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1. BEVEZETES

A protein kinazok (PK) kulcsfontossagu szerepet toltenek be olyan sejtszintli folyamatokban, mint
példaul a metabolizmus, proliferaciod, apoptdzis, immunvalasz vagy idegrendszeri funkciok. A PK-k
cellularis fehérjék foszforilalasan keresztill szabalyozzak a kiilonb6z6 enzimmiikodéseket,
meghibasodasuk pedig szamos patologids allapothoz vezethet, mint példaul daganatos

megbetegedések vagy gyulladasos folyamatok.

A rosszindulati daganatok Osszetett betegségek, melyekre a sejtek kontrollalatlan osztodasa jellemzo.
Jelenleg nyolc f6 tulajdonsagot emlithetiink az efféle daganatos sejtekkel kapcsolatban, melyeket a
tumorfejlédés soran sajatitanak el, és melyekkel jol magyarazhato a természetiik. Ezek a tulajdonsagok
a kovetkezok: folyamatos osztodas, a novekedési szabalyozok kikeriilése, a programozott sejthalallal
szembeni ellendllds, replikdcios immortalitas elérése, invazid, attétképzés, elrejtézés az
immunrendszer el6l, valamint az energiahaztartdas Ujraprogramozasa. A protein kinazok a
tumorfejlédés tobb kiilonboz6 allomasan jatszanak szerepet, mint példaul a folyamatos osztodas, a
novekedési szabalyzok kikeriilése vagy az invazio és attétképzés. Ezekbdl kifolyolag, a PK-k az egyik
legintenzivebben tanulmanyozott gydgyszercélpontta valtak az elmult 2 évtizedben a daganatokkal

szembeni kiizdelemben.

Kanner és mtsai 1991-ben felvetették, hogy a p120 mind a non-receptorialis, mind a ligand-aktivalt
transzmembran tirozin kinazoknak és szerin/treonin kindzoknak (Ser/ThrK) szubsztratja. Ezen tal
pedig a mitogén-stimulalt és tirozin kindz onkogén-indukalt szignalizacios utvonalaknak is

alkotoeleme. Ez az elmélet bizonyitast nyert, és elkezdddott a ,,protein kindzok kora”.

Napjainkig a human PK csaladnak 518 tagjat fedezték fel, melyeket 9 csoportba oszthatunk. Koziilik
a tirozin kinazok (TK) — és gatlé molekulaik — a daganatterapia legigéretesebb célpontjai. A TK-ok
tovabbi két csoportra oszthatok: receptor és nem receptor tirozin kinazok. A receptor tirozin kinazok
(RTK) transzmembran fehérjék, melyek egy extracellularis ligand-koto és egy intracellularis kinaz
doménbdl allnak. A nem receptor tirozin kindzok pedig a citoszolban, a sejtmagban vagy a plazma
membran belsd felszinén talalhatoak, és a sejtosztodasban, valamint a differenciacio szabalyozasaban
vesznek részt. A TK-ok miikodése szigora kontroll alatt all. A nem oszt6do sejtekben a kinaz aktivitas
alacsony. Ezzel ellentétben, a rakos sejtekben mérhetd6 TK expresszido extrém mértékben
megemelkedik, amely a kiilonb6z6 mechanizmusok eredményeképpen kialakul6 ligand vagy receptor
tulexpresszionak koszonhetd. Amennyiben protein kinaz inhibitorokkal (PTKi) csokkenthetnénk a
masodlagos szignalizacids Gtvonal intenzitasat, az hatékony lehetne a daganatellenes terapiaban. Sét, a
molekularis folyamatok mérséklésével talan a daganatok prevencidjara is lehetdségiink nyilna
nagyfoku karcinogén artalomnak Kitett egyénekben (pl. vegyiparban, mérgezé vegyszerekkel dolgozok
esetében), mely — mint minden betegség tekintetében — kiemelt fontossagli a daganatos betegségek

csokkentése szempontjabol. Kutatasainkat abban a szellemben végeztiik, hogy megprobaljunk részben



ismert, részben kisérleti fazisban 1€vo, tirozin-kinaz gatld hatassal bir6 molekulakat vizsgalni abban a
tekintetben, hasznalhatok lennének-e daganatmegel6z6 (un. kemopreventiv) hatasti gyogyszerként

vagy taplalékkiegészitokeént.

Hollosy és Kéri szamos olyan PTKi aktivitassal rendelkezd vegyiiletet azonositott, melyek masodlagos
novényi metabolitbol szarmaznak. A szerkezeti aktivitas azonositasat és a kémiai modositassal torténd

optimalizaciot kovetd in vitro tesztelés utan tobb daganatellenes gyogyszerjel6lt molekula sziiletett.

A 7,12- dimetilbenz[a]antracén (DMBA) egy széleskorien alkalmazott policiklikus aromas
szénhidrogén vegyiilet, mely karcinogenezist kezdeményez kiilonb6z6 onkogén mutaciok indukalasan
keresztiil, mint pl. a Hras és Kras, melyeknek expresszidja megemelkedik. Ezen mutaciok
eredményeképpen tiidé tumor, laphdmsejt karcindma, vaszkularis daganatok (hemangiomak),
intesztinalis, eml6, méh vagy hematologiai eredett malignus betegségek alakulnak Ki.
Kutatocsoportunk  kifejlesztett egy allatmodellt a kiilsé karcinogének hatisara bekovetkezett
onko/szuppresszor génexpresszid valtozas vizsgalatira, 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. Ezt a modellt korabban mar alkalmaztak human

citosztatikus vegyiiletek karcinogén hatasanak vizsgalatara.

Kisérleteink els6 felében 4, egyelére preklinikai kisérletekben szereplé PTKi molekula, a (12)-1-(3,4-
dihidroxibenzilidén)-3,4-dihidro[1,4]oxazino[3,4-b]quinazolon-6(1H)-egy, N-(3-bromofenil)-6,7-
dimetoxi quinazolin-4-amin, 2-benzil-1-(4-hidroxifenil)-3-metil-2,3-dihidroimidazo[5,1-b]quinazolin-
9(1H)-eqy és 2-[(2E)-2-(3,4-dihidroxibenzilidén)hidrazino]-N-(3-nitrofenil)-2-oxoacetamid
potencialis antineoplazias ¢és kemopreventiv tulajdonsagait tanulmanyoztuk DMBA-val kezelt

egereken.

Kutatasunk masodik felében pedig az imatinib mezilat esetleges kemopreventiv hatasait
vizsgaltuk szintén DMBA-kezelt egereken, a Hras, Kras, Myc és Trp53 gének csontvel6ben,
agyban, vesében, majban, tiidében, nyirokcsomoban, Iépben és csecsemémirigyben mért

expresszidinak tanulméanyozasan keresztiil.



CELKITUZESEK

A kutatas els6 felében a 4 kisérleti vegyiilet hatasanak vizsgalata a Hras gén expressziojara
DMBA-val kezelt egerek majaban, tiidejében, csontvelGjében és veséjében.

A 4 Kkisérleti vegylilet hatasanak vizsgalata a Trp53 gén expresszidjara DMBA-val kezelt
egerek majaban, tiidejében, csontveldjében és veséjében.

A kutatds masodik felében az imatinib mezilat hatasanak vizsgalata DMBA-val kezelt
egerekben a Hras, Kras, Myc, Trp53 gén csontveldi, agyi, vese, maj, tiid6, nyirokcsomo, 1ép
€s csecsemOmirigy expressziojara.

Lehetséges génkapcsolatok felderitése a Hras, Kras, Myc, Trp53 gének esetében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kutatasban alkalmazott valamennyi protokollt a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Allatkisérleti
Bizottsaga engedélyezte (BA 02/2000-16/2011). Az allatokat konvencionalis allathazban, standard
méretll ketrecekben tartottuk, egy-egy ketrecben 6 allatot helyeztiink el. Az allathazban 22-24 °C
kozotti atlaghémérséklet uralkodott, illetve 12-12 éras sotét és vilagos peridodusok valtottak egymast.
Az allatoknak szabad hozzaférést biztositottunk a vizhez és a standard ragesalotaplalékhoz a kisérlet

teljes id6tartama alatt.

3.1. A 4 Kkisérleti vegyiilet (Vichem Chemie Kft., Budapest, Magyarorszag) hatasanak vizsgalata
a Hras és Trpb3 gének expressziojara DMBA-val kezelt egerek majaban, tiidejében,

csontveldjében és veséjében
3.1.1. Kisérleti dllatok és kisérleti elrendezés

6-8 hetes (20+4 g), konvencionalis kériilmények kozott nevelt, CBA/Ca fajtaja H-2" haplotipusu
egereket vizsgaltunk (minden csoportban 6 ndstényt). Két kontrollcsoportot alakitottunk ki (egy
pozitiv és egy negativ) az eredmények Osszehasonlitasahoz (1. abra). Minden egyes vizsgalando
vegyiilet hatasanak tanulmanyozasahoz 4 kisérleti csoportot hoztunk 1étre. 24 6raval az utols6 DMBA

vagy kisérleti vegyiilettel torténd kezelést kovetden az allatok életét kiméletesen kioltottuk.

Elsé csoport - negativ kontroll: 6 egér DMSO Masodik csoport - pozitiv kontroll: 6 egér DMBA

Harmadik csoport - parhuzamos kezelés Negyedik csoport - elékezelés a vegyiilettel

6 egér 1. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 1. vegyiilet, 24 6ra malva DMBA
6 egér 2. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 2. vegyiilet, 24 6ra malva DMBA
6 egér 3. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 3. vegyiilet, 24 6ra milva DMBA
6 egér 4. vegyiilet és DMBA egyiitt 6 egér 4. vegyiilet, 24 6ra mulva DMBA

Otddik csoport - utokezelés a kisérleti vegyiilettel [Hatodik csoport - nallo kezelés a 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 adés nincs)
6 egér DMBA, 24 6ra mulva 3. vegyiilet 6 egér 3. vegylilet (DMBA adas nincs)
6 egér  DMBA, 24 6ra mulva 4. vegyiilet 6 egér 4. vegyiilet (DMBA adas nincs)

1. tablazat. A kisérlet els6 fazisanak elrendezése. DMSO: 10 mg/kg i.p., DMBA: 20 mg/kg i.p., 1-4. vegyiilet:
10 mg/kg i.p.



3.1.2. RNS izoldlas és génexpresszio vizsgalatok

Az allatok életének kiméletes kioltasa utan eltavolitottuk a majukat, a tiideiket, a csontveldjiiket,
illetve a veséjiiket, é&s minden szervbdl 100-100 mg-ot eltettiink tovabbi feldolgozas céljabol. A mintak
homogenizalasa utan totalis mennyiségi cellularis RNS-t izolaltunk TRIZOL reagens segitségével
(Invitrogen, Paisley, UK). Az RNS mindségét denaturald gél-elektroforézis és 260/280 nm-en toérténd
abszorpcié méréssel (A260/A280 > 1,8) allapitottuk meg. A sziikséges higitas elvégzése utan 10 pg
RNS-t dot-blottoltunk Hybond N nitrocelluléz membranra (ECL kit, Amersham, Little Chalfont,
Egyesiilt Kiralysag), majd pedig Trp53 és Ha-ras génekre specifikus kemilumineszcens probakkal
hibridizaltuk (Szeberényi J. Professzor, Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Magyarorszag). Az RNS
izolacioja, hibridizalasa és detektadlasa a gyartd instrukcidinak megfeleléen tortént. A
kemilumineszcens jeleket rtg filmeken detektaltuk, a filmeket beszkenneltiik, és a Quantiscan (Biosoft,
Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) nevii szamitogépes szoftver segitségével értékeltiik. A konstitutivan
kifejez6d6 p-aktin-nal rehibridizalt membranok szolgaltak a gén expresszid Osszehasonlitisdnak

bazisaként. Az eredményeket a f-aktin expresszidjanak hanyadosaként fejeztiik ki.

3.1.3. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist t-teszttel végeztiik, melyet az SPSS statisztikai szoftver segitségével hajtottunk
végre. Az oszlopok folotti savok kétszeres standard deviaciot jeleznek. Az expresszids aranyokban
tapasztalhato kiilonbségek szignifikancidjat a t-teszt alapjan hataroztuk meg, és statisztikailag

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

3.2. Az imatinib mezilat esetleges kemopreventiv hatasanak vizsgalata DMBA-val kezelt

egerekben
3.2.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

6-8 hetes (25+5 g), hagyomanyosan nevelt NMRI tenyésztésti egereket (csoportonként n=12, 6 him és
6 nostény) vizsgaltunk. Harom allatcsoportot alakitottunk ki (2. abra). Az els6 csoport tagjait — akik
negativ kontrollként szolgaltak — intraperitonedlisan (i.p.) kezeltiik a hatéanyagok vivéanyagaval
(kukorica olaj). A masodik 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 szimultin kezeltik ip. 10
mg/ttkg dozisti imatinib mezilattal (4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]-N-[4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-
pirimidinilJamino]-fenillbenzamid-metanszulfonat — Novartis Pharma GmbH termék, gyari nevén
Glivec) és 20 mg/ttkg dozisti kukorica olajban oldott i.p. DMBA-val. 24 6raval az injekciok beadasa
utan az allatok életét kiméletesen, tulaltatassal (ketamin/xylazin 50/5 mg/ttkg) kioltottuk, majd

eltavolitottuk a majukat, 1épiiket, veséjiiket, tlidejiiket, csecsemOmirigyiiket, csontveldjiiket és az



agyukat. A szerveket gyorsfagyasztas céljabol folyékony nitrogénbe helyeztikk, majd tovabbi
vizsgalatokhoz -80 °C-on taroltuk.

-8 hetes nem-transzgenikus

(MMRI) egerek i.p. injekcio 24 gra milva mintavétel minta tdroldsa és
£ EENEXPresszios
1. csoport/ * A Q}I analizis
n=12 - \_:> o _
- - " A

kezeletlen kontroll - mEij
*  tiidd

2. csoport A, - .
n=12 = [ |_> - |_:>
= csontveld
20mg/ttkg DMBA * nyirokcsomak
kukorica olajban o mm
*  CSECSEMOmIrigy
3. csoport L, - . '\.: VESE _./J
=12 - A ::> - {w?
20mg/ttkg DMBA +

10 mg/ttkg imatinib mezilat kukorica clajban

2. abra. A kisérlet masodik felének elrendezése.

3.2.2. RNS izoldlas

Minden szervb6él 100 mg szdvetmintat homogenizaltunk MagNA Lyzer Green Beads csovekben
(Roche (Magyarorszag) Kft.) a MagNA Lyzer eszkoz segitségével (Roche (Magyarorszag) Kft.).
Teljes RNS mennyiséget izolaltunk a szdvet 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.

3.2.3. Génexpresszio vizsgdlatok

Egylépéses PCR vizsgalatot végeztiink a Kapa SYBR FAST Egylépéses RTqPCR KIT (Kapa
Biosystems) segitségével LightCycler 480 qPCR platformon, egy 96-lyukil lemezen. A vizsgalat

magaban foglalt reverz transzkripciot és target amplifikaciot is.

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

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, végiil 97 °C-on tovabb), hogy biztositsuk az amplifikacio
6



specificitasat. A fluoreszcens értékeket a AACp modszert kovetéen szamoltuk ki az Exor4d szotver
(Roche (Magyarorszag) Kft.) segitségével, a gén expressziokat pedig relativ mennyiségi értékekként

jelenitettiik meg.
3.2.4. Adatelemzés, statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzéset az R szotver és az SPSS 21.0 szotver (SPSS Inc., IL, USA)
segitségével végeztiik. Az mRNS-ek expresszios szintjében megjelend kiilonbséget kétmintas Student
t-probaval szamoltuk ki, és akkor tekintettilk szignifikansnak, ha p<0,05. A kiilonb6z6 kisérleti
csoportokban/szervekben megjelend génkapcsolatok bemutatdsara szolgald gén-gén interakcios
halézatot a GeneMania Cytoscape 3.4.0. alkalmazds hasznalataval készitettilk el. Fizikai,
koexpresszios €s gén-gén interakciot elemeztiink. A hémérséklet-térképet pedig a Gene-E program

3.0.204 verzidjaval rajzoltuk meg.



4, EREDMENYEK

4.1. A 4 kisérleti vegyiilet (Vichem Chemie Kft., Budapest, Magyarorszag) hatiasanak vizsgalata
a Hras és Trpb3 gének expressziojara DMBA-val kezelt egerek majaban, tiidejében,

csontveldjében és veséjében

A DMBA 6nmagaban adva emelte a vizsgalt kulcsszerepli onko/szuppresszor gének expressziojat,
kozel az Gsszes szervben, majdnem minden kisérleti részben. A DMSO 6nmagaban — ami negativ
kontrollként szolgalt, és a DMBA oldoszereként hasznaltuk —, valamennyi szervben elenyészd
befolyassal birt a vizsgalt gének expresszidjara. Altalinossagban elmondhatd, hogy a kisérleti
vegyiiletek — parhuzamosan, 24 6raval a DMBA kezelés el6tt vagy 24 oraval a DMBA kezelés utan

adva — jelent6sen csokkentették a vizsgalt gének DMBA-indukalt talzott mértékii expressziojat.
4.1.1. Maj

Mind a 4 vegylilet csokkentette a Hras DMBA-indukalt fokozott kifejezédését. Az 1. vegyiilet
leginkabb utokezelésként (2 DMBA adminisztracié utan 24 o6raval) alkalmazva, az 6todik részben
csokkentette a Hras expresszidjat. A 2. és 3. vegyiilettel torténd eldkezelés (24 o6raval a DMBA elétt)
szignifikansan (p<0,05), egészen a negativ kontroll allatokban detektalt szintre csokkentette a Hras
kifejez6dését. A DMBA és a 4. vegylilet parhuzamos adminisztracidja (harmadik rész) szintén
mérsékelte a Hras fokozott expresszidjat. A majban mérheté Trp53 kifejezddést az 1. és 4. vegyiilet
volt képes csokkenteni a harmadik, negyedik és 6todik rész protokollja szerint alkalmazva. Az 1.
vegyiilet nem ért el statisztikailag szignifikans valtozast a génexpresszio szintjében. A 4. vegyiilet, a
DMBA-val parhuzamosan adagolva szignifikansan (a negativ kontroll szintjére) csokkentette a Trp53

MRNS mennyiségét.
4.1.2. Tidé

Mind a 4 tirozin kinaz gatldé vegyiilet csokkentette a Hras gén kifejezddésének mértékét a negativ
kontroll szintjére. A pozitiv kontrollhoz hasonlitva ez a csdkkenés szignifikans mértékii (p<0,05). A 2.
vegyiilet hatékony gatlészernek bizonyult a negyedik részben. A DMBA-val parhuzamosan
alkalmazva (harmadik rész), a 4. vegyiilet jelentdsen (p<0,05) (a negativ kontroll szintjére)
csokkentette a Hras expressziojat. Az 1. vegylilet szignifikdnsan cs6kkentette a DMBA altal megemelt
Trp53 mRNS szintet a harmadik, negyedik és 6todik részben. A 2. és 3. vegyiilettel torténd kezelés
szintén csOkkentette a p53 expressziojat a harmadik, negyedik és 6todik részben, melyek koziil a

negyedik és 6todik részben bekovetkezett valtozas tekinthetd szignifikansnak (p<0,05).

4.1.3. Csontvelo

A kisérleti vegyiiletek mérsékelték a DMBA-indukalt emelkedett Hras mRNS szintet. A 2., 3. és 4.
vegyiilet szignifikansan csokkentette a Hras expressziojat (p<0,05) a kisérlet harmadik, &todik és

hatodik részében. Az 1. vegyiilet szintén szignifikans (p<0,05) redukciét ért el a Hras kifejez6désében,
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elé,-illetve utdkezelésként alkalmazva (negyedik és 6todik rész). Mind a négy vegyiilet csokkentette a
Trp53 expresszidjat valamennyi kisérleti részben (harmadik, negyedik és 6todik rész). Az 1. és 3.
vegylilet egészen a negativ kontroll szintjéig mérsékelte a Trp53 kifejez6dését. A 4. vegyiilet
szignifikansan (p<0,05) csokkentette a Trp53 expresszidjat mindharom kisérleti részben (harmadik,
negyedik és 6todik rész). A 2. vegylilet altal kifejtett mérsékl hatas nem bizonyult szignifikdnsnak a
harmadik részben, de az el6-és utokezelési kisérleti elrendezésben (negyedik és 6todik rész) jelentésen

csokkent a Trp53 expresszioja.
4.1.4. Vese

Mind a 4 vizsgalt vegyiilet csdkkentette a Hras gén kifejezodésének mértékét a pozitiv kontrollhoz
viszonyitva. Az 1., 2. és 3. vegyiilet szignifikansan redukalta a Hras gén expresszidjat a harmadik,
negyedik és 6todik kisérleti elrendezésben (p<0,05). Az 1. és 2. vegyiilet a negativ kontroll szintjére
csOkkentette a Hras mRNS mennyiségét. A harmadik és negyedik kisérleti részhez viszonyitva a 3.
vegyiilet nagyobb mértékii redukcidt eredményezett a Hras 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 kifejezodésében. Az 1. és 2. vegyiilet csokkentette a Hras és Trp53 gének
expresszidjat minden kisérleti elrendezésben. Ez a mérséklédés szignifikans volt (p<0,05), kivéve a 2.
vegyiilet hatasa a Trp53 tekintetében, a negyedik részben. A 3. és 4. vegyiilet szignifikansan (p<0,05)
csokkentette a Hras kifejezdédését a harmadik, negyedik és 6todik részben. A 3. vegyiilet — a DMBA-
kezelés elott és utan alkalmazva (harmadik és negyedik rész) — novelte a Trp53 gén expresszidjat az
allatok veséjében. A 4. vegyiilet 6nmagaban, illetve a DMBA-val parhuzamosan alkalmazva szintén

novelte a Trp53 mRNS szintet a vesékben.

4.2. Az imatinib mezilat esetleges kemopreventiv hatasanak vizsgalata DMBA-val kezelt

egerekben
4.2.1. Génexpresszié

Csontvelo

A csontvelében a DMBA injekci6 csokkentette a Hras, Kras é¢s Myc expressziojat, és novelte a TrpS3
kiejezodését. A DMBA+imatinib mezilat kombinacié még tovabb csokkentette a Hras, Kras és Myc
expressziot. A negativ kontrollhoz viszonyitva, szignifikansan alacsonyabb Kras expresszi6 volt
kimutathatd6 a masodik (p<0,05) és harmadik (p<0,05) kisérleti csoportban. A kombinalt kezelés
szintén szignifikdnsan (p<0,05) csokkentette a tumorszuppresszor Trp53 gén kifejezddését,

Osszehasonlitva az els6 (kontroll) és harmadik (DMBA+imatinib mezilat) csoportot.



Agy

A negativ kontrollhoz viszonyitva, a DMBA adminisztraci6 emelkedett proto-onkogén ¢és
tumorszuppresszor génexpressziot eredményezett az agyban, bar ezek az eltérések nem bizonyultak
szignifikansnak. 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

expresszidjat. A szimultan DMBA és TKI kezelés csokkentette a vizsgalt gének kifejezodését.
Maj
A DMBA adminisztracio csokkentette a Hras, Kras, Myc és Trp53 gének kifejezodését. A kombinalt

DMBA+TKI kezelés hatasara a gének expresszidjaban bekdvetkezett csokkenés mérséklodott.
Tiid6é

A tiidékben a Kras (p<0,05), Myc és Trp53 mRNS szintje emelkedett, mig a Hras gén kifejez6dése
csokkent a DMBA injekcidé hatasara. A DMBA és TKI szimultan adagolasa csokkentette a proto-
onkogének (Hras, Kras, Myc) expressziojat, és ndvelte a Trp53 mRNS szintjét.

Nyirokcsomo6

A nyirokcsomokban a DMBA csokkentette a Hras kifejez6dését, mig a Kras és Trp53 gének
expresszidjat novelte, amely ndvekedés valtozatlanul megmaradt a kombinalt DMBA és TKI kezelést
kovetden is. Mindazonaltal a Myc expresszidja ndvekedett a DMBA kezelés hatasara, de csokkent a
DMBA ¢és TKI egyiittes adasanak eredményeképpen. Azonban az mRNS szintjében bekovetkezett

valtozas statisztikailag nem volt szignifikdns.
Lép
A Hras és Kras gének kifejezodése csokkent a DMBA injekcid hatasara, azonban nem valtozott a

kombinalt DMBA ¢és TKI adminisztraciot kovetden. A DMBA injekcid ndvelte a Myc expresszidjat
(p<0,05), a kombinalt kezelés (DMBA+TKI) pedig csokkentette a Trp53 kifejezédését.

CsecsemOmirigy

A csecsemOmirigyben emelkedett a Kras, Myc és Trp53 expresszidoja DMBA hatasara, mig a Hras
kifejezodése csokkent. A kombinalt DMBA és imatinib mezilat adminisztracié kovetkezményeként a
Kras ¢és TrpS3 kifejez0dését alacsonyabbnak mértiik, mint a negativ kontroll allatok esetében.
Réadasul, a Myc expresszidja emelkedést mutatott, mig a Hras kifejezOdése valtozatlan maradt a

kombinalt kezelést kovetden.
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4.2.2. Génkapcsolatok

Szignifikans eltéréseket figyeltiink meg a csontveld, tiidok és 1ép génexpresszidos mintdzataban. A
halozati analizisiink pedig azt mutatja, hogy a Hras, Kras és Myc proto-onkogének, valamint a Trp53
tumorszuppresszor gén Kiterjedt kapcsolati rendszerben all mas szabalyozo génekkel. A Zhx2 (amely
RAF-ként is ismert) egy homodimer transzkripciés faktor, amely a cinkujji és homeobox
géncsaladhoz tartozik, 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 sejtosztodasban. A Tcf4 (transzkripcios faktor 4) esszencialis a
neuronalis fejlddéshez, a Tsc2 (TSC komplex alegység 2) gén egy tumorszuppresszor fehérjét kodol
(tuberin), melynek mutaciéi (a Tscl altal kodolt hamartin fehérje mutacidival egyiitt) felelések a
sclerosis tuberosa komplex kialakulasaért. A Huwel gén kodolja az E3 ubikvitin ligaz proteint, amely
az MCL1 (mieloid sejtes leukemia szekvencia 1 (Bcl-2 kapcsolt)) anti-apoptotikus fehérje
ubikvitinacidjaért és degradaciodjaért felelds. A Cdkn2a (ciklindependens kinaz inhibitor 2a) egy fontos
tumorszuppresszor gén, amelynek legalabb 3 alternativ splicing variansa ismert. Ezen variansok koziil
kett6 CDK4 inhibitort kodol, egy pedig egy p53 stabilizald fehérjét, ezaltal a Cdkn2a kiemelkedd
szerepet jatszik a sejtciklus G1 kontrolljaban. Az Ndel (nudE idegrendszeri fejlédést szabalyozo
fehérje 1) gén egy olyan fehérjét kodol, melynek fontos szerepe van a mikrotubulus organizacidban,
mitézisban és neuronalis vandorldsban, és melynek mutacidja Osszefiiggésbe hozhatdo a
lisszenkefaliaval. A Kmt5a (lizin metiltranszferaz 5a) egy transzkripcids represszor fehérjét kodol, és
fontos a sejtosztodashoz, valamint a kromatin kondenzaciohoz. Az Mcm4 (minikromoszéma fenntarto
komplex komponens 4) gén egy nagymértékben konzervalt fehérjét kodol, és az eukariota genom
replikacidjanak iniciaciojaban van szerepe. Az Eifde (eukariota transzlacio iniciacios faktor 4E) proto-

onkogénként funkcional, mivel a terméke el6segiti a transzlacio elindulasat.
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5. MEGBESZELES

5.1. A 4 kisérleti vegyiilet (Vichem Chemie Kft., Budapest, Magyarorszag) hatiasanak vizsgalata
a Hras és Trpb3 gének expressziojara DMBA-val kezelt egerek majaban, tiidejében,

csontveldjében és veséjében

Az altalunk vizsgalt Hras onko- és Trp53 tumorszuppresszor gének, mint a kémia karcinogenezis
korai biomarkerei, expresszid fokozodassal jelzik a szovetet ért karcinogén artalmat. A DMBA névelte
a vizsgalt gének expresszidjat az egerek majaban, tiidejében és veséjében. Mindazonaltal, a DMBA — a
lipofil megoszlasnak és metabolikus aktivacido hianyanak kdszonhetéen — nem gyakorolt jelentds
hatast a p53 vesében bekdvetkezo kifejezodésére. A DMBA leginkabb 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 hatdssal, ahol az aktivald enzimek nagymértékben

megtalalhatoak.

Az 1., 2. és 3. vegyiilet 6nmagaban adva valamennyi kisérleti elrendezésben, valamennyi vizsgalt
szervben csokkent mértékli expresszio novekedést eredményezett, mint a DMBA-kezelés, ami a

vizsgalt quinazolin-tipust molekulak lehetséges kemopreventiv hatasara utal.

Az 1. és 2. vegyiilet csokkentette a DMBA altal megnovelt Hras és Trp53 expressziot is valamennyi
vizsgalt szervben, minden kisérleti elrendezésben, a PTKi hatasnak koszonhetden. A PTKi vegyiiletek
gatld hatasa a tirozin kinaz (TK) masodlagos jelatviteli Gitvonalra legalabb 48 6raig érvényesiil. Ez a
tény alatamasztja az altalunk alkalmazott protokollt, a DMBA-kezelés el6tt 24 oraval, a DMBA-val

parhuzamosan, illetve a DMBA utan 24 6raval adott kisérleti vegyiiletekkel nyert eredményeket.

A Hras gén kifejezddésében bekovetkezett redukcio Osszefiigg a Ras extracellularis szignal-regulalt
kinaz (ERK) utvonal gatlasaval (ami az azonnali-korai génekhez kozvetit jelet, mint pl. a c-fos, c-jun,
a kiilonboz6 transzkripciés faktorok expresszidjanak novelése, a sejtproliferacié serkentése
érdekében), ezaltal kemopreventiv jelleglinek tekinthet6. 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 szabalyoz6 fehérje szintjét. Ez a folyamat csokkentette az ERK utvonal
aktivitasat, illetve a ciklin D1 indukalhatdsagat, aminek alacsonyabb mértékii sejtosztodas lett a

kovetkezménye.

Hasonl6 a helyzet a 3. és 4. vegyiilet esetében is, annyi kiilonbséggel, hogy a vesékben csak a Hras
kifejezodését tudtak mérsékelten csokkenteni. Ez magyarazhatoé részben a lipofil dgensek vesében
torténd felszaporodasaval, részben pedig a Trp53 malignus betegségekben megfigyelhet6 talzott
mértékii expressziojaval: a Trp53 korai tulexpresszalodasa részben a Hras (és a c-Myc) — karcinogén
artalmak miatti — talzott kifejezddésének a kovetkezménye. A TrpS3 fokozott mértékii megjelenése

kulcsszereppel bir az EGFR TK utvonal elinditdsaban, aminek eredményeként csdkken a sejtciklus
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intenzitasa a GOG1 fazisban torténé megallas és apoptodzis indukcid kovetkeztében. Ennek hatalmas

klinikai jelentésége van, pl. nem kissejtes tiidokarcinomaban (NSCLC) szenved6 betegekben.

A 4. vegyiilettel kezelt csoport allatainak veséiben — a 3. és a 6. részben egyarant — emelkedett Trp53
mRNS szintet detektaltunk. Ez az eredmény kiilonbozik attdl, amit korabbi in vitro vizsgalatok alapjan
vartunk. Mivel az 1., 2. és 3. vegylilet altal kialakitott génexpresszios mintdzat megerdsiti ezeket az in
vitro kisérleteket, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a 4. vegyiilet vesére kifejtett hatasat illetéen. A p53
Janus-arc tulajdonsagl, egyszere van pro-apoptotikus hatasa, és képes transzaktivalni olyan géneket,
melyeknek a terméke anti-apoptotikus fehérjeként funkcional. A vizsgalati rendszeriink képes mas
apoptotikus utvonalak jelzésére is, annak érdekében, hogy a 4. vegylilet p53 expressziot emeld hatasa
mogotti eseményeket is meghatarozhassuk, igy a jovoben mas apoptotikus géneket is igyeksziink

vizsgalni.

A receptor tirozin kindz Utvonalak, mint pl. az EGFR, magas aktivitasa szamos malignus betegség
(mint pl. a magas gradust glioma vagy a hemangioblasztoma) kifejlédésében szerepet jatszik. Sét,
Chang és mtsai kimutattak, hogy a primer tiidédaganatokban szenvedd betegekben (akikben
nyirokcsom¢ attéteket is diagnosztizalnak) a p53 és EGFR mutaciok gyakran megelzik a
nyirokcsom¢ attétek kialakulasat (az EGFR expresszido heterogenitasa terapias aspektusban
tekintendd). Ezaltal az EGFR komplex biologiai természete potencialis lehetdséget teremt az EGFR
inhibitorok terapids alkalmazasara a rakkezelés szamos teriiletén, tigymint proliferativ, agiogén,
invaziv vagy metasztatikus aspektusban. Példaul az alkaloid tipusu staurosporin potens inhibitora a
protein kindz C (PKC)-nek és a kiilonboz6 PDGFR fehérjéknek. Azok a molekuldk, melyek
novekedési faktor szignalizicids utvonalakat mérsékelnek, a PKC, a foszfoinozitid specifikus
foszfolipaz C és inozitol(1,4,5) trifoszfat indukalt Ca®*-kiaramlas gatlasan keresztiil, azok in vivo
antitumoros hatdssal rendelkeznek, és a kemopreventiv vegyiiletek jotékony egészségiigyi hatdsat
erdsitik. Az emlitett szignalizacids utvonalak gatlasa magyardzhatja a kisérleti vegyiileteink hatasat, és
jelentés Osszhangban all az in vivo kisérleteink eredményeivel. Az in vivo modellen végzett el6z6
kisérletiink soran azt a megallapitast tettiik, hogy a vizsgalt vegyiilet génexpressziot csokkentd hatdsa
fiigg az adminisztracids protokolltdl is. Egy kemopreventiv hatébanyag tobb ponton is interakcioba
Iéphet a tobblépcsds karcinogenezis folyamataval, példaul modosithatja a membran transzportot, a
metabolizmust, reaktiv szabadgyokoket semlegesithet, gatolhatja a sejtosztodast, védheti a DNS
szerkezeti integritasat, befolyasolhatja a DNS metabolizmust és javitast, valamint kontrollalhatja a gén
expressziot. Ezek alapjan példaként emlithetd, hogy egy olyan vegyiilet, amely gatolja a karcinogén
szervezeten beliili aktivalodasat, tobb eredménnyel jar, ha a karcinogén agens eldtt keriil be a
szervezetbe. Ezzel ellentétben egy olyan hatdanyag, ami a metabolizmust befolyasolja, kés6bb kezd el
dolgozni. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a vizsgalt vegyiileteknek a tirozin kinaz
gatlason kiviil van-e mas hatésa, illetve, hogy a DMBA karcinogenezisre kifejtett hatasuk fiigg-e az

adminisztracio idejétol, harom kisérleti elrendezést alakitottunk ki a DMBA és a vizsgalt vegyiiletek

13



adagolasi sorrendjének alapjan. A kisérletiink eredményei talan hozzajarulhatnak ezen vegytiletek

kemopreventiv hatasanak jovobeli feltérképezéséhez.

5.2. Az imatinib mezilat esetleges kemopreventiv hatasanak vizsgalata DMBA-val kezelt
egerekben

A kisérletiink legfontosabb eredményei kozé tartozik, hogy a rovidtava DMBA kezelés i) novelte
mindharom proto-onkogén (Hras, Kras, Myc) expressziojat az agyban és a vesében; ii) novelte a Kras
¢s Myc szintjét a tiidében, nyirokcsomokban és a csecsemOmirigyben; iii) fokozta a Trp53
tumorszuppresszor gén kifejezodését, amely egy kémiai karcinogénnel szemben tett adaptiv fiziologias

ellenlépésnek tekintheto.

Kisérletiinkben azt figyeltiilk meg, hogy a DMBA csokkentette a Hras, Kras és Myc expressziojat a
majban és a csontveldben. Ez a megfigyelés azzal lehet magyarazhat6, hogy a DMBA egy
karcinogenezist indukalo vegylilet, melyet rendszerint egy karcinogenezist promotald vegyiilettel pl.
12-O-tetradekanoilforbol 13 acetattal (TPA) szimultan alkalmaznak. Ebbdl kovetkezden eléfordulhat,
hogy a maj és csontveld esetében a DMBA Onmagaban nem elég a tumorgenezishez. A 1épben az
emelkedett Myc szint volt az egyetlen prominens és szignifikan genexpresszios valtozas. Szamos
tanulmany szamolt mar be a Myc tumorfejlodésben betoltott szerepérél. Talan a legismertebb
Osszefiiggés az, hogy majdnem minden Burkitt limfoma sejtvonal hordoz mutaciot, ezaltal a Myc
tulzott expresszidja jellemzé rajuk, egylittesen valamely immunoglobulin nehéz vagy konnyd lanc
szabalyozo egységének vagy mas, nem véletlenszerli szomatikus mutaciéval. Ezek a tények jol

korreldlnak a mi eredményeinkkel.

A Hras, Kras, Myc és Trp53 talzott mértékii expresszidja nagyobb jelentéséggel bir, tekintve, hogy
kiterjedt génhdlozattal rendelkeznek, a gén-gén interakciok pedig kiemelt jelentdségiiek a daganat
evolicié szempontjabol. A Zhx2-t (mas neven RAF) korabban Osszefiiggésbe hoztak a Hodgkin
limfomaval és a hepatocellularis karcinomaval; az Abil-nek (Abl interaktor 1) szerepe van a
rosszindulatt daganatok fejlodésében ¢és invazidjaban, csakigy, mint a neuroblasztomak
propagacidjaban. A Tcf4 (transzkripcids faktor 4) aberrans miitkodését kimutattak glioblasztomakban
¢és kolorektalis daganatokban. A Tsc2 gén (TSC komplex 2. alegység) egy tumorszuppresszor fehérjét
kédol (tuberin), amelynek mutacidjat dsszefliggésbe hoztak mar agydaganatokkal, valamint tiido, vese,
boér, sziv, méh és szem eredetii tumorokkal. A Huwel egy E3 ubikvitin ligdz fehérjét kodol, amely
sziikséges a kolorektalis karcindma ¢és ovariumtumorok fejlédéséhez. A Cdkn2 (ciklin dependens
kindz inhibitor 2a) egy fontos tumorszuppresszor gén, melynek mutacidja szamos daganatos
elvaltozasra hajlamosit, mint pl. urotelialis karcindma, orokletes melanoma, hasnyalmirigy daganat
vagy nem-kissejtes tiid6 karcinoma. Az Ndel (nudE neuron fejlédéshez sziikséges fehérje 1) egy olyan
proteint kodol, mely esszencialis a mikrotubulus organizacidhoz és a mitdzishoz, illetve korabbi

tanulmanyok ravilagitottak az akut és kronikus leukémiak fejlédésében betdltott szerepére. Az Mcmé
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(mikrokromoszdéma fenntartd komplex komponens 4) upregulaciojat irtak le ovarium, bor és nyel6cséd
daganatokba. Az Eif4e (eukariota transzlacié 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 tdmasztja ala, hogy ez a transzlacids faktor iranyitja a sejt transzformaciot, tumorgenezist
vagy tumor progressziot a prosztata karcinomakban, limfémakban, kronikus mieloid leukémiaban

(CML), illetve tiid6 daganatokban.

Ez a kiterjedt gén-gén interakcidos haldzat szamos lehetéséget kinal, hogy hatékonyan tudjuk

befolyasolni a tumorgenezis folyamatat.

A tiidében a proto-onkogének (Hras, Kras, Myc) kifejez0dése és kapcsolataik mas, transzkripcios
faktort vagy sejtosztodast szabalyoz6 fehérjét kodold génekkel (Tcf4, Abil és Zhx2) latvanyosan
csokkent a kombinalt DMBA+TKI kezelés hatasara, mig a Trp53 expresszidja ndvekedett. A negativ
kontrollhoz viszonyitva a Kras expresszidjaban bekovetkezett csokkenés szignifikans volt. A
csontvelében a DMBA+TKI kombinalt terapia szignifikansan csokkentette a Kras proto-onkogén és
Trp53 tumorszuppresszor gén kifejezodését és kapcsolatait. A DMBA+TKI kezelés szignifikansan
tudta csokkenteni a DMBA altal indukalt Myc proto-onkogén emelkedett expressziojat és
génkapcsolatait. A Trp53 tumorszuppresszor gén kifejezodése szintén csokkent a kombinalt kezelést

kovetden, habar ez a csdkkenés nem bizonyult szignifikansnak.

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 és tumorszuppresszor gén kifejezddési mintazatat, ezaltal az ezen gének altal iranyitott

tumorgenezist is.

Az imatinib mezilat képes volt szignifikdnsan csokkenteni a Kras onkogén expresszidjat a
csontveldben és a tiidoben, csakigy, mint a Myc onkogén kifejez0dését a 1épben. Ezeken kiviil a Myc
mRNS szintje alacsonyabbnak mutatkozott a csontvelében, agyban, vesékben, tiidékben,
nyirokcsomokban. A Hras mRNS-el kapcsolatban hasonl6é eredményeket kaptunk, miszerint csdkkent
a mennyisége a csontveldben, vesékben és a tiidokben, habar ezek az eltérések statisztikailag nem
voltak szignifikansak. Ezen onkogének csokkent expresszidja valdsziniisithetéen az imatinib mezilat
tirozin kinaz gatldé hatdsanak tulajdonithaté, mint azt mar a kozelmultban megjelent tanulmanyok
igazoltak. Tobbek kozott, Lorri Puil és mtsai. publikaltak, hogy a BCR-Abl mutacio képes aktivalni a
Ras szignalizacios Utvonalat CML-ben ugy, hogy direkt kapcsolatot 1étesit a Grb2 és mSos1 kozott,
melyek felelosek az inaktiv, GDP-kotott Ras, GTP-kotott aktiv formava valo atalakitasaért. Ezaltal, a
BCR-ABI kinaz aktivitasanak gatlasa csokkentheti a RAs szignalizacio intenzitasat CML-ben. A Ras
jelatvitel mellett a BCR-Abl indirekt modon képes aktivalni a Myc-t vagy a Janus-aktivalt kinaz 2

(JAK2), vagy a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) utvonalon keresztiil. Ezen informaciok
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birtokaban azt feltételezhetjuk, hogy az imatinib csdkkentette a Myc expresszidjat még a DMBA-
indukalt fokozott mértéki kifejezddés elot.

A Kras, Hras és Myc tobb kiilonb6z6 onkogén Utvonalnak 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 mutacidkat észlel, ugyanakkor a Trp53 gén
mutacioi a human daganatok tobb, mint felével dsszefiiggésbe hozhato. Egyre né azon bizonyitékok
szama, melyek szerint ezek a mutaciok un. "funkciovesztd" mutaciok, mindazonaltal az un.
"misszensz" mutaciok (nem megfeleld bazispar beépiilése a DNS-be) olyan parhuzamos
"funkcionyerés"-hez vezethet, mely altalaban karos hatassal bir a sejtre nézve. Szamos tanulmany
bizonyitotta, hogy a mutans p53-nak kulcsszerepe van a tumorfejléddésben, progresszidban és
invazioban, mint pl. a mellrdk, tiidérak, kolorektalis daganat, kiilonb6z6 agydaganatok, illetve
gasztrikus adenokarcinoma esetében. Jelen tanulmanyunkban a révid tavi imatinib mezilat kezelés -
szimultan alkalmazva a DMBA-val - szembetiinen fokozta a Trp53 expresszidjat a tiidében, mig
csokkentette azt mas szervekben. Ezek az eredmények a p53 tumorszuppresszor fehérje génjében
bekovetkezé "funkcionyer6" mutaciot valdszindsitenek, 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 kiilonb6z6 malignus daganatok kezelésére és megelézésére egyarant azaltal,

hogy csokkenti a proto-onkogének és a mutans tumorszuppresszor Trp53 gén expresszidjat.
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6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

Az elso kisérleti fazisban vizsgalt 1. és 2. vegyiilet csokkentette a DMBA altal megndvelt Hras és
Trp53 expressziot is valamennyi vizsgalt szervben, minden kisérleti elrendezésben, a PTKi
hatasnak koszonhetden.

Hasonl6 eredményt igazoltunk a 3. és 4. vegyiilettel kapcsolatban is, annyi kiillonbséggel, hogy a
vesékben csak a Hras kifejezodését tudtak mérsékelten csokkenteni, de ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a vegyiileteknek lehet kemopreventiv hatasa.

A masodik kisérleti fazisban a DMBA novelte a legtobb vizsgalt szervben novelte a Hras, Kras és
Myc gének expressziojat, amely megfelel a vegyiilet karcinogén tulajdonsaganak, illetve fontos,
hogy ezen gének rendkiviil széles génhaldzattal rendelkeznek, mely tény szamos lehetdséget kinal,
hogy hatékonyan tudjuk befolyasolni a tumorgenezis folyamatat .

Kiemelend6 eredményiink, hogy a DMBA+TKI (imatinib mezilat) kezelés képes volt csokkenteni
a vizsgalt proto-onkogének szintjét szamos szervben, pl. tiidében, csontvelében, vesében, amely a
vegyiilet lehetséges kemopreventiv hatasara utal.

Tovabbi fontos eredmény, hogy az imatinib mezilat csokkentette a valdszindsithetéen
funkcioveszté mutacion atesett Trp53 gén expresszidjat szamos vizsgalt szervben, melynek DNS-

védo szerepe lehet karcinogén artalmak esetén.
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