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Bevezetés
1. A daganatos betegségek, mint terapias kihivas

A daganatos megbetegedések vilagszerte, igy Magyarorszagon is jelentds népegészségiigyi
kihivast jelentenek. Az eléfordulési és haldlozasi adatok novekedése, valamint a daganatok
sokszinll bioldgiai viselkedése indokoltta teszi a kutatasok intenzitasat. Az oszteoszarkoma
(0OS), az emlddaganat és a melanoma kiilonb6zéd immunogenitast, vaszkularizaltsaga és
mikrokornyezeti sajatossagi tumorok, amelyek kiemelt figyelmet érdemelnek a gyogyitéasi
nehézségek és a magas halalozasi rata miatt (1). Az oszteoszarkoma (OS) fiatal felnbtteket és
alapul. A daganat bioldgidja, genetikai instabilitdsa és kemorezisztenciaja miatt 0, célzott és
molekularis szinten hatoé kezelésekre van sziikség. Leggyakrabban a hosszl csdves csontok
metafizisének kozelében, kiilondsen a femur disztalis és a tibia proximalis végén fordul eld. A
daganat a mesenchymalis 6ssejtekbdl (MSC) szarmazik, amelyek az oszteogén differencidcio
iranydba fejlodnek, ¢és feltételezések szerint az MSC-k preoszteoblaszt irdanyu
Az emlédaganat nék korében a leggyakoribb rosszindulati daganat, melynek heterogenitasa
(hormonreceptor-, HER2-statusz) komplex kezelési stratégiakat igényel. Az emlétumorok
mikrokdrnyezete, példaul a stromalis sejtek hatdsai vagy a makrofagok kulcsfontossagu
szerepet jatszanak (3). Az emlédaganat kezelését szamos tényez6 hatarozza meg, beleértve a
daganat tipusat, stddiumat, hormonreceptor-statuszat, HER2 statuszat, a beteg altalanos
egészségi allapotat és preferenciai. Korabbi kutatasok ramutattak, hogy a kapszaicinre érzékeny
afferens idegrostok daganatellenes és immunrendszert befolydsold hatdsokkal birnak, bar
ezeknek a hatdsoknak a pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert. Szdmos tanulmany
igazolta a kapszaicin antitumoralis hatasat, amelyet tobbek kozott apoptozist eldsegitd,
sejtciklust gatld és érképzodést csokkentd (antiangiogén) tulajdonsagainak tulajdonitanak (4—
6). Tekintettel arra, hogy a TNBC tipusii daganatok erGsen tamaszkodnak az 10j erek
kialakuldséra, az altalunk alkalmazott 4T1 sejtvonal felhasznalasaval létrehozott ortotopids
egérmodell kivaléan alkalmas a tumor noOvekedésének ¢és annak mikrovaszkularis
sajatossagainak vizsgalatira. A melanoma, a bérdaganatok egyik legagresszivebb formaja
mely immunogén tulajdonsagai miatt az immunterapidk és molekuldrisan célzott kezelések
fejlesztésének egyik kulcsteriilete. A melanocitdk a bdér bazélis rétegében talalhato

pigmenttermeld sejtek, amelyek melaninnal telt melanoszomakat juttatnak el a szomszédos
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keratinocitdkhoz, igy védelmet biztositanak az ultraibolya (UV) sugarzas kéros hatdsaival
szemben. A melanoma képes kikeriilni az immunrendszer feliigyeletét gyulladasos és
immunszupressziv molekuldk szekrécioja, gatld receptorok expresszioja, valamint tolerogén
citokinek kibocsatasa révén, amellyel immunelkeriild mikroklimat alakit ki. Emellett az oxigén-
¢s tapanyaghiany lekiizdése érdekében angiogenezist indukal, ezaltal tdmogatva a tumor
novekedését. Ez a tobblépcsds, Osszetett folyamat nagy kihivast jelent mind a kutatdk, mind a
klinikusok szamara, mivel neheziti a melanoma pontos diagnézisat és kezelését (7). A
melanoma az egyik legimmunérzékenyebb daganat, ezért az immunterapia — kiilondsen a
checkpoint-gatld antitestek — kulcsszerepet jatszanak kezelésében. A terapia hatékonysagat
nagymértékben befolydsolja az effektorsejtek bejutdsa a daganatszovetbe, amelyhez az
endotélsejtek adhézios molekuldinak expresszioja elengedhetetlen. A célzott terapiak, mint a
BRAF-inhibitorok és a virus alapu kezelések, valamint az 0j fejlesztések — példaul mRNS

vakcinak — a betegség jobb megértésén alapulva igéretes iranyt jelentenek (8).

2. Daganatos betegségek modellezési lehetoségei

Az OS megértéséhez és kutatasahoz 0j modellrendszerek kidolgozasara van sziikség, melyek
lehetdséget nyujtanak a részletesebb tanulmanyozéasara, valamint az 0j terapids megkdzelitések
tesztelésére preklinikai kisérletekben. Az els6ként 1étrehozott és maig gyakran alkalmazott OS
sejtvonal, az altalunk is hasznalt K7M2 sejtvonal, mely BALB/c egerekben spontan kialakulo
tidoattétes OS-bol szarmazik (9). A kutatasi célkitizést6l fiiggéen egyéb ragesalo OS
sejtvonalak is 1éteznek, példaul az LM8 és a Dunn sejtvonal (10). Mas allatmodellek, példaul
zebradanio-modellek is egyre gyakrabban keriilnek alkalmazésra. Emellett szamos huméan OS
sejtvonalat is sikeresen létrehoztak, tobbek kdzott az MG63, SaOS és 143B vonalakat (9). Az
emlérak rendkiviil heterogén betegség, és még egyazon daganaton beliil is jelentds
heterogenitas figyelheté meg. A legszélesebb korben alkalmazott modell allatok egerek és
patkanyok, de nem emlds, példaul zebradaniok is felhasznalasra keriilhetnek. A Xxenograft
modellek kiilondsen elterjedtek, mivel human daganatok viselkedését tanulméanyozhatjak veliik
in vivo. Az altalunk hasznalt 4TIl egér sejtek BALB/c egerekbél szarmazo
emlddaganatsejtekbdl lettek kitenyésztve, és allograftként beiiltetve spontan attétképzo
képességgel rendelkeznek. Ennek az allatmodellnek a betegséglefolyésa klinikailag hasonlit az
elorehaladott, rosszindulati human emlérakra (11,12), ezért a 4T1 emldrak attétképzodési
modellt széles korben alkalmazzak preklinikai kutatasokban (13,14). A melanoma
kialakuldsanak és progressziojanak jobb megértéséhez kiilonbozd komplexitasu, optimalizalt

tumormodellek alkalmazasa sziikséges. A legegyszeriibb ¢és leggyakrabban hasznal kisérleti



modellek a 2D sejttenyészetek (pl. melanoma sejtvonalak monokultarai), melyek lehetové
teszik sok kisérleti feltétel gyors vizsgalatat, bar nem tiikkr6zik megfelelden az in vivo kornyezet
komplexitasat. A leggyakrabban alkalmazott allatmodellek zebradanido és egérmodellek,
melyeket széles korben alkalmazzak a melanoma in vivo vizsgalatara, és jelentds ismereteket
szolgaltattak e komplex daganattipus bioldgidjarol. Szamos kiilonbozé kutdn melanoma
egérmodellt fejlesztettek mar ki, koztiik az altalunk is alkalmazott B16 melanoma allograft
modell, ami egy spontan mddon kialakult melanoma tumorbol szarmazik, melyet C57BL/6

egértorzsbol izolaltak (15,16).

3. A tranziens receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1) és ankyrin 1 (TRPA1) receptorok

és a kapszaicin érzékeny idegvégzodések szerepe

A tranziens receptor potencial (TRP) kdzvetlentiil kationcsatornahoz kapcsolt receptorcsalad
legismertebb tagjai koz¢ tartozik a TRPV1 és a TRPAI1, amelyek nemcsak az elsddleges
érzOneuronok sejttestein €s periférids végzodésein (pl. hats6 gyoki és trigeminus
ganglionokban), hanem szdmos nem idegi sejttipuson is funkciondlisan expresszalddnak
(17,18). A TRPVI1 ioncsatorna a TRP csalad tagja, mely kiilonb6z6 fizikai és kémiai ingerek
érzékelésében jatszik kulcsszerepet, és kiemelten fontos a nociceptiv érzékelés, gyulladasos
folyamatok ¢és kiilonféle korélettani mechanizmusok szabdlyozasaban. A TRPV1 szerkezetét
tekintve egy 838 aminosavbdl allo, hat transzmembran doménnel (S1-S6) rendelkezd fehérje,
amelynek ionateresztd porusa az S5 és S6 szegmensek kozott kialakuld hurokban talalhato. A
csatorna ionvezetd képessége révén foként kalcium- és natriumionokat enged at, amelyek
intracellularis jelatviteli utvonalakat aktivalnak (19). A TRPV1 legjelentésebb exogén
aktivatora a kapszaicin, a csipds paprika hatdanyaga. A TRPVI1 elsdsorban a primer
érzOneuronokon expresszalodik, de jelen van nem idegi sejtekben is, mint példaul
keratinocitakban (20,21), hizdsejtekben (22), limfocitakban (23), kondrocitikban vagy a
gasztrointesztinalis rendszer sejtjeiben (24). A TRPV1 miikodését szamos exogén és endogén
agonista, illetve fizikokémiai inger szabdlyozza. A legjelentésebb exogén aktivatorok a
kapszaicin, a reziniferatoxin (RTX), valamint az allicin, amelyek a receptor ,,vanilloid-
zsebéhez” (S3—S4 régid kozott, S505-T550) kotddnek. A kapszaicin nem csak aktivalja, hanem
deszenzibilizalja is a receptorat (25). A TRPV1-et emellett kiilonb6z6 allati toxinok (pl.
skorpio- és pok-mérgek) is aktivalhatjdk. Az endogén aktivatorok koz¢ tartoznak az
endokannabinoidok (pl. anandamid, N-arachidonildopamin), az arachidonsav szarmazékai,
valamint a protonok (pH <6) és a fajdalmas hdinger (>43 °C), érzékenyitésében szerepet

jatszanak a prosztaglandinok (26) és a bradikinin (27). A nem szelektiv gatlok k6zé tartozik a
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ruténium voros és a kapszazepin (28). A receptor szelektiv gatlasa fontos szerepet jatszhat a
fajdalomcsillapitasban, kiilonosen gyulladasos és neuropatias fajdalom esetén, hatékony és
szelektiv gatldo az SB366191 (29) és az AMG 517 (30). Hatékony antagonista még a JNJ-
17203212, amely in vitro és in vivo modellekben is csokkentette a fajdalomérzékenységet,
ugyanakkor hasonlé hdszabalyozasi mellékhatasokat valtott ki (31). A TRPAL szerkezete
hasonlé a TRPV1 receptoréhoz, azonban az emlésdkben eddig azonositott TRP receptorok
koziil a TRPA1 rendelkezik a legtobb, szdm szerint 17 ankyrin ismétlédé doménnel az N-
terminalis régidoban. Ez az ioncsatorna széles aktivacios spektrummal rendelkezik, amit szdmos
exogén (pl. fahéjaldehid, allil-izotiocianat AITC, illetve alacsony hémérséklet <17°C) és
endogén irritadld vagy gyulladdsos mediator (pl. formalin, hidrogén-peroxid) képes aktivalni.
(32). Az endogén aktivatorok példaul a 4-hidroxi-2-nonenal (33), a hidrogén-szulfid (34), a 15-
delta-prosztaglandin J2 (35), valamint a szemikarbazid-szenzitiv amin-oxidaz (SSAO)
termékek, tgymint formaldehid (36), hidrogén-peroxid (37) és metilglioxal. A TRPAI
csatornak miikodésének szabalyozasaban szamos antagonista vegyiilet jatszik szerepet (HC-

030031, SzV-1287) (38,39).

4. A kapszaicin-érzékeny érzoideg végzodések

Kutatocsoportunk az 1970-es évektdl kezdddden vizsgélja a vékony mielinhiivelyes (Ad) és
nem mielinizalt (C) érzdérostok egyik specifikus csoportjat, az igynevezett kapszaicin-érzékeny
érzdideg-végzddéseket, valamint a rajtuk elhelyezkedd ionotrop TRP receptorokat. A TRPV1
és TRPAI receptorokat kifejez0 nociceptorok a periférias afferens idegrostok egy specidlis
alcsoportjat alkotjak. Ezek az ugynevezett peptiderg, kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzddések az Ad- és C-rostok mintegy 40-50%-at teszik ki. Kiilonlegességiik abban
rejlik, hogy egyediilalld6 médon harmas szerepet toltenek be: az afferens funkcidjuk mellett
lokalis és szisztémas efferens hatasokat is képesek kifejteni. Az utdbbi idében egyre tobb
bizonyiték utal arra, hogy ezek a csatorndk nem csak a tumoros fajdalom csokkentésében,
hanem a daganatképzddésben és a tumorok eldrehaladdséban is szerepet jatszanak. Az elmult
évtizedben szamos tanulmany igazolta, hogy kiilonbdz6 ioncsatornak, koztiik a TRP csatornak,
expresszalodnak human daganatokban, és ezek szerepet jatszhatnak tobb sejtes folyamatban,

példaul a proliferacidban, migracidban és invazidobanv (40,41).
5. TRPA1 és TRPV1 csatornak expresszioja és szerepe daganatos megbetegedésekben

A TRPV1 receptor funkcionalis expresszidjat szdmos daganattipusban kimutattak, tobbek

kozott human emlddaganat sejtvonalakban (MCF-7, BT-20), papillaris pajzsmirigy-karcindéma



(BCPAP), prosztata adenokarcinoma (LNCaP, PC-3) (42), urothelialis karcinoma (43),
valamint glioma sejtekben is (44). Preklinikai egérmodellekben a TRPV 1 antagonistak, példaul
a kapszazepin vagy a reziniferatoxin csokkentették a tumor altal kivaltott fajdalmat, igy
valoszintsithetd, hogy a TRPV1 szerepet jatszik a tumorhoz kapcsolodd hiperalgézia
kialakitdsaban is. Tovabba bizonyitottdk, hogy TRPV1 expresszid megtalalhaté a femurt
beidegz6 szenzoros neuronokban, és a receptor gatlasa vagy génjének elnyomasa csokkentette
a fajdalmi reakciokat egérmodellekben (45). Osszességében elmondhatd, hogy a TRPV1
csatorna mind tumorsejt-proliferacié, mind daganat-asszocialt fajdalom szempontjabol kritikus
szerepld, ezért igéretes célpontként szolgalhat a daganatellenes és fajdalomcsillapito terapiak
fejlesztésében. A TRPAL expressziojat tobb daganattipusban is kimutattdk. Sajat
munkacsoportunk korabban sikeresen kimutatta a TRPA1 és TRPV1 expressziojat K7M2
osteoszarkoma sejtvonalon RNA scope in situ hibridizacios technikaval (46). Eredményeink
alapjan feltételezhetd, hogy TRPA1-expresszié az emlérak okozta fajdalom kialakuldséban is
szerepet jatszhat, példaul az emlétumor szovetekben kimutatott jelenlétével. Mindezek alapjan
a TRPA1L receptor is igéretes célpontként meriil fel 0j fajdalomcsillapitdé gyogyszerek

fejlesztéséhez, kiilondsen olyan korképekben, mint a csontdaganatokhoz tarsulo fajdalom.

6. A szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz (SSAO) és szerepe tumorgenezishez kapcsolodo

folyamatokban

Az SSAO, mas néven vaszkularis adhézios protein-1 (VAP-1), a réztartalmi amin-oxidaz
enzimek csaladjaba tartozik, és a primer aminok oxidativ dezaminaciojaért felelés a
szervezetben. E biokémiai reakcio soran aldehid, hidrogén-peroxid és ammonia keletkezik,
mint végtermékek (47). Az elmult 15 év soran intenziv kutatasok iranyultak kiilonféle kis
molekuldji SSAO-inhibitorok kifejlesztésére terapids célbdl, azonban klinikai alkalmazasat
korlatoztak kiilonféle tényezdk. Egyes gatloszerek nem rendelkeztek megfeleld szelektivitassal,
mivel mas amin-oxidazokat, példaul a MAO-t is gatoltdk, mig masok nem megfeleld
fizikokémiai tulajdonsdgokkal birtak, példaul rossz oldhatosdggal vagy toxikus szerkezeti
jellemzokkel (48). A kis molekuldji SSAO-gatlok két fo tipusa ismert: irreverzibilis és
reverzibilis inhibitorok (49). A szelektiv irreverzibilis gatloszerek koziil tobb hatdéanyagot is
alaposan tanulmanyoztak, ide sorolhatok példdul a hidrazin, allilamin és oxim tipust
vegyliletek. A LIP-1207 (N’(2-fenil-allil) -hidrazin hidroklorid) és a BTT-2052 (1S,2S-2-(1-
metilhidrazinil) -2,3-dihidro-1H-inden-1-ol) hatékonynak bizonyultak kiilonféle ragcsalo

gyulladas modellekben, am toxicitasuk miatt nem alkalmazhatoak klinikai fejlesztésre (49,50).



7. Uj, tobb tamadasponti SSAO-gatlé vegyiilet: SzV-1287

Az 1j, munkacsoportunk altal szabadalmaztatott, komplex hatasmechanizmusu SSAO-gatld
vegylilet, az SzV-1287 (3-(4,5-dipheyl-1,3-2-yl) propanal oxime) az ismert ciklooxigenaz
(COX)-inhibitor oxaprozin oxim analogja (51). Az SzV-1287 egy innovativ, metabolizmus-
aktivalt, tobb tdmadasponton hatd vegyiilet, amely 1ényegében aktiv prodrug-ként mitkodik.
Kémiai szerkezetét uigy alakitottak ki, hogy elsdsorban savi koriilmények kozott (gyulladas,
hipoxia) oxaprozin nevii COX-gatld aktiv metabolitta alakuljon, mikdzben az anyamolekula
irreverzibilis SSAO-gatl6 aktivitassal is rendelkezik. Kutatocsoportunk emellett azt is igazolta,
hogy az SzV-1287 nemcsak az SSAO-enzimet gatolja, hanem kozvetlen gatlo hatast fejt ki az
érzéidegsejteken elhelyezkedd6 TRPA1 és TRPVI1 ioncsatorndkra is (39). Az SzV-1287
egyediilallo, igynevezett ,,metabolism-activated multi-target drug” (MAMUT) (51). Ez az uj
gyogyszerfejlesztési megkozelités szamos allatkisérletes gyulladas és fajdalom modellekben
hatékonynak bizonyult. Az SzV-1287 gyulladdscsokkentd hatdsat kimutattdk mind akut
(karragenin-indukalt), mind kronikus CFA gyulladasi modellekben(52-54). Az SzV-1287
gyogyszerfejlesztési folyamata 2016-2020-ig a preklinikai vizsgalatokkal kezdddott, melyek
pozitiv eredménnyel zarultak, jelenleg a human fazis 1A (single ascending dosing; egyszeri

adagolas) is sikeresen lezajlott (Szabadalom szam: WO/2015/159/112, WO/2010/029/379A1).



https://patents.google.com/patent/WO2010029379A1/en

CELKITUZESEK

A kiilonb6z6 tumoros megbetegedések vilagszerte a vezetd haldlozasi okokhoz sorolhatdak és
komoly terapias kihivast jelentenek. Mivel a TRPA1 és V1 ioncsatondk, valamint a kapszaicin-
érzékeny peptiderg érzéideg végzoédések altal kozvetitett szenzoros-vaszkularis-immun
interakciok potencialis 0j tumorellenes tamadaspontot jelenthetnek, munkdmban ezek szerepét

vizsgaltam kiilonb6z6 immunogenitasu €s vaszkularizaltsagi tumor modellekben.
Munkénk specifikus célkitlizései a kovetkezok voltak:

l. Kapszaicin-érzékeny peptiderg érzdidegrendszer szerepének komplex vizsgdlata
kiilonboz6 vaszkularizaltsagu és immunogenitdsu tumorok
1) oszteoszarkoma
2) emlo adenokarcinoma

3) melanoma
egérmodelljeiben RTX -deszenzitizacio segitségével.

1. A szenzoros-vaszkularis-immun  interakciokban szerepet jdtszo, Osszetett
hatasmechanizmusu SSAO-gatlo, TRPAI és V1 antagonista SzV-1287 vizsgadlata

ezekben az in vitro és in vivo tumormodellekben.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben 20-30 g sulyu, 8-10 hetes him és ndstény Balb/c és C57Bl/6] egereket
hasznaltunk. Az éllatokat standard méretii polikarbonat ketrecekben (330 x 160 x 130 mm, 5-
7 egér/ketrec vagy 330 x 100 x 130 mm, 2-5 egér/ketrec) helyeztiik el, és standard
ragesalotappal (LT/n, Szinbad Kft., G6dolld), valamint csapvizzel ad libitum lattuk el. Az
allattartas 24-25 °C-on, 50-60% relativ paratartalommal, 12-12 oras sotétvilagos ciklusban
tortént. Minden kisérletes protokollt a PTE MAB, illetve az ATET jovéhagyott (engedélyszam:
engedélyszamok: BA/73/00656-8/2024 és (BA02/2000-23/2016)), a kisérleteket az eurdpai
jogszabalyoknak (2010/63/EU iranyelv) és a tudomanyos célokra felhasznélt allatok

védelmérdl sz616 magyar kormanyrendeletnek (40/2013., I1. 14.) megfelelden végeztiik.



2. Kisérleti modellek
2.1. OS modell

A K7M2 sejtek tenyésztése DMEM téaptalajban tortént, 37 °C-on, 5%-os szén-dioxid tartalmu,
parasitott 1égkorben. A sejteket 80-90%-os konfluencia elérésekor passzaltuk. Az egerek
(Balb/c) altatasa Natrium-pentobarbital (Euthanimal, Alfasan Netherland BV) intraperitonealis
injekcidjaval tortént. A jobb hatsd végtag leborotvalasa utdn egy kis bemetszést ejtettiink a
tibian, majd egy kis nyilast készitettiink 27G-s ti segitségével. Ezt kovetéen 5 x 10° K7M2
sejtbdl allo szuszpenziot (10 uL PBS-ben) injektaltunk a csontdefektusba Hamilton pipetta
segitségével. Az almiitott csoport daganatsejtek helyett csak PBS-t kapott. A K7M2 sejtek
intratibidlis injekcidjat kdvetden a mechanonociceptiv kiiszobértéket, a sipcsont atmérdjét, a
spontan fijdalmi viselkedést, a dinamikus sulyterhelést, valamint a csontszerkezeti

elvaltozasokat (mikro-CT segitségével) az adott iddpontokban vizsgaltuk.
2.2. Eml6 adenokarcinéma modell

A luciferdzzal (firefly luciferase) transzfektdlt 4T1 tumorsejteket sejttenyészetben
felszaporitottuk, majd in vivo beiiltetésre készitettiik el6. Az allatokat intraperitonealis
injekcioval altattuk, majd a BALB/C egerek negyedik emlémirigyének zsirszovetébe
(ortotopikusan) 1x10° 4T1 sejtet tartalmazé 50 ul 1:1 aranyG Matrigel®—PBS oldatot
injektaltunk szubkutan, egy Hamilton fecskendd segitségével. (55). A 9 napos kisérletiink
soran, az allatok altalanos allapotat és sulyat minden nap ellendriztiik. A kisérleti elrendezésiink
magaban foglalja az RTX elokezelést, a 4T1 sejtek injektalasat, valamint a daganatndvekedeés

¢s -aktivitds nyomon kovetését.
2.3. Melanoma modell

A C57Bl/6 egerek altatasat kovetden szubkutan injekcioval 1x10° A B16F10 melanoma sejtet
juttatunk a bér ala steril HBSS-ben oldva (Hanks-féle kiegyensulyozott sooldat). A tumorsejtek
injekcidja utdn az allatok altalanos allapotat és sulyat kétnaponta mértiik. A daganat
novekedését elektronikus tolomérdvel (Mitutoyo, Kawasaki, Japan), illetve magneses

rezonancias képalkotassal (MRI) kovettiikk nyomon.



3. Farmakologiai médszerek
3.1. RTX- elokezelés

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok hosszu tava deszenzibilizaciojat szisztémas RTX
(Sigma Aldrich) kezeléssel végeztiik (10, 20, 70 és 100 pg/kg RTX subkutan injekcidja négy
egymast kovetd napon). Az idegvégzddések funkciojanak kiesését a szemtorlés hidnyaval

igazoltuk 10 pl 0,1%-o0s kapszaicin szembe cseppentése utan (41) .
3.2. SzV-1287 és LJP-1207 kezelés

Az SzV-127 és a referencia SSAO-gatld vegylilet, LJP-1207 hatasat 3 féle tumor modellben
(oszteoszarkoma, emlétumor és melanoma) vizsgaltuk. A vegyiiletek szintézise az SE Szerves
Vegytani Intézetében, a korabban leirtak szerint tortént (48). LIP-1207-et desztillalt vizben,
SzV-1287-et 20% Kolliphor HS 15 (polietilén-glikol-15-hidroxiszteraat) és 80% desztillalt
minden alkalommal frissen, kozvetlentil a beadas eldtt készitettiik. A vegyiileteket naponta i.p.
alkalmaztuk 20 mg/kg, illetve 50 mg/kg dozisban, amelyet intézetiink korabban publikalt
vizsgalatai alapjan valasztottuk (54,56-58). A kezeléseket intraperitonealisan alkalmaztuk,

minden nap, az adott mérési eljarasok elétt minimum fél éraval.
4. Vizsgalati modszerek
4.1. ATP (adenozin-trifoszfat) - alapu sejt életképességi vizsgalat

Az ATP-alapt sejtvitalitasi vizsgalat a metabolikusan aktiv sejtek ATP-tartalmat méri, igy
alkalmas a sejtek életképességének és citotoxicitasanak értékelésére. A CellTiter-Glo®
lumineszcens teszttel 96 lyukd lemezen tenyésztett sejteket vizsgaltunk kiilonboz6
szdmitva a sejtek ¢letképességeét. A kontrollként hasznalt DMSO-koncentracid megegyezett a

kezelt mintak olddszertartalmaval, igy biztositva a korrekt 6sszehasonlitast.
4.2. Dinamikus Plantaris Eszteziométer (DPA)

A mechanonociceptiv kiisz0b méréséhez dinamikus plantaris eszteziométert alkalmaztunk,
amely fokozatosan ndvekvd nyomast gyakorolt az egerek hatsd talpparnajara. A
fajdalomkiiszobot az elharito reflex alapjan hataroztuk meg, az eréértéket grammban rogzitve.

Minden hatsé végtagon harom-hdrom mérést végeztiink, az eredményeket atlagoltuk, és a



fajdalomkiiszob valtozasat a kiindulasi értékekhez viszonyitott szdzalékos -eltérésként

szamoltuk.
4.3. Dinamikus végtagterhelés mérése

Az artikularis nocicepcid értékelésére dinamikus sulyeloszlas-mérét (DWB) hasznaltunk,
amely rogziti, hogy az egerek hatsoé végtagjai milyen stlyt és feliiletet terhelnek a padlon. Az
allatok 5 percig szabadon mozoghattak a szenzoros kamraban, mikdzben a rendszer valds
id6ben elemezte mozgasukat. Az adatokat manuéalisan ellendriztiik, €s a jobb €s bal hatsé végtag

relativ terhelését szazalékos formaban hasonlitottuk dssze.
4.4. Spontan fajdalom paraméterek mérése

A spontan fajdalom viselkedéses jeleinek értékeléséhez az egereket plexi ketrecekbe helyeztiik,
majd 30 perc akklimatizacid utan 2 percig megfigyeltiik 6ket. Két tipusu fajdalomhoz kothetd
viselkedést rogzitettiink: a flinching reakciok szdmat (hirtelen végtagrangas), illetve a guarding
viselkedés iddtartaméat (a végtag passziv visszahuzdsa a test ald). Ezek az Onkéntes

fajdalomreakciok objektiv informacidt adnak a fajdalom szintjérdl.
4.5. Tumor méret valtozasanak mérése

A térdek anteroposzterior és mediolateralis atmérdit digitalis mikrométerrel mértiik, majd a
miitét eldtti értékekhez viszonyitott valtozast szazalékban szamitottuk ki. Az emlétumor és
melanoma méretvaltozasat digitdlis meérdeszkozzel napi rendszerességgel kovettiik, a
daganatok hosszusagat, sz€lességét és magassagat rogzitve. A tumorok térfogatat standard

képlet alapjan szamoltuk, a novekedést az idébeli méretvaltozas alapjan értékeltiik.
4.6. Csontstruktira vizsgalatok

Oszteoszarkoma kisérletiinkben a jobb oldali proximalis tibia csontjainak szerkezeti valtozasait
in vivo mikro-CT-vel kovettiik a 0., 17. és 28. napon. A vizsgalatot 17,5 um-es voxelmérettel,
ketamin—xilazin altatasban végeztiik, a kapott felvételek elemzését CT Analyser® szoftverrel,
azonos ROI-k kijelolésével végeztiik. A mért paraméterek kozé tartozott a csonttérfogat és a

szerkezeti jellemzOk valtozasa.
4.7. Biolumineszcens képalkotas

A transzfektalt 4T1 sejtek beoltasa utan az éllatokon az 1., 3. és 8. napon biolumineszcens

képalkotast végeztiink az IVIS Lumina III rendszerrel. A | firefly-luciferdz” enzimet
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expresszalo sejtek D-luciferin beadéasa utan fényt bocsatanak ki, amit a képalkotd rendszer
rogzit. A képeket egységes beallitasokkal készitettiik, a lumineszcens jelet tartalmazé ROI-Kkat

automatikusan kijeldltiik, és a kvantitativ elemzéshez a teljes radianciat hasznaltuk.
4.8. Magneses rezonancias képalkotas (MRI)

Az eml6tumor €s melanoma novekedését MRI képalkotassal kovettilk nyomon, elébbinél a 2.
¢s 6., utobbinal a 12. és 19. napon. A vizsgalatot Bruker PharmaScan® 4.7 T kisallat-MRI
késziilékkel, T2-RARE szekvenciaval végeztiik, izofluran altatds mellett. Az MRI-felvételek

térfogatelemzéséhez a 3D-Slicer szoftvert hasznaltuk.
4.9. Proteazaktivitas és a tumor érhalézatanak fluoreszcens vizsgalata

Az emlddaganatokra jellemzd fokozott proteazaktivitds és a tumorvaszkularizacid vizsgalatara
ProSense 680, illetve AngioSense fluoreszcens probakat alkalmaztunk, a FMT 2000
rendszerrel. A probakat altatas alatt, intravénasan adtuk be, majd a szortelenitett teriileten 24
ordval késobb végeztiink haromdimenzids fluoreszcens tomografiat. A tumorteriileten
megjelend jelintenzitast a TrueQuant szoftver automatikusan elemezte, és az értékeket

pikomolban rogzitettiik.

4.10. Neuropeptid-koncentraciok radioimmunoassay (RIA) alaptu meghatarozasa

crer

A CGRP, szomatosztatin ¢és Substance P koncentriciojat emldédaganat-szovetek
homogenizatumaib6l radioimmunoassay (RIA) moddszerrel hatdroztuk meg. A mérésekhez
radioaktivan jelolt peptideket, specifikus ellenanyagokat ¢és standardokat hasznaltunk, a
mintdkat 48—72 oran at 4 °C-on inkubaltuk. A szabad és kotott frakciokat centrifugéléssal
vélasztottuk szét, majd a radioaktivitast gamma-szamlaloval mértiik, az eredményeket fmol/mg

szovetként adtuk meg (SOM-LI, CGRP-LI, SP-LI formaban).
4.11. Szovettani vizsgalatok
Gliasejtes immunhisztokémia

Az oszteoszarkobma modellben a kozponti idegrendszeri gliasejtek  aktivaciojat
immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk a fijdalomhoz kapcsolodd neuroinflammacio
értékelésére. A perfuzidval fixalt agyi és gerincvelGi szovetekbdl 30 um-es metszeteket
készitettiink, majd GFAP (asztrocitdk) és Ibal (mikroglia) elleni antitestekkel jeloltik a
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sejteket. A festett mintak kvantitativ elemzését Nikon mikroszkoppal és Neurolucida

szoftverrel végeztiik egy modositott, nociceptiv palyakra optimalizalt protokoll alapjan.
CD3, CD31 és CD45 immunfestések

Az emldtumoros modellben a daganatszovet immunhisztokémiai elemzéséhez CD3, CD31 és
CD45 antitesteket hasznaltunk a T-sejtek, endotélsejtek és immunsejt-infiltracié vizsgéalatara.
A formalinban fixalt, paraffinba agyazott mintdkon H&E festést és antigénfeltarast kovetden
specifikus primer és peroxidaz-konjugalt szekunder ellenanyagokat alkalmaztunk, a jeloléseket
DAB kromogénnel tettiik lathatova. A digitalizalt metszeteket CaseViewer ¢€s HistoQuant
szoftverrel értékeltiik, az egyes markerek expressziojat pedig a maszkolt és annotalt teriiletek

aranyaként (rMA, %) hataroztuk meg.
4.12. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzések soran két csoport dsszehasonlitdsdhoz fiiggetlen mintas t-probat, négy
csoport esetén kétutas ANOVA-t alkalmaztunk Bonferroni post hoc teszttel. A nociceptiv
vizsgalatokhoz ismételt méréses kétutas ANOVA-t hasznaltunk, szintén Bonferroni
korrekcioval. Az adatok norméleloszlasat Shapiro—Wilk teszttel ellendriztiik, az eredményeket

atlag + SEM formaban abrazoltuk, a p <0,05 értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik.
EREDMENYEK
1. Egér OS modell karakterizalasa nemi kiilonbségek figyelembevételével

Az egér oszteoszarkoma modellben mindkét nemben szignifikans mechanikai hiperalgézia,
csokkent végtagterhelés ¢€s spontan fajdalomhoz kothetd viselkedésformak (flinching,
guarding) jelentkeztek, mig a kontrollcsoportban ilyen valtozasok nem voltak megfigyelhetok.
A tumoros végtagon a fajdalomérzékenység mar a 10. naptdl kimutathatdé volt, és a
megfigyelési idoszak végéig fennmaradt, ezzel parhuzamosan a tibia atmérdje jelentdsen, akar
70-90%-kal novekedett. Nemi kiilonbség nem volt észlelhetd sem a kiindulési értékekben, sem
a fajdalmi vagy morfoldgiai valaszok mértékében. Az oszteoszarkdma-indukalt allatoknal
szignifikans mikroglilis aktivacié (Ibal-pozitiv sejtslirliség-novekedés) volt megfigyelhetd az
L4-L6 gerincveldi szakasz ipszilateralis hatso szarvaban a 14. napon, mindkét nemben. Ez az
aktivacio a 28. napra normalizalodott, és az agyi teriileteken (PAG, SSC) egyik iddpontban sem
mutatkozott valtozds. Az asztrocita-aktivacio (GFAP-pozitivitas) viszont csak a 28. napon

emelkedett szignifikdnsan, jelezve az oszteoszarkdma altal kivaltott késdi neuroinflammaciot.
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2. A kapszaicin-érzékeny neuronok szerepének komplex vizsgalata
2. 1. A kapszaicin-érzékeny afferensek szerepe az OS-indukalt fajdalom kialakulasaban

Oszteoszarkoma modellben a kapszaicin-érzékeny szenzoros rostok defunkcionalizalasa
(RTX-kezelés) nem befolyasolta sem a fajdalomparaméterek (mechanikai hiperalgézia,
végtagterhelés, spontan fajdalomviselkedés), sem a daganat ndvekedésének mértékét. A
fajdalomérzékenység és a daganat okozta viselkedési valtozasok mind az RTX-kezelt, mind a
kontrollcsoportban hasonloan jelentkeztek. A daganat morfologiai jellemz6i és a
csontallomany szerkezete szintén valtozatlan maradt, igy tovabbi szdvettani vizsgalatokat

nem végeztiink.

2.2. A kapszaicin-érzékeny afferensek deszenzitizalasanak szerepe 4T1 sejtek indukalta

emlotumor modellben

Korai fazisban gyorsabb tumorvolumen-novekedéssel jart, bar ez a kiilonbség késdbbi
idépontokra eltiint, és MR-alapii volumetridval nem valt statisztikailag szignifikanssa.
Biolumineszcens képalkotas alapjan a daganatsejtek ¢letképessége nem kiilonbozott a kezelt és
kezeletlen csoportok kozott. A vaszkularis permeabilitds azonban szignifikansan magasabb volt
az RTX-elokezelt allatokban, amit az AngioSense akkumulacidja jelez. Ennek ellenére sem a
daganaton Dbeliilli proteazaktivitas, sem a neuropeptid-koncentraciok (CGRP, SP,
szomatosztatin), sem pedig az immunhisztokémiai markerek (CD3, CD31, CD45) expresszidja
nem mutatott szignifikans eltérést a csoportok kdzott. Osszességében a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddések kiiktatdsa enyhe, korai daganatnovekedést gyorsitd €s érszivargast fokozo

hatassal jart.
2.3. A kapszaicin-érzékeny afferensek szerepe melanoma egérmodellben

A B16 melanoma egérmodellben a kapszaicin-érzékeny érzdidegvégzddések karositasa (RTX-
kezelés) nem befolydsolta szignifikdnsan sem a tumor ndvekedését, sem az érhalozat alakulasat.
A daganat térfogatanak és sulyanak alakulasa a kezelési és kontrollcsoportban hasonld iitemet
mutatott a teljes megfigyelési periddus alatt, mind manualis, mind MRI-alapti mérések szerint.
A CD31l-pozitiv teriiletek aranya az RTX-csoportban enyhén csokkent, de ez a kiilonbség
statisztikailag nem volt szignifikans. Eredményeink arra utalnak, hogy a kapszaicin-érzékeny
rostok funkcidvesztése nem befolyasolja érdemben a melanoma novekedését vagy

vaszkularizaciojat.
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3. SSAO-gatlo vegyiilet, az SzV-1287 potencialis daganatellenes hatasainak in vitro és in

vivo vizsgalta
3.1. In vitro ATP - alapu életképesség vizsgalat K7M2, 4T1 és B16 sejttenyészeten

Az SzV-1287 kezelés koncentraciofiiggd sejtvitalitds-csokkenést okozott mindharom vizsgalt
tumorsejtvonalban, amely a lumineszcens ATP-szintézis csokkenésével volt mérhetd. A hatas
sejttipusonként eltérd érzékenységet mutatott: a B16 melanoma sejtek mar alacsonyabb
koncentraciokra is érzékenyen reagaltak, mig a 4T1 ¢és K7M2 sejtek esetében magasabb

dézisokra volt sziikség a szignifikans viabilitas csokkenéshez.
3.2. Az SzV-1287 kezelés hatasainak vizsgalata oszteoszarkoma modellben

Az oszteoszarkéma sejtek injektalasa utdn mar a 8. naptdl tartés mechanikai hiperalgézia és
fajdalomelkeriil6 viselkedés alakult ki. Az SzV-1287 kezelés nem eredményezett szignifikans
javulast sem a fajdalomkiiszobértékekben, sem a végtagterhelésben vagy spontan fajdalmi
viselkedésformakban a kontrollcsoporthoz képest és a daganat méretének alakuldsa sem

mutatott kiilonbséget a kezelési csoportok kozott.
3.3. SzV-1287 vizsgalata egér 4T1 tripla negativ emlédaganat modellen

Az SzV-1287 kezelés nem befolyésolta szignifikansan a tumor ndvekedését, a daganatsejtek
¢letképességét vagy a daganat térfogatat, amely mindkét csoportban hasonld mértékii volt. A
biolumineszcens képalkotas sordn mért jelintenzitas, valamint az FMT-alapu ProSense680 és
AngioSense vizsgalatok sem mutattak eltérést az SzV-1287 és az oldodszerrel kezelt csoportok

kozott.
3.4. SzV-1287 vizsgalata B16 melanoma modellben

A 21 napos kisérlet soran a B16 melanoma tumor fokozatos novekedést mutatott, azonban az
SzV-1287 SSAO-gatld kezelés szignifikdns tumorvolumen-csdkkenést eredményezett,
kiilonosen az 50 mg/kg dozis esetén. A daganat térfogata és tomege mind digitalis mérés, mind
MRI-alapt volumetria alapjan jelent6sen alacsonyabb volt az SzV-1287- és LIP-1207-kezelést
kovetden. Az allatok altalanos allapotat a kezelések nem befolydsoltdk, ezt

testsulyvaltozasokkal is igazoltuk.
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran elséként vizsgaltuk komplex modon a kapszaicin-érzékeny érzdideg
végzddések ¢és a a szenzoros-vaskuldris-immun interakciokban szerepet jatszo, altalunk
szabadalmaztatott, Osszetett hatdsmechanizmusit SSAO-géatldé SzV-1287 hatasait kiilonb6zo
vaszkularizaltsagi és immunogenitasi tumorok - oszteoszarkdéma, emld adenokarcinoma és
melanoma — egérmodelljeiben. Az oszteoszarkoma (K7M2) modellben centralis szenzitizaciora
utald gliaaktivaciot, illetve tartos fajdalomviselkedést figyeltiink meg, azonban a kapszaicin-
érzékeny idegvégzddések deszenzitizalasa nem befolyasolta sem a fajdalmat, sem a tumor
novekedését, ami arra utal, hogy ebben a modellben nem ezek a rostok dominaljdk a daganat
okozta fijdalomjelenségeket. A csontdaganat, kiilondsen az oszteoszarkoma 4altal kivaltott
fajdalom kialakuldsa Osszetett folyamat, amelyben mind periférias, mind centralis
szenzitizacids mechanizmusok szerepet jatszanak (59). A daganatsejtek gyulladasos
medidtorokat szabaditanak fel, savas mikrokornyezetet hozva 1étre, amely az
érzdidegvégzddések és a DRG neuronok érzékenyitését valtja ki. Emellett a gerincveld hatso
szarvaban és az agyi fajdalomfeldolgozd régidkban is aktivacio figyelhetdé meg, ami
megmagyarazza, hogy a fokozott fajdalomérzékenység mar a tumor lathaté novekedése elott
jelentkezhet (60). Vizsgalataink megerésitették, hogy az oszteoszarkoma okozta fajdalom
kialakulasaban és fennmaradasaban a kozponti idegrendszeri gliaaktivacié — korai mikroglia-
¢s késoi asztroglia-reakcio — kulcsszerepet jatszik (61). Ezzel szemben a kapszaicin-érzékeny
érzdidegveégzddések deszenzitizaldsa nem befolydsolta a daganat novekedését vagy a
fajdalomparamétereket, ami centralis szenzitizacié dominanciajara utal (62). Ezzel szemben a
4T1 ortotopids emlddaganatmodellben az RTX-szel végzett denervacido a korai fazisban
gyorsabb tumorndvekedést és fokozott vaszkularis permeabilitast eredményezett, noha hossza
tavon nem modositotta jelentdsen a daganat méretét vagy immunhisztokémiai jellemzdit. A
daganatszovet szerkezetében, neuropeptid-szintekben ¢és gyulladdsos markerekben nem
mutatkozott szignifikans eltérés, a kezdeti méretkiilonbség valdsziniileg a peritumoralis 6déma
miatt volt mérheté (63). A tumorméret eltérése, amit mechanikus tolomérével és MRI-vel
mértek, feltehetden annak tudhat6 be, hogy az MRI csak a daganattérfogatot, mig a kalipperes
mérés a peritumoralis 6démat is figyelembe vette, utobbi pedig gyakran kifejezett az agressziv
emlédaganatokban (64). A kisérlet soran megfigyelt korai tumor ndvekedés és fokozott
érpermedbilitds a kapszaicin-érzékeny érzdideg végzddések védo, szabalyozd szerepére is
utalhat (65). Eredményeink Gsszhangban allnak korabbi vizsgalatokkal, ahol a kapszaicin

fokozta a 4T1 daganat tiido- és szivattéteinek kialakuldsit deszenzitizald doézisban, mig
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alacsonyabb, nem deszenzitizald6 mennyiségben csokkentette a tiidbattétek gyakorisagat (66).
Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a kapszaicin-érzékeny érzdidegek hatassal vannak a
tumor novekedésére és a vaszkuldris permeabilitdsra a 4T1 ortotdpids emlédaganat modellben.
A deszenzitizalt egerek daganataiban megfigyelt fokozott érpermeabilitas valoszintileg a helyi
neurogén érszabalyozas zavarabol ered, amely hozzajarulhat a daganatérhal6zat szerkezetének
megbomlésdhoz. Ugyanakkor az intratumoralis protedaz expresszioban nem tapasztaltunk
szamottevd eltérést, és a daganatszovet neuropeptid-szintjei sem valtoztak. A szovettani
elemzések alapjan a hosszu tava daganatndvekedést, a sejtes Osszetételt €s az €letképességet
nem befolyasolta jelentésen az érzéideg-végzodések deszenzitizalasa. Eredményeink, valamint
a korabbi adatok alapjan a kapszaicin-érzékeny afferensek és a szenzoros beidegzés a
tumormikrokdrnyezetben homeosztatikus és tumorellenes tulajdonsagokat hordoznak. A B16
melanoma modellben ugyanakkor sem a kapszaicin-érzékeny afferensek deszenzitizalasa, sem
az SzV-1287 kezelés nem befolyasolta szignifikansan a tumor ndvekedését vagy érképzddését,
B16 melanoma egy kevésbé immunogén, gyorsan novekvd daganat, elképzelhetd, hogy
kevésbé érzékeny az idegi szabdlyozds megvaltoztatdsira, mint példaul az erdsen
immunmodulalt 4T1 emlddaganat modell. Tovabbi kutatdsok sziikségesek annak
feltérképezésére, hogy ezek az idegi mechanizmusok milyen mértékben jatszanak szerepet
daganat-immunrendszer-érhalozat ~ tengelyt  (67). A szenzoros-vaszkularis-immun
interakciokban szerepet jatszo, altalunk szabadalmaztatott, GOsszetett hatdsmechanizmusu
SSAO-gatlé SzV-1287 hatasait vizsgaltuk, elészor in vitro sejttenyészeten, illetve in vivo
tumormodellekben. In vitro sejtvitalitasi vizsgalatokban a B16 melanoma sejtek nagy
érzékenységet mutattak, mig a 4T1 és K7M2 sejtek csak magasabb koncentraciokra reagaltak.
Az oszteoszarkoma-indukalt fajdalommodellben kapott eredmények alapjan megallapithat6,
hogy az SzV-1287 kezelés nem fejtett ki mérheté hatast sem a daganat altal kivaltott
fajdalomviselkedési paraméterekre, sem pedig a tumor ndvekedési dinamikéjara. a K7M2
modell agressziv csontképzd jellege és a daganat altal kivaltott komplex nociceptiv valasz
eltérhet a lagyrészdaganatokétol, masrészt feltételezhetd, hogy az SzV-1287 célmolekuldi mas
moddon expresszalddnak vagy aktivalddnak ebben a szoveti kornyezetben. Tovabbi lehetséges
magyardzatként felvethet6, hogy a csonttumor altal okozott fajdalom elsésorban nem a
kapszaicin-érzékeny afferens rostokon keresztiil kozvetitett, igy a TRPA1/TRPV1 modulacio
onmagaban nem elegendd a tiinetek enyhitésére. Tobb tanulmany kimutatta, hogy a VAP-1

expresszioja Osszefiiggésbe hozhatd kiilonféle daganatokkal, beleértve a vastagbél, a gyomor

16



¢és a tid6 metasztatikus elvaltozasait(68,69). Kisérletiink soran az ortotopikus 4T1 emlé
adenokarcinoma egérmodellben is vizsgaltuk az SzV-1287 hatasat a tumor proliferaciojara és
¢letképességére. az injektalt 4T1 sejtek gyors osztddasa kdvetkeztében a tumor mar a 9. napra
jelentds térfogatnovekedést mutatott mind az oldoszerrel, mind az SzV-1287-tel kezelt
csoportban. Bar az SzV-1287 kezeléssel kisebb atlagos tumorvolument tapasztaltunk, a
kiilonbség nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét. Ezek az eredmények 6sszhangban
allnak korabbi irodalmi adatokkal, amelyek szerint a tumor mikrokdrnyezetének komplexitasa
¢s a kiilonb6z6 daganatmodellek eltérd érzékenysége miatt a gyogyszerhatds modellenként
jelentdsen eltérhet. B16 egér melanoma modelliinkben elséként bizonyitottuk az SzV-1287
tumor csokkentd hatdsat. Az eredmények alapjan az SzV-1287 nagyobb doézisa (50 mg/kg)
szignifikans tumorvolumen-csokkenést eredményezett a kontrollcsoporthoz képest, amit mind
digitalis térfogatmérés, mind MRI-vizsgalat megerésitett. A tumorellenes hatas mechanizmusa
részben az SSAO enzim gatlasan alapul, de az SzV-1287 esetében egyéb, pl. TRPV1/TRPAI
medialt vagy gyulladascsokkentd hatasok is szerepet jatszhatnak. Tobb tanulmany bizonyitotta
szerepét B16 melanoma egérmodellben, melyben anti-VAP-1 monoklonalis antitesteket és kis
molekuldja VAP-1 gatlokat alkalmaztak. A VAP-1 gatlok képesek voltak lassitani a
melanomak és limfomak novekedését, valamint csokkenteni a tumor neoangiogenezisét is (70).
A VAP-1/SSAO rendszer daganat-specifikus célpontként vald azonositasa, valamint a
kapszaicin-érzékeny afferensek szelektiv modulacioja lehetoséget kinal 0j terapias stratégiak
kialakitasara. Eredményeink alapjan a szenzoros beidegzés és az SSAO-gatlas szerepe
erdteljesen fligg a daganat tipusatdl, immunogenitasatol és mikrokornyezetétdl, igy ezek célzott

moduléalasa személyre szabott daganatellenes megkdzelitések alapjat képezheti.
UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I. A K7M2 oszteoszarkéma egérmodell segitségével részletesen elemeztiik a
csontdaganat altal kivaltott fajdalom kialakuldsat, amelynek soran kimutattuk a centralis
szenzitizaciot (gerincvel6i mikroglia- és asztroglia-aktivacioval), mikozben a kapszaicin-
érzékeny idegvégzodések deszenzitizalasa nem befolyasolta sem a daganatnovekedést, sem
a fajdalomparamétereket. 4T1 emlékarcindma modellben a deszenzitizalas kezdetben
gyorsabb tumorprogressziot és fokozott vaszkularizaciot eredményezett, felvetve, hogy a
kapszaicin-érzékeny afferensek védészerepet tolthetnek be a tumor mikrokdrnyezetének
szabalyozasaban. A kapszaicin érzékeny érzdidegvégzddések kiirtdsa nem befolyasolta a
melanoma novekedését vagy vaszkularizacidjat, ami a tumor alacsonyabb immunogenitasaval

¢és szenzoros idegi érzéketlenségével lehet dsszefliggésben.
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Il. A szenzoros-vaszkularis-immun interakciokban szerepet jatsz6, altalunk
szabadalmaztatott, sszetett hatasmechanizmusu SSAO-gatlo SzV-1287 hatasait vizsgaltuk in
vitro és in vivo tumor modell rendszerekben. In vitro, az ATP-szintézis csdkkenés minden
tumor tipusnal a sejtvitalitas mérséklodését tiikkrozte, kivaltképp B16 melanoma sejtvonalon,
mar viszonylag alacsony, 50 uM koncentracid esetén is szignifikdns érzékenységet mutattak.
Ez megerdsiti a korabbi in vivo eredményeket is, ahol az SzV-1287 tumorvolumen-csokkenést
eredményezett ebben a modellben. A 4T1 emlékarcinoma sejteknél csak 250 uM felett
tapasztaltunk szignifikans ¢€letképesség-csokkenést. Ez az eredmény kiilondsen fontos lehet a
szenzoros ideg—tumor kélcsonhatasokat vizsgald modellek szempontjabdl is, ahol az SzV-1287
hatéasait részben nem tumorsejt-specifikus mechanizmusokon keresztiil feltételezziik. Az in
vivo kezelés itt sem vezetett szignifikdns tumorvolumen-csokkenéshez, de az eltérd
immunogenitds és mikrokdrnyezet érzékenysége indokolhatja az eltérd valaszreakciot. A
K7M2 osteoszarkéma sejtvonal kozepes érzékenységet mutatott az SzV-1287-re, amely 100
uM feletti koncentraciok esetén mar szignifikans sejtvitalitas-csokkenést okozott. In vivo
vizsgalataink sordn az SzV-1287 ebben a modellben sem fajdalomcsillapitod, sem tumorellenes
hatast nem mutatott. Vizsgalataink egy u0j perspektivabol kozelitik meg a tumor-

mikrokdrnyezet és annak idegi—vaszkuldris-immun komponenseinek meghatarozasat, 1j,

igéretes terapias célpontok feltérképezése céljabol.
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