine (2" compound), 2-
benzyl-1-(4-hydroxiphenyl)-3-methyl-2,3-dihydroimidazo[5,1-b]quinazoline-9(1H)-1 (3"
compound) and 2-[(2E)-2-(3,4-dihydroxibenzilidene)hydrazino]-N-(3-nitrophenyl)-2-
oxoacetamide (4™ compound) have possible antineoplastic and chemopreventive effects. The
molecular biological marker applied in this study shows the first cellular steps of malignant
transformation, as well as the possible antitumor interventions. Our results suggest that
compound 1, 2 and 3 have preventive effects against the early steps of DMBA-induced
carcinogenesis. In connection with compound 4, we gained promising results from the liver,
lungs and bone marrow, however, in the kidneys, only Hras expression supported the in vivo
results, therefore further work is needed.

In the second phase of our study we revealed that imatinib mesylate was able to decrease the
expression of Hras, Kras, Myc and Trp53 genes in certain organs, 24 hours after TKI
administration in the DMBA-induced mouse tumour model. These results suggest that
imatinib might have both preventive and curative role in malignant hematologic and solid
tumours.

In conclusion we can state, that tyrosine kinase inhibitors can have not only therapeutic
potential in the treatment of malignant diseases, but also chemopreventive effects in the case
of high carcinogenic exposure. To confirm this hypothesis further studies are needed.
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