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Rosszindulati daganatok erezodésének mintdzata és molekuldris mechanizmusa

Bevezetés

A daganat-indukalt angiogenezisrdl alkotott kép az elmult egy évtizedben jelentdsen
fejlodott és mara vilagossa valt hogy a kezdeti elképzelésekkel szemben nem egyszeriien csak
a neoangiogenezis bimbdzasi formdjat jelenti bar ez a leggyakoribb. (1,2) Maganak a
bimbdzdsnak a patomechanizmusardl is egyre tobbet tudunk és a kezdeti elég egysiku
molekuléris kép (VEGF indukélt VEGFR2-n keresztiili endotelidlis mitogenezis) jelentdsen
finomodott és részletgazdagabba vélt. A mai elfogadott nézet szerint a daganat-indukalt
angiogenezisben a VEGF izoformdk mellett az FGF, ANG1/ANG2, NOTCH és kemokinek is
fontos szerepet jatszanak. Ennek megfeleléen a VEGFR varidnsok mellett az FGFR-ok, TIE,
WNT receptorok és az ephrinek is fontos szerepet kapnak. (3,4) A posztnatdlis
vaszkulogenezis szerepének jelentdsége még mindig kérdéses és funkciondlis szerepe helyett
inkabb ,,angiogenezis marker” szerepe domborodik ki ugyanakkor elismerve azt, hogy ezen
endotél prekurzorok esetében a sejtfelszini receptorok egy masik csoportja tlinik
kulcsfontossagunak (KIT, Flt3). (5,6) Az érinkorporacié daganaterez0dést eldmozditd szerepe
egyre inkabb bizonyit4st nyert melynek molekuldris mechanizmusardl azonban még nem elég
részletesek az adatok a TIE2/ANG?2 szerepén kiviil. Hasonl6é a helyzet az un. glomeruloid
angiogenezis esetében is: a jelenség ismert, de mechanizmusa nem vildgos. A daganatok un.
vaszkulogén mimikri jelensége (a daganatos erekkel torténd sajatos kooperacid) egyre tobb
daganatban keriilt felismerésre ugyanakkor molekuldris mechanizmusédrdl nincsenek ujabb
adatok, csak az EphA2 és FAK kindzok szerepe ismert. Mdasrészt a daganat-Ossejtek
megismerése és kutatdsa sordn nyilvdnvalova valt hogy ezek a sejtek plaszticitidsuk miatt
endotél irdnyba is differencidlédhatnak €s a daganat sajat sejtjeibdl képes (lehet) ereket
generélni. Hogy ez a jelenség is a vaszkulogén mimikri része vagy attdl fiiggetlen még nem
eldontott. VEgiil, de nem utols6 sorban ismert még az un intuszuszceptiv angiogenezis (vagy
erez0dési forma) ami gyakorlatilag endotélsejt osztédds nélkiill képes mar meglevd
daganatereket megsokszorozni. Errdl a forméardl a leggyérebbek az adatok és foleg
molekuldris mechanizmus nem ismert.

El676 kutatdsok osszefoglaldsa

A tumor-asszocidlt endotélsejt fenotipusa: Vizsgdlataink kimutattdk, hogy ezek az
endotélsejtek CD44v3-at expresszdlnak sejtfelsziniikon (7) és gyakran megorzik csontveldi
»ossejt-markeriiket” a WT1 expressziot.(8) Masrészrél a daganatsejtek endotelidlis
fenotipusdnak szempontjabol fontos lehet hogy kimutattuk melanéma esetében a CD34,
endothelin B és prostaciklin szintdz expressziét ami része lehet a vaszulogén mimikri
jelenségének. (9) Vizsgalataink kimutattak, hogy az EPO potens angiogén faktor és hatdsat a
daganatos erekre is kifejti ugyanakkor megnovelve azok keriiletét is és segitve a
daganatellenes kemoterapids szerek kijutdsat.(10)

A kiilonboz6 daganatféleségek vaszkularizacids stratégidinak elemzése sordn pontositottuk az
endotélbimbdzds révén torténd angiogenezis mechanizmusat ami méra elfogadottd vélt széles
korben. Ugyanakkor lefrtunk egy uj erezddési modot a majattétekben ami  egy
endotélproliferdcié-domindns forménak tekinthetd. M4ajattétekben azonban megfigyelhetd egy
masik szokatlan forma is ami a sinusoidok kapillarizaciéjaval torténik. (11) Agyi attétekben a
glomeruloid angiogenezis/vaszkularizacié passziv, endotélproliferacié-nélkiili formajat irtuk
le.(12) NSCLC tiidérdak esetében igazoltuk a posztnatdlis vaszkularizdciés mechanizmus
részvételét a daganat érellatdsdban illetve a keringd endotélprekurzorok prognosztikus
szerepét.(13) Szintén bemutattuk, hogy az NSCLC-nek két formdja van, az angiogén
(neoangiogenetikus) €s az érinkorporacids forma.(14) Az el6bbi daganatokra igen prominens
nyirokérképzo képesség is jellemzo.
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A daganat érdenzitds patoldgia/klinikai jelentdségét tobb daganatféleségben elemeztiik.
Melanémék esetében, miutdn azok érinkoproracidval erezddnek,(15) a denzitdsnak ilyen
szempontbdl nincsen jelentdsége. Igazoltuk, hogy a veserdk a legerdsebben vaszkularizalt
emberi daganat (érdaganatoktdl eltekintve).(16) Bemutattuk, hogy emldrdk esetében az
angiogén képesség csontittétekben fokozddik, kiillondsen kezeletlen esetekben.(17) Fejnyaki
laphamrékokban a sugérterdpia hatdsossdganak jo prediktora volt a daganat ereinek szambeli
csOkkenése. (18)

Bdr ismereteink a daganatos angiogenezisrol jelentosen gyarapodtak, szdmos égeto kérdés
megvdlaszoldsra vdrt, melyek koziil kiilonbozé okokbol az alabbiakat emeltiik ki 2007-ben:
1. A primer tumor és szervi dttéteinek erezodése
2. Nyirokcsomodttétek erezodése
3. Kiilonféle endotelidlis prekurzorok elemzése daganatos betegekben
4. Angiogén citokinek és tirozin kindz gdtlok hatdsdnak elemzése kisérletes
daganatokban és daganatos betegekben

Eredmények

Primer tumor és szervi dttéteinek erezédése
Coloncarcinoma vaszkularizdciéja

Vizsgdltuk hdarom coloncarcindma (egér-c38 és human HT25 és HT29) ér és
kotészoveti  szerkezetét kiilonbozd (egér) szovetkornyezetben. Meglepd hasonlésiagot
taldltunk a stroma szerkezetében méjattétben, orthotop bélfalban, illetve szubkutdn szévetben.
A tumorok stromadlis oszlopaiban centrdlisan elhelyezkedd ér taldlhaté melyeken nincs
pericyta boritds. A kotdszovetes oszlopokat a tumor bazalis membranja hatdrolta és belsejiiket
simaizom aktin+ sejtek és kollagén 1 toltotte ki. Eltérd volt a stroma szerkezete a
daganatsejtek agyszovetben torténd novekedése sordn: hidnyzott a kollagén I, ugyanakkor az
erek pericita boritdsa megtartott volt.

Vizsgdltuk a ¢38 colon- és 3LL-HH tiid6 karcindma, valamint A2058 humén
melanéma érrendszerét mdjmetasztazisaikban. Mindhdrom tumorvonal metasztazisai dontéen
artérias ellatastnak bizonyultak 2-2,5 mm-es méret felett, melyeket dltalaban egy hilus feldl a
metasztazisba belépod centrélisan elhelyezkedd tagult artéria taplalt. Az endotél és simaizom
sejtek proliferdcids ratdja megemelkedett, ami magyardzhatja a metasztizisba vezetd artéria
tagulatat. A két egértumor esetében nem taldltunk eltérést az arteridlis, illetve portalis ellatasu
metasztazisok proliferacidjaban. (Isd megjelent dolgozat:19)

Megfigyeléseink szerint egerekben novekvd szubkutdn emberi tumorok esetében az
angiogenezis f0 formdja az intussusceptiv angiogenezis (€érosztodds). Az elfogadott
mechanizmus szerint a pillar képzddés elsd 1épése az érlumen szemkozti falainak
benyomddésa, mely az endothelsejtek érintkezéséhez illetve késobb a sejtkapcsold struktirdk
reorganizacidjdhoz vezet, és az erek faldit a perivaszkuldris sejtek nyomndk be.
Megfigyeléseink szerint colon rdkokban bar a venuldk lumenében ugynevezett oszlopok
(pillar) voltak jelen, ugyanakkor kezdeti stddiumban ezek az oszlopok nem tartalmaztak
kotdszoveti sejteket illetve pericitdkat, hanem kollagén kotegbdl alltak, melyet endotélsejtek
boritottak. Az endotélsejtek a kollagén-rostokat adhéziés plakkokkal rogzitették, melyekben
ol integrin illetve sejtes oldalon vinculin és aktin rostok voltak kimutathatdak. Elképzelésiink
szerint ezek az endotél hidak képesek a kotdszoveti kollagén kotegeket az érlumenen athuzni
mivel az oszlopokban taldlhaté kollagén kotegek mérete hasonld a kotdszovetben taldlhatd
kotegekéhez. Ultrastrukturalis vizsgalatok nem mutattak ki bazalis membrant az endotélsejtek
és a kollagén koteg kozott, az endotélsejtek kozvetleniil tapadtak a kollagén rostokhoz. Ezzel
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a folyamat dj formdjat irtuk le, mint inverz bimbdzds: reverse sprouting (Isd. megjelent
dolgozat:20)

35 méjattétes vastagbélrakos beteg esetében vizsgéltuk, hogy az attétek jellegzetes
genetikai hibdja, a K-RAS-gén mutdcidja, befolydsolja-e a daganat anti-VEGF antitest-
terdpidra adott valaszait. Az 4ttétek nagyobb része K-RAS muténs volt (21/35, 60%). Log-rank
analizis segitségével megallapithaté volt, hogy a KRAS-vad és mutidns daganatos betegek
anti-angiogén kezelése utani progresszio-mentes tilélés hasonl6 (8.745.7 és 9.245.5 honap),
ami a RAS-fliggetlen angiogén fenotipusra utal.

1. dbra. Vastagbélrdkos betegek progresszio-mentes tilélése anti-VEGF terdpia utdn a KRAS stdtusz

fiiggvényében.
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Primer agydaganatok és agyi attétek vaszkularizdcidja illetve angiogén fenotipusa

A gyermekkori daganatok 30%-at a kozponti idegrendszeri tumorok képezik és etioldgidjuk
tobbnyire ismeretlen. Az utébbi években lehetdség nyilt egyrészt az érképzddés masrészt a
tirozonkindz receptorok molekuldris szintii célzott gétldsdra mas daganatok esetében. Eppen
ezért vizsgalataink sordn 17 astrocytoma, 16 medulloblastoma, €és 14 ependymoma
gyermekkori daganatban elvégeztiik az érképzddés vizsgalatat endothelidlis markerek (CD34,
SMA ¢és claudin-5 immunhisztokémia) segitségével, valamint megvizsgaltuk az
érképzidésben szerepet jatszd TK receptorok szerepét (c-KIT, PDGFR). Szamos TK receptor
kifejez0dését nem csak a daganat érhdldzatidban, de a daganatos sejtekben is megfigyeltiik,
amely felveti ezen TK receptorok gétlészereinek alkalmazast, amely mind az érképzddést,
mind a daganatsejtek novekedését kozvetleniil is befolydsolhatna.
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1. tdbldzat. Gyermekkori agydaganatok TK profilja. Virdg J, Timdr J, Hegediis B, Garami M: Tyrosine kinase
receptors in pediatric brain tumors. 19th Annual Meeting of the European Society of Pediatric Clinical
Research, Bratislava, 2010.

Receptor Sejttipus Ependymoma Astrocytoma Medulloblastoma
(15) (18) (13)

c-Kit Endothél 66% (10) 55% (10) 56% (7)
Tumorsejt 45% (7) 45% (8) 56% (7)

PDGFRx Endothél 87% (13) 83% (15) 92% (12)
Tumorsejt 72% (11) 66% (12) 62% (8)

PDGFRP Endothél 20% (3) 11% (2) 31°% 4)
Tumorsejt 0% (0) 5% (1) 8% (1)

Vizsgdlataink sordn egyes szupratentoridlis ependymomadkban a daganatsejteken is
megfigyeltiik a claudin-5 fehérje expresszigjat (2. dbra, B), amely specifikus endotélium
markerként ismert (2. dbra, A). Ebbe a vizsgilatba tovdbbi gyerekkori ependymomakat is
bevontunk és igy 89 daganat immunhisztokémiai €s talélési adatait tanulmanyoztuk. A
klinikai paraméterek Osszehasonlitd elemzése sordn kideriilt, hogy a claudin-5-pozitiv
ependymomads betegek jobb daganatspecifikus tilélést mutatnak (2. dbra C). A claudin-5
daganatsejteken torténd kifejezddése arra is utalhat, hogy az ependymoma sejtek képesek
lehetnek egyfajta molekuldris vaszkuldris mimikrire, amely alternativ érképzodési

mechanizmus alapja lehet ezen daganatokban.

2.dbra. CLDN-5 fehérje megjelenése gyermekkori ependymomdkban és klinikai jelentdsége. Virdg J, Karddi Z,
Baksa G, Kiss A, Timdr J, Schaff Zs, Garami M, Hegediis B: Region specific expression of adhesion molecules in
ependyma and pediatric ependymomas with prognostic value. Genes and Cancer 2009, 26th Annual Molecular
Biology of Cancer Congress, Warwick, 2009
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Négy hameredeti és egy mezenchymalis daganat agyi attéteinek vaszkularizacids
mechanizmusét elemeztiik morfoldgiai modszerekkel. Egyik daganat esetében sem lehetett
megfigyelni az attétet kornyezO szovetben neoangiogenezist/€rbimbozast: a daganatok
érbekebelezés utjan alakitottak ki érellatasukat. Bar az érdenzitds lecsokkent a daganatokban,
az erek atmérdje megemelkedett a peritumordlis erekhez képest.Az intratumorélis érdenzités
és az endotélsejtek proliferativ aktivitisa kozott inverz kapcsolatot taldltunk. Az
inkorpordlédott  erek  esetében az  astrocytidkat  daganatsejtek  helyettesitették
tdmasztoszovetként egy 1d0 mulva. Az emberi fibrosarcoma 4ttét esetében az intuszuszceptiv
érképzésre utalé6 morfologiai jeleket taldltunk. Az érbimbozas jelenségét agyi sériilések utani
regeneracié sordn sem észleltiik (daganatsejtek hidnydban).
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3. dbra. Kisérletes dttétek erezodése.

C. HI650 emberi tiidordkagyi dttéte. GFAP-piros, CD31-zold, laminin-kék. Az dttétben szdmos
bazdlmembrdnnal boritott inkorpordlt ér. D. HTI1080fibroszarkéma agyi dttéte: CD31-zold, GFAP-voros,
desmin-kék. Az inkorpordlt ereken ép a pericita boritds. E-F: HT1080 fibroszarkoma dttét. SMA-z6ld pericita
marker, sejtmag-kék, laminin-voros. Az inkorpordlt erek pericitdi SMA-t fejeznek ki, szemben a kornyezo
agyszovet kapilldrisaival, ahol csak az arteridldk pozitivak erre a markerre.

(J Neuropathol Exp Neurol elbiralas alatt)

HIF-szabdlyozott gének expresszidja emberi veserdkban és csontéttéteiben

Vizsgédlatunkban a HIFla és HIF2a, illetve az dltaluk szabdlyozott sejtanyagcsere-
folyamatokat reprezentalé gének és kifejezett fehérjetermékiik expresszidjat vizsgaltuk, €s
prognosztikus képességiiket mértiik fel. 60 nem recidivald vesesejtes daganat (NM-RCC) és
65 metasztatizalo (M-RCC) veserdk és parhuzamos csontattét (CSM) paraffinos mintdjan. A
HIFla (p=0.001), HIF2a (p=0.001) mellett a HIF-reguldlt gének koziil az attétképzo
veserdkokban csak a VEGFR2 (p=0.002) mutatott fokozott expressziot RNS-szinten. Fehérje
szinten ezek koziil csak a HIFla (p<0.001) és a VEGFR2 (p=0.010) fokozdédott. Masrészt
azonban az GLUTI1 (p=0.001), GAPDH (p=0.001), CAIX (p<0.001) fehérjék is
megemelkedett szintet mutattak, amelyek koziil az GLUT1 és GAPDH 1j megfigyelés. A
veserdkok csontdttéteiben a HIF2a (p=0,034) és VEGF (p=0.001) és CAIX (p=0.03)
expresszid tovabb fokozdédott mig a GAPDH (p=0.036) szint lecsokkent.
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4. dbra. HIF-jelpdlya génjeinek expresszidja primer és csontdttétes veserdkban (mRNS)
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Fontos megfigyelésiink volt tovdbba, hogy a csontattétekben az EGFR fehérje ugyan csokkent
szinten volt jelen azonban foszforilacidja szignifikdnsan fokozddott és ez a pl186-o0s
autofoszforilaciés helyen tortént ami a lipidkinaz jelut aktivalasaért felelos.

Nyirokcsomo dttétek erezodése

Patoldgiailag és daganatbioldgiailag eldontetlen az a kérdés hogy a nyirokcsomé attét
forrasa lehet-e szisztémds keringésben torténd attétképzésnek szolid daganatok esetében.
Ennek vizsgélatara 58 emldrdkos esetet vizsgaltunk, melyek nagyobb részében axilldris
nyirokcsomédttétet taldltak a mitétnél (38) mig a tobbi esetben ez hidnyzott. A
nyirokcsomékban CD34 immunreakciéval jeloltik meg a vérereket és két jelenséget
elemeztiink: vajon az attétes illetve nem attétes nyirokszovetben valtozik-e a kisérdenzitas
illetve meg lehet-e figyelni un. vaszkuldris invaziét ami a primer tumorban igen erds
kedvezdtlen prognosztikai tényezd és a daganatsejtek szisztémds keringésbe jutdsanak egyik
markere. A morfometriai elemzés arra a meglepd eredményre jutott, hogy az emlérak primer
tumordnak regiondlis nyirokcsomoéiban szignifikdnsan magasabb az érdenzitds akkor ha
nincsen daganatattét.
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5 dbra. Kisérdenzitds emlordkos betegek axilldris nyirokcsomdiban az dttétek fiiggvényében.
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Daganatos Daganatmentes

Ugyanakkor megéllapitottuk, hogy a nyirokcsomé 4ttétekben a daganatszdvetben igen
jelentds a vérérdenzitds és szemben a primer tumorban szokdsossal, peritumordlisan joval
alacsonyabb. Az anyagban az is lathat6 volt, hogy a nyirokérinvazi6 jelensége is kimutathato.
Ennél sokkal fontosabb az a megfigyelésiink, hogy a vizsgdlt 38 4ttétes nyirokcsomoé 61.1%-
ban (tobb mint felében) egyértelmii daganat-intravazacié azaz vaszkuldris invazié volt
kimutathat6.

6. dbra. Daganatsejt intravazdcio dttétes nyirokcsomoban emlordk esetén. Vérér: CD34+.

Kiilonféle endotelidlis prekurzorok elemzése daganatos betegekben

88 alacsony stadiumu kissejtes tiidordkos beteg és 32 egészséges donor esetében
végeztik el a limfovaszkuldris prekurzorsejtek meghatdrozdsit (LVEPC) 4dramlasi
citometridval CD34/VEGFR3 markerekkel és mértiik egyudttal a VEGF-C szintet is.
Megallapitottuk, hogy az LVEPC szint a daganatos betegekben szignifikdnsan emelkedett.
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Tovabbmenve, szignifikdnsan magasabb LVEPC szintet észleltiink a nyirokcsomé A4ttétes
betegek esetében az ilyen attéttel nem rendelkez6khoz képest is. A magas kezdeti LVEPC
szint a daganatos betegekben kedvezdtlen prognosztikus markernek bizonyult a tdlélés
szempontjabol. Elemzésiink sordn szignifikdnsan magasabb VEGF-C szintet tapasztaltunk a
daganatos betegekben, de ez nem fiiggott Ossze a LVEPC szinttel illetve egyéb
klinikopatoldgiai jellemzdkkel. (Isd. megjelent dolgozat.21)

Fej-nyaki-, emldrdkos, illetve melanomas betegek periférids vérmintaiban flow
cytometridaval hatdroztuk meg a keringd CDI133+/VEGFR3+ (korai-LVEPC) és
CD34+/VEGFR3+ late-LVEPC) lymphatikus/vaszkuléris endothel progenitor szinteket, majd
hasonlitottuk Ossze ezeket az egészséges kontroll személyek megfeleld adataival. Mig a
CD133+/VEGFR3+ sejtek esetében nem mutatkozott kiilonbség, a CD34+/VEGFR3+
sejtpopulédcié szignifikdnsan magasabb szamban volt jelen a melanémdas és emldédaganatos
betegek periférids vérében a kontroll populdciéhoz viszonyitva. Bar hasonl6 tendencia a fej-
nyak daganatos betegek esetében is megfigyelhetd volt, itt az alacsony betegszdm miatt ez
nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

*P<0.05 CD133+/VEGFR3+ CD34+/VEGFR3+
(periférias vér, n/mL) (periférias vér, n/mL)

Fej-nyakrak (n=5) 98+145 3152+1021

Melanoma (n=30) 2104370 1250+1825*

Emlorak (n=54) 136+66 1074+2826*

Egészséges kontroll 154.1+135.6 455+185

populacié (n=32)

Angiogén citokinek és tirozin kindz gatlok hatdsanak elemzése kisérletes daganatokban és
daganatos betegekben

Uj daganat- angiogén citokin az Apelin

Megvizsgaltuk egy uj angiogén citokin az apelin expresszidja €s a humin NSCLC
tiildérak stddiuma, klinikai viselkedése és vaszkularizdltsiga kozti Osszefiiggéseket. A
vizsgalatba 94, I-IIIA stddiumd NSCLC esetet valogattunk be. A 6 kiilénb6zd vizsgalt
NSCLC sejtvonalon mind mRNS, mind fehérje szinten igazoltuk az apelin kifejezodését. Bar
az apelin tidltermelés vagy apelin kezelés in vitro nem novelte az NSCLC vonalak
proliferacids aktivitasat, a géntranszfer révén NSCLC sejtekbe juttatott apelin szignifikdnsan
stimuldlta a szubkutdn tumorok novekedését, a kapilldris denzitdst/keriiletet humédn NSCLC
xenotranszplantalt egerekben. Az apelin mRNS szint szignifikdnsan emelkedett volt human
NSCLC mintakban, 6sszehasonlitva normal tiido szovetmintakkal. Human NSCLC esetében a
magas apelin fehérje szint emelkedett kapillaris denzitdssal és kedvezotlen teljes tuléléssel
tarsult. (Isd. megjelent dolgozat:22)

EPO hatésa a keringd EPC-re daganatokban

Megvizsgaltuk a huméan rekombindns erythropoietin (rHuEPO) hatdsat EPOR-pozitiv
humdn nem kissejtes tiidordk (H1975) és humdan laphdmrdak (A431) xenograftok
angiogenezisére. Az rHuEPO kezelés hatdsira nagyobb atmérdjii erek képzddnek
intratumordlisan mindkét fajta xenograft esetében. Ezek koriil az erek koriil ugyanakkor
megszakad az SMA+ pericyta boritds. Mindkét tumor esetében az erek novekedése az
intratumordlis endothelidlis sejtek (CD31+) fokozott proliferdcigjanak kovetkezménye a
kontrollhoz képest (mitézis-index: 49,12% vs. 15,3%). Mindekozben az EPOR+
daganatsejtek proliferdcidés indexe nem valtozott. Az exogén rHuEPO kezelés hatdsiara a
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daganatokban a HIF-1a mRNS expresszi6 szignifikdnsan lecsokkent, amely arra utal, hogy a
tumorok kevésbé voltak hypoxidsak. (Isd. megjelent dolgozat:23).

A késbi és a korai EPC-k kimutatdsdra a CD34"VEGFR2" illetve a CD133* VEGFR2"
kettOs jelolést alkalmaztunk egészséges kontroll személyekben (8 f6), valamint tiidérakos
betegek periférids vérmintdiban EPO kezelés eldtt, illetve utan (14 £6; 9 SCLC, 5 f6 NSCLC).

CD34"/VEGFR2" (db/ml) CD133"/VEGFR2" (db/ml)
kontroll 351 278
EPO el6tt EPO utin EPO eldtt EPO utin
SCLC 795 1006 133 50
NSCLC 1118 1207 0 0

Eredményeink szerint az EPO kezelés hatdsara elsdsorban a kissejtes tiidordkban észlelhetd
eltolodas a periférian a kés6i endothel-prekurzorok irdnyédba, ami erdsiti az EPO angiogén
faktor szerepét daganatos betegekben is.

EPO hatdsa angiogenezis gitlé kezelésekre preklinikai modellben

EPO receptor-pozitiv H1975 human NSCLC sejteket oltottunk s.c. SCID egerekbe. Az
allatokat a human dézisnak megfelelden kezeltiik anti-VEGF antitesttel (Gemcitabin, Avastin)
és THUEPO-val. A tumor novekedését €s a véraramlast a tumorban kisallat SPECT/CT-vel
detektaltuk, majd a kisérlet végén meghataroztuk a tumorok tomegét és az €16 tumorszovetben
immunhisztokémidval az erek szdmat. Az rHuEPO-val kezelt 4allatokban a tumorok
novekedése nem tért el a kontroll dllatokéhoz képest, mig az Avastin terdpia tobb mint 70%-
os novekedésgitlast eredményezett, melyet a rHUEPO terdpia mar nem tudott fokozni. Az
anti-VEGF terdpia a tumorokban az erek szaméit a kontrollhoz képest kozel felére
csokkentette, ami az THuEPO hozzaadasakor tovabb csokkent 20%-al. A véraramlas az anti-
VEGF kezelés hatdsara 70%-ra csokkent, mig az rHuEPO kezelés hatdsdra tobb mint
kétszeresére ndtt a daganatokban. A kombindlt anti-VEGF és rHuEPO kezeléssel azonban
tovabb lehetett a véraramldst csokkenteni 50%-ig. Eredményeink abbol a szempontbdl
érdekesek, hogy ugy tlinik, hogy az anti-VEGF antitestterapia az érdenzitds csokkentése révén
lecsokkenti a daganat keringését, melyet az rTHUEPO hozzdadasaval tovabb lehet potencirozni.

Kisérleti modellben (C38 egér vastagbélrak) elemeztik az rhEPO hatdsat az
intuszuszceptiv angiogenezisre é€s megallapitottuk, hogy az EPO megnéovelte az érfeliiletet és
ezzel volt inkdbb magyardzhaté a megemelkedett hidképzés (tablazat). Masrészrdl elemeztiik
egy multi-VEGFR kindzgitld, a vatalanib hatdsat is ugyanezen modellben az intuszuszceptiv
angiogenezisre €s megdllapitottuk, hogy a VEGFR-ok blokkoldsa gatolta a tumorndvekedést,
lecsokkentette az érdenzitdst de fokozta a hidképzOodést a daganatos erekben azaz az
intuszuszceptiv angiogenezist (Isd. megjelent dolgozat, 20).
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2. tabldzat. EPO és vatalanib kezelés hatdsa az intuszuszceptiv érsokszorozoddsra c38 karcinoma esetében.

Treatments
control THuEPO vatalanib
38 colon carcinoma 2.73£0.72 277112 1. 460 82 *
subcutaneous tumor weight (g)
Relative vessel area 1.47+£0.32 1.75=0.28 1210 14
(vessel'tumor area in %)
Number of pillars/vessel area 2113 25+5 30LG%

{ll.-"]l]].llz}

Number of pillars/tumor area 0.31+0.04 0.43=0.06" 0,38+0.08
(n/mm’)

Results are expressed as mean = SD, *P=0 05

HIF-gatlds hatdsa emberi melandma novekedésére és attétképzésére

Manapsag szamos kémiai szert vizsgdlnak amely képes volna felfiiggeszteni a
hypoxia- vagy onkogén-indukdlta konstitutiv HIF-aktivalodast ami a daganatok angiogén
fenotipusdnak egyik legfontosabb eleme. Ujabb vizsgdlatok azt igazoltdk hogy ennek a
cinkujj fehérjének transzkripcids faktor aktivitdsat Zn addsdval DNS-szinten fel lehet
fliggeszteni (Kim et al. NeuroReport 19:1065,2008). Ezek az adatok alapjan megvizsgaltuk in
vitro €s in vivo attétképzési modellben a Zn hatdsat emberi melanoma sejtvonalak
viselkedésére és attétképzésére. A cinkszulfatot 3-300 uM-os koncentracidkban alkalmaztuk,
szérummentes, illetve szérumot tartalmazé6 médiumban oldva. A teszteket HT168-M1,
HT199, WM983B, A431, KS sejtvonalakon, illetve fibroblast- €s endothelsejteken végeztiik
el. Szérummentes médiumban a HT168-M1 melanoma és az A431 laphdmrdk sejtvonal is
dozisfiiggden érzékenynek bizonyult a ZnSO4 kezelésre és az 50%-os sejtszdmcsokkenéshez

sziikséges cinkszulfat-dézis kozel azonos volt a két sejtvonal esetén.
7. dbra. ZnSO4 hatdsa emberi daganatsejtekre in vitro (72 ora).
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Arrdl, hogy a sejtszamcsokkenés hatterében sejtpusztulds, €s nem pusztan proliferaciégatlas
all, Tripankék-festéssel gydzodtiink meg Az 50%-os gatlashoz kétszer nagyobb cinkszulfat-
doézisra volt sziikség fibroblasztok esetén mint melandma-sejtekben. Normélis és
transzformalt endotélsejteket elemezve (Kaposi-sarcoma) a normalis endothel kevésbé
bizonyult érzékenynek a cink toxikus hatdsdra. 50%-os sejtszamcsokkenéshez sziikséges
dozisok markdnsan kiilonboztek és a 100 pM-os cinkszulfat-dézisnal is mintegy tizszeres
kiillonbség adddott a sejtpusztuldsban. A fenti Zn-érzékenységbeli kiilonbségek szérum
jelenlétében is megmaradtak. Felmeriilt, hogy a ZnSO4 esetleg apoptdzist indukélva toxikus,
de ezek a feltételezések nem nyertek megerdsitést. A melanomasejtek méjattétképzését
velesziiletetten immunhidnyos SCID egerekben 1ép-maj modellben vizsgdltuk. Amikor 5x10*
tumorsejtet (HT168-M1) oltottunk az egerek 1épébe, a 28. napon dtlagosan 70 attétet talaltunk
a majban. A cinkszulfat az attétek szdmat csokkentette, bar ez csak az 500 pg/ttkg-os dozisnal
bizonyult szignifikdnsnak. Ha kevesebb, 10* sejtet oltottunk 1épbe, a 39. napon torténd
értékelésnél ~10-15 attétet taldltunk. A cinkszulfét itt is hatdsosnak bizonyult, és az 500
pg/ttkg-os mellett a 100 pg/ttkg-os doézisndl is statisztikailag szignifikdns volt az attétek
szdmanak csokkenése. A 1ép tomegére, vagyis a primer tumor nagysiagira a kezelés nem

hatott.
8. dbra. ZnSO4 hatdsa emberi melanoma dttétképzésére SCID egérben

25 - O attétszam

20 . M ép(x0,19)
O méaj(g)

15

10 -

kontroll 100 500 1000 ug/ttkg
*p<0,05 vs kontroll

Megbeszélés/ az eredmények hasznositdasa

A daganatok erezodése

Vizsgélataink sordn elsOsorban kisérleti modellekben a daganatok erezddésének uj
formadit figyeltiik meg, mint amilyen az érbekebelezés sajatos formai majattétek egy részében
és agyi attétekben. Leirtuk az inverz bimbdzds, vagy belsd-bimbdzas pontos folyamatat
kiillonbozo egér és emberi daganatféleségek esetében amit intuszuszceptiv érkett6z6désnek
ismernek. A folyamatban igazoltuk az endotélsejtek eddig pontosan még nem azonositott
kollagénreceptoranak szerepét mely a citoszkeletalis rendszer révén képes megfeleld hiizderot
kifejteni a kotoszovetes hidképzodéshez. Fontos megfigyelés az hogy a majattétek dontden
arteridlis vér és érellatasuak, ami a klinikailag hasznalt un. intraarteridlis terapidk biologiai
racionalitasat timasztja al4.

A daganatbioldgia és patoldgia a daganatok limfatikus terjedését is gy értékeli hogy
az a szisztémas terjedéshez vezetd ut egyik formédja, ugyanakkor nincsenek arra bizonyitékok,
hogy ez hogyan valésul meg: mi a kapcsolat a nyirokrendszeri attét €s a szisztémas

11



NK72595

vérkeringésben torténd terjedés (hematogén disszemindcid) kozott. Megfigyeléseink ebben a
kérdésben segitik a tisztanlatast, hiszen emldrak esetében igazoltuk, hogy hasonléan a primer
daganathoz, a regiondlis attétek egy jelentOs szdzalékdban is kimutathat6 a vérerekbe torténd
daganatbetorés. Ennek prognosztikus jelentdsége a primer tumor vonatkozdsiban ismert,
tovabbi feladatunk annak bebizonyitdsa, hogy a nyirokcsomdkban bekovetkezd
vérérbetorésnek is ilyen szerepe van, azaz az ilyen daganatos betegekben fokozott a szervi
attétek kialakuldsanak esélye.

A posztnatdlis vaszkulogenezis a keringd endotélprekurzorok révén reaktivalédhat
emberi daganatokban ahogy mdsok mellett ez mi is kordbban kimutattuk. Vizsgalataink arra
mutattak rd, hogy a posztnatdlis limfangiogenezis folyamata is reaktivalodhat rosszindulatd
daganatokban, amihez elemeztiik a keringésben a korai és késéi limfovaszkuldris EPC
sejtpopulédcidkat kissejtes tiidérdkokban és szamos mads daganatféleségben is. Azt igazoltuk,
hogy a daganatos betegekben elsdsorban az un. kés6i LVEPC mutathaté ki megemelkedett
szinten (CD34+/VEGFR3+) és ennek a populdcidnak lehet szerepe a nyirokcsomdattétek
kialakuldsénak elOrejelzése szempontjabdl. Az azonban tovabbra is nyitott kérdés, hogy ezek
a prekurzorok maguk mennyiben jarulnak hozzd a nyirokérijdonképzdodéshez, vagy csak
jelz6i a limfangiogenetikus képességnek.

A daganat angiogén fenotipusdnak markerei

Vizsgélataink szélesitik a daganatos angiogén faktorok palettdjat az Apelin ilyen
iranyu szerepének tisztidzdsaban €és tovdbb erOsitik az EPO ezen szerepére vonatkozé
nézeteket. Ugyanakkor felhivtuk magunk is a figyelmet arra, hogy daganatokban gyakran
nincsen egyértelmii Osszefiiggés az angiogén citokinek szérum vagy tumorszintje és az
angiogén képesség kozott, aminek egyik magyardzata ezen citokinek kiilonb6z6 izoformdinak
léte amire nézve vannak mar adatok bar meglehetdsen ellentmondésosak.

Ismert tény, hogy a szolid daganatok, kozottiik a vastag- és végbélrakok érellatasukat
kiillonbdz6 mdédon oldjdk meg, amely angiogén fenotipusukbdl ered. Ezek koziil csak az egyik
a neoangiogenezis, de mds alternativ médok is vannak, mint a postnatalis vascularisatio, az
érbekebelezés, vagy a vaszkulogén mimikri jelensége, amelyeket mind-mind eltéré kindz
tipusu receptorok érintettsége jellemez, és értelemszertien eltérd angiogén citokin profil valt
ki. A vastag- és végbélrdkok esetében az egyetlen klinikailag sikeres antiangiogén terdpidt a
VEGF citokin elleni monoklondris antitest terdpia jelenti, amely a kemoterdpidval
kombindciéban mutatott kedvezd klinikai hatdst. Amikor azonban a lehetséges
hatdsmechanizmus egyes elemeit vizsgaltdk, kideriilt, hogy emberi alkalmazds sordn a
daganat indukélt angiogenesis gitld hatds nem bizonyitott. Amire azonban bizonyitékokat
sikeriilt gylijteni, az arra vonatkozott, hogy a daganatos erek funkcidja valtozik un. ér
normalizdlds kovetkezik be, ami az erek kidifferencidloddsat jelenti, optimdlisabb funkcidjat,
aminek kovetkeztében a daganatban 1évd hipoxia és perfizid javul, és ezzel magyaraztik a
kemoterdpia hatékonysdganak fokozdodasit is. (24) Kezdettdl fogva nagy probléma a vastag-
és végbélrakok esetében is, de mds szolid daganatok esetében is, hogy az Un. angiogenesis
gatlo terdpidk szempontjabdl sem pozitiv, sem negativ prediktiv faktorral nem rendelkeziink.
Egy friss tanulmany Osszesitette ezen vizsgdlatokat, amelyben megallapitottdk, hogy vastag-
és végbélrak esetében a szérum VEGF szintje biztosan nem jelent pozitiv vagy negativ
prediktiv faktort, a vizsgélatok tobbsége nem taldlt Osszefiiggést a terdpia hatékonysagaval.
(25) Szoveti szintli vizsgalatok pedig azt mutattdk, hogy a daganatos érdenzitds nem fiigg
0ssze az angiogenesis gatlo gydgyszer hatékonysigaval, és a tumorban kimutathat6 VEGF
citokin szint sem. (25) Tehat azzal a helyzettel allunk szemben, hogy nem rendelkeziink ezen
célzott terdpia esetében sem pozitiv prediktiv tényezdvel. A klinikai és preklinikai vizsgalatok
azonban meghatdroztak néhany un. anti-VEGF terapia rezisztencia tényezot. Ezek kozott az
egyik a daganatok neutrofil infiltraci6ja, ahol a neutrofilek egy alternativ angiogén citokint
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biztositanak a tumor szamdra. A PDGF-C termelés a daganatban pl. egy ilyen negativ
tényezdje volt, ill. a DLL4 endotelidlis marker megjelenése is ezzel allt kapcsolatban. Miutén
pozitiv prediktiv tényezd nincs, a kérdés tigy meriilt fel, hogy van-e esetleg negativ prediktiv
markere az antiangiogenezis terdpidnak, mint ahogy az anti-EGFR terdpidk esetében van.
Ilyen negativ tényezot kerestek a gyakori génhibdkban, mint a K-RAS, BRAF, P53 mutacio,
és sem a kezdeti vizsgdlatok, sem a megismételtek nem igazoltdk, hogy a K-RAS vagy B-
RAF muténs stitusz befolydsolta volna a teljes tulélést IFL, oxaliplatin ill. irinotecan és
capecitabin kombinécidk esetén. Sajdt vizsgdlataink is ezeket az eredményeket erdsitik meg.
Az angiogenezis-terdpidk sikertorténete a vildgossejtes veserdk, melyben 4 multikindzgatlé
(féoleg VEGFRek) és az anti-VEGF antitestek hatékonyak azonban itt sem ismert pozitiv vagy
negativ prediktiv faktor. Ebbdl a szempontbdl érdekes lehet az az eredményiink, hogy a
csontattétképzd veserdkokban a HIF2a expresszi6 fokozodik és valdsziniileg ezzel
Osszefiiggésben a VEGF expresszid is tovabb fokozddik. Ugyanakkor az EGFR jelpalya
jelentds véltozdson megy keresztiil és a lipidkindz utvonal aktivdléddsa mutathat6 ki. Ez a
megfigyelés azért fontos, mert eddig az mTOR gatlok klinikai helyét az adjuvéns elsGvonalas
kezelésekben lattdk és fel sem meriilt, hogy VEGFR gitl6 kezelések utdn prébaljak
alkalmazni, pedig lehet hogy ennek molekuldris alapja van a progresszié soran kialakuld
valtozasok logikdja miatt.

Daganatindukdlt angiogenezis moduldcidja

Az EPO-val foglalkozé kutatdsaink gyakorlati hasznositdsanak jelenleg legfontosabb
akaddlya az lehet hogy az EPO mellékhatdsai és tdladagoldsa miatt egyre inkdbb
diszkrimindlodott a daganatos betegek kezelésébdl. Ugyanakkor bemutattuk, hogy mind az
esetleges sugdrterdpids vdlasz potencirozdsa mind pedig az anti-VEGF antitestterdpia
potencirozdsa révén fokozni képes daganatellenes terdpidk vagy az angiogenezis elleni
terapidk daganatellenes hatdsat.

A vatalanibra vonatkoz6 megfigyeléseink érdekes 1j szempontot jelenthetnek az anti-
angiogén TK gatlok bioldgiai hatdsainak megértésében. Eddig ugy gondoltik, hogy az
angiogenezis-gatlok érnormalizélds utjan fejtik ki hatdsukat fokozva a daganatellenes szerek
hatékonysagat. Adataink arra utalnak, hogy az ilyen kezelések sordn a rezisztencia egyik
lehetséges mechanizmusa a daganat erezOdési stratégidjdnak megvaltozdsa: az eredeti
bimbdzési tipus (VEGF-VEGFR mediélt) hattérbe szorul €s pl. alternativ mechanizmus, egy
VEGFR-fiiggetlen mint pl. az intuszuszceptiv érsokszorozddés eldtérbe keriilése kovetkezik
be. Ezt a megfigyelésiinket természetesen mds daganatokon és a ma forgalomban 1évo
szerekre is meg kell vizsgalni.

Szintén nagyon fontos megfigyelésiink a ZnSO4 daganatellenes hatdsanak elemzése
illetve kimutatdsa annak fényében hogy idegsejtekben bizonyitdst nyert az hogy képes a HIF
transzkripciés hatdsdnak blokkoldsara 1{gy egy hatékony nemspecifikus anti-HIF
gyogyszerként tekinthetd. Ebbdl a szempontbdl érdekes az a tény is hogy az éltalunk vizsgalt
daganatok esetében a Zn irdnti érzékenység sokkal nagyobb mint a normadlis sejteké
(fibroblasztok vagy endotélsejtek), aminek egyik oka lehet a daganatokban oly gyakran
kiillonbozo genetikai okokbdl konstitutivan aktivalodott HIF-jelpdlya. A kozeljovo feladata
lesz annak megvizsgéldsa, hogy veserdk esetében ahol a VHL-génhiba felelés a HIF
aktivalasaért a Zn képes-e ezt felfiiggeszteni. Ezzel egy fontos kiegészitd un. szupportiv
kezelés raciondlis alkalmazasanak lehet0sége meriil fel.
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