Az anaemia gyakran el6forduld jelenség daganatos betegekben. Csokkenti az
¢letmindséget és a kezelés kedvezbtlen kimenetelét is okozhatja, ugyanis a kevésbé
oxigenizalt tumorszovetek kisebb mértékben érzékenyek a sugarkezelésre és a kemoterapiara,
valamint a rosszabb oxigénellatottsag noveli az attétképzés valoszinliségét. Az anaemia
hatranyos kovetkezményeinek  csokkentésére, a normalis hemoglobinszint visszaallitasa
érdekében ma mar rutinszerien hasznaljak a rekombinans human erythropoietineket
(rHUEPO-K). A kisérletes és klinikai eredmények azonban ellentmondasosak, mivel szamos
daganatsejt esetében leirtadk, hogy azok expresszaljak az EPO-receptort, ezért az exogén EPO-
kezelés befolyasolhatja a daganatsejtek talélését, proliferaciojat, differencialodasat és
migracios képességét is. A daganatsejtek mellett megfigyelték endothel sejtek EPO-receptor
expressziojat is, ezért az EPO-kezelés hatast gyakorolhat a tumor érhalozatanak kialakulasara
is. Korabbi irodalmi adatokbol, valamint a sajat kutatasi eredményeinkbdl tudtuk, hogy az
EPO a vaszkularis endothelialis ndvekedési faktorhoz (VEGF) hasonld aktivitast angiogén
citokin: az erek szamat nem befolyasolja a tumorokban, viszont fokozza az endothel sejtek
proliferacids aktivitasat és ezaltal dilatalt, nagyméretii erek képzddnek intratumoralisan. A
tidédaganatok esetében is célul tliztiik ki ezen folyamatok in vivo és in vitro vizsgalatait,
illetve terveztiik olyan ij molekuldk azonositasat, amelyek ezt a folyamatot befolyasolhatjak.

1. Az EPO-receptor expressziojanak prognosztikai jelentésége SCLC és NSCLC tumorok
esetében.

Pélyazatunk elsd két évében a munkaterviinknek megfelelden megkezdtiik a kissejtes
(SCLC) és a nem-kissejtes (NSCLC) tiidédaganatoss betegek bronchoszkopos mintaiknak
gyljtését és feldolgozasat molekularis biologiai modszerekkel, a harmadik évben pedig a
hosszabb tavu klinikai megfigyeléshez a betegek adatainak gyiijtését, hogy meghatarozhassuk
az EPOR statusz és a klinikai prognozis kozotti lehetséges kapcsolatokat. A kutatasba bevont
betegektdl a bronchoszkdpids vizsgalat soran két mintat vettiink. Az egyik minta a daganatos
részr6l (T-tumoros), mig a masik a daganattol mentes szovetbol (N-normal) szarmazott. A
mintavételt kovetden a bronchoszkopias kefével nyert anyagrol cytologiai vizsgalat soran
megallapitottak, hogy pontosan melyik daganattipushoz tartozik, majd Real-Time PCR
technikaval meghataroztuk a mintdk EPO-receptor expresszids szintjét. A kutatasi program
alatt 99 darab nem-Kkissejtes, illetve 27 darab kissejtes tiidddaganatos betegtdl gyijtottiink
mintakat és végeztiik el az EPO-receptor expresszios szintjének meghatarozasat.

Nem talaltunk Osszefiiggést a betegek klinikopatologiai adataik (nem, életkor,
dohanyzasi szokas, TNM statusz, terapia) illetve az EPOR expresszid kozott sem SCLC, sem
NSCLC betegek esetében. (Tablazat 1., 2.)

Megallapitottuk, hogy bar a kiilonboz6 tipusu (adenocarcinoma, planocellulare,
macrocellulare) nem-kissejtes tiidérakos betegek EPO-receptor expresszidja kozott nincs
szamottevd kiilonbség, a kissejtes tiidorakos betegek mintajanak EPOR expresszidja (T/N)
szignifikansan magasabb, mint az NSCLC-s betegekt6l szarmazé mintakban (1. Abra).



1. Abra. EPOR expresszid nem-kissejtes és kissejtes tiidédaganatos betegektdl szarmazo
mintakban.
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1. Tablazat. Az EPOR expresszio és a klinikopatologiai adatok Osszefiiggései NSCLC
betegek esetében (N=99)

EPOR expreszio P érték EPOR expresszié P érték
Betegek (tumor) (normal)
szama Alacsony | Magas Alacsony Magas
(%) (%) (%)’ (%)° (%)’
99 54 45 52 47
Osszes beteg (100%) (%) (%) (%) (%)
Eletkor (év) °
1< 48 (48.5%) | 27 (50%) 24 27 24
(53.3%) (51.9%) | (51.1%)
61> 51 (51.5%) | 27 (50%) 21 0.741° | 25 (48.1%) 23 0.932°
(46.7%) (48.9%)
Dohanyzas (21 ismeretlen)
Sohasem dohanyzott | 8 (8.1%) | 5(9.3%) | 3(6.7%) 6 (11.5%) | 2 (4.3%)
Valaha dohanyzott | 70 (70.7%) 40 30 1° 36 (69.2%) 34 0.275°¢
(74.1%) | (66.7%) (72.3%)
Nem
Férfi 60 (60.6%) 32 28 31 (59.6%) 29
(59.3%) | (62.2%) (61.7%)
NG 39 (39.4%) 22 17 0.764° | 21 (40.4%) 18 0.832°
(40.7%) | (37.8%) (38.3%)
T stadium
T1 8 5 3 4 4 (8.5%)
(8.1%) (9.3%) | (6.7%) (7.7%)
T2 45 (45.5%) 23 22 24 (46.2%) 21
(42.6%) | (48.9%) (44.7%)
T3 31 (31.3%) 17 14 15 (28.8%) | 16 (34%)
(31.4%) | (31.1%)
T4 15 (15.1%) | 9 (16.7%) | 6 (13.3%) | 0.897° 9 6 0.9°
(17.3%) | (12.8%)
N stadium
NO 17 (17.2%) | 8 (14.8%) | 9 (20%) 8 (17.4%) | 9 (17%)
N1 23 (23.2%) 13 10 9 (19.6%) 14
(24.1%) | (22.2%) (26.4%)
N2 47 (47.5%) | 27 (50%) 20 25 (54.3%) 22
(44.5%) (41.5%)
N3 12 (12.1%) | 6 (48.1%) | 6 (13.3%) | 0.878° 4 8 0.461°
(8.7%) | (15.1%)
M stadium
MO 54 (54.5%) 32 22 31 (55.4%) 23
(59.3%) | (48.9%) (53.5%)
M1 45 (45.5%) 22 23 0.302° | 25 (44.6%) 20 0.199°
(40.7%) | (51.1%) (46.5%)
Kezelés (9 ismeretlen)
PBC 27 (27.3%) 12 15 13 14
(22.2%) | (33.3%) (25%) (29.8%)
RCT 24 (24.2%) 15 9 14 10
(27.8%) (20%) (26.9%) (21.3%)
PT 17 (17.2%) | 8 (14.8%) 9 7 10
(20%) (13.5%) | (21.3%)
S 12 (12.1%) 5 7 (15.6%) 7 5
(9.3%) (13.5%) (10.6%)
S+Adj. CT és/vagy |10 (10.1%) | 7 (13%) 3 0.455" 7 3(6.4%) | 0.596°
RT (6.7%) (13.5%)

2 Cut-off érték megegyezik a median értékkel; ° Chi-square teszt; ¢ Fisher’s exact teszt; AC, adenocarcinoma;
SCC, squamous cell carcinoma; LCC, large cell carcinoma; PBC, Platinum-Based chemotherapy; RCT,
Radiochemotherapy; PT, Palliative therapy; S, Surgery; S+Adj.CT és/vagy RT, Surgery + Adjuvant
Chemotherapy és/vagy Radiotherapy



2. Tablazat. Az EPOR expresszio és a klinikopatologiai adatok dsszefliggései SCLC betegek
esetében (N=27)

EPOR expreszio P érték EPOR expresszié P érték
Betegek (tumor) (normal)
szama Alacsony Magas Alacsony Magas
(%) (%) (%0)° (%) (%0)°
27 9 18 12 15
Osszes beteg (100%) (33.3%) | (66.7%) (44.4%) | (56.6%)
Eletkor (év) *
61< 15 (55.6%) | 6 (66.7%) | 9 (50%) 8 (66.7%) 7
(46.7%)
61> 12 (44.4%) | 3 (33.3%) | 9 (50%) 0.683° 4 (33.3%) 8 0.441°
(53.3%)
Dohanyzas (3 ismeretlen)
Sohasem dohanyzott | 1 (3.7%) 0 1 (5.6%) 0 (0%) 1
(0%) (6.7%)
Valaha dohanyzott | 23 (85.2%) | 9 (100%) | 14 (7.78%) 1°¢ 11 (91.7%) | 12 (80%) 1°
Nem
Férfi 18 (66.7%) | 8 (88.9%) | 10 (55.6%) 10 (83.3%) 8
(53.3%)
N6 9 (33.3%) | 1(11.1%) | 8 (44.4%) 0.193° 2 (16.7%) 7 0.217°¢
(46.7%)
T stadium
T1 1 (xx%) 0 1 (5.6%) 0 1
(0%) (0%) (6.7%)
T2 13 (xx%) | 6 (66.7%) | 7 (38.9%) 7 6
(58.3%) (40%)
T3 9 (xx%) | 1(11.1%) | 8 (44.4%) 2 7
(16.7%) (46.6%)
T4 4 (xx%) | 2(22.2%) | 2 (11.1%) 0.266" 3 1 0.205°
(25%) (6.7%)
N stadium
NO 6 (xx%) | 2(22.2%) | 4(22.2%) 2 4
(16.7%) (26.6%)
N1 2 (xx%) | 1(11.1%) | 1 (5.6%) 1 1
(8.3%) (6.7%)
N2 14 (xx%) | 3 (33.3%) | 11 (61.1%) 5 9
(41.7%) (60%)
N3 5(xx%) | 3(33.3%) | 2(11.1%) 0.433P 4 (33.3%) 1 0.345°
(6.7%)
M stadium
MO 15 (xx%) | 3(33.3%) | 12 (66.7%) 6 9
(50%) (60%)
M1 12 (xx%) | 6 (66.7%) | 6 (33.3%) 0.127°¢ 6 6 0.603°
(50%) (40%)
Klinokopatolégiai
stadium
LD 14 (51.9%) | 3 (33.3%) | 11 (61.1%) 5 9
(41.7%) (60%)
ED 13 (48.1%) | 6 (66.7%) 7 0.237°¢ 7 (58.3%) 6 0.343P
(38.9%) (40%)
Kemoterapias kezelés (2 ismeretlen)
EP 19 (70.4%) 8 11 (61.1%) 9 10
(88.9%) (75%) (66.7%)
EP+CEV 6 1 5 0.364° 2 (16.7%) 4 0.661°
(22.2%) (11.1%) (27.8%) (26.7%)

2 Cut-off érték megegyezik a median értékkel; ® Chi-square teszt; © Fisher’s exact teszt; LD, limited disease; ED,
extensive disease; EP, cisplatin vagy carboplatin és etoposide; CEV, cyclophosphamide, epirubicin és vincristine




A vizsgalatba bevont betegek progressziomentes, illetve teljes talélését sem
befolyasolta az EPO-receptor statuszuk sem kissejtes, sem nem-kissejtes tiidédaganatos
betegek esetében (Abra 2.).
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2. Abra. NSCLC Kaplan-Meier talélési analizis: alacsony vs magas EpoR expresszios szint
Osszegiiggése a tuléléssel P=0.129



2. rHUEPO kezelés hatasa EPOR-pozitiv vagy negativ anémids SCLC és NSCLC betegek
progressziojara.

A tervezett program teljes ideje alatt zajlott a NSCLC és az SCLC betegeket
monitorozasa, akik THuUEPO kezelésben részesiiltek. Nem-kissejtes tiidddaganatos betegek
koziil 16-an lettek anaemiasak és ebb6l 13-an kaptak rHUEPO kezelést. Kissejtes
tiidédaganatos betegek koziill pedig mind a 6 anaemias beteg kapott rHuEPO kezelést.
Osszehasonlitva az tHuEPO kezelt és kezeletlen betegek tulélését, illetve ezeket magas és
alacsony EPOR expresszio fliggvényében, egyik esetben sem befolyasoltak a betegek
talélését. (3. Abra.) Szeretnénk hozzatenni, hogy a kevés kissejtes tiidédaganatos beteg
mintaszama miatt érdemes lenne a mintak gytjtését és elemzését tovabb folytatni.
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3. Abra. Kaplan-Meier talélési analizis: rHuEPO kezelés dsszefliggésének vizsgalata nem-
kissejtes tiidodaganatos betegek talélésével P=0.354



3. rHuEPO hatasanak vizsgalata EPOR-pozitiv human tiidorak xenograftokon.

Korabbi vizsgalatainkban megéallapitottuk, hogy laphdmrdk és colon carcinoma
modellek esetében az rHuEPO-alfa kezelésnek minimum kett0s hatasa van a tumorokra:
csokkenti a tumorszdvet hypoxiajat, amely egy jol ismert negativ prognosztikus marker,

valamint fokozza az endothelidlis sejtek proliferacigjat, amely javitja az erek

s

kissejtes tiidérak (H1975, H358, H1650, HCC15) sejtvonalakon, valamint xenograft
modelleken tanulmanyoztuk az rHuEPO ¢és gemcitabin egyiittes hatasat a sejtek
quantitativ Real Time PCR analizissel végeztiink. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy
a kiilonb6z6 eredetii tiidérak sejtvonalak eltéré mértékben ugyan (10-57%), de valamennyien
expresszaljak az EPOR-t. A daganatsejtek in vitro proliferaciés képességét MTT teszttel
vizsgaltuk. Bar az irodalmi adatok ellentmondasosak, kisérleteinkben az in vitro rHUEPO
vivo human doézisnak megfeleld koncentracio az 1 IU/ml, de még ennek a 10-Szerese sem
okozott valtozast a sejtek szaporodasi képességében. A human dézisnak megfeleld gemcitabin
kezelés hatdsara a sejtek proliferacidja szignifikansan lecsokkent €s ezt a kombinacidban adott
rHuEPO nem befolyasolta.

In vivo kisérletiinkben 10° db H1975 tumorsejtet oltottunk SCID egerekbe subcutan, és
a tumoroltassal egyidejileg megkezdtik az rHuEPO kezelést a humén protokollnak
megfelelden: heti 3 alkalommal 1501U/kg dézisban. A tumorokat, miutan elérték a 50 mm°-es
nagysagrendet (14 nappal az oltas utan) elkezdtiik gemcitabinnal kezelni (a human do6zisnak
megfeleléen, heti egy alkalommal). Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az rHuEPO
kezelés nem hogy nem fokozta, még csokkentette is az EPOR+ tumorok novekedését. Bar a

crer

ey

érdemben nem befolyasolta ennek hatdsat, mivel a gemcitabin magaban is igen jelentds
tumorndvekedést gatld hatdst mutatott.

Ezt kovetden egy 0j oltassal kisérleteztiink, amely a tiidédaganatok vizsgalatara egy
jobb modell lehet: H358 daganatsejteket farokvénaba juttattuk, és a kialakult tiidékoloniakat
vizsgaltuk. Ebben a kisérleti rendszerben megallapitottuk, hogy az rHuEPO fokozta a
gemcitabin daganatellenes hatasat (5. Abra).

Osszességében elmondhatjuk, hogy bar tovabbi vizsgilatok sziikségesek az EPO
kezelés hatasanak teljes feltérképezéséhez, az EPO hatdsdra nétt az intratumoralis
endothelsejtek proliferacidja ezzel javitva a tumorok vérellatasat, aminek hatasara a tumor
hipoxidja lecsokkenhet, igy javitva a tumorellenes terapidk hatékonysagat.
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4. Abra. A - rHUEPO kezelés hatasa tumorsejtek illetve endothel sejek proliferacidjara H1975
xenograftban, B — Immunhisztokémiai elemzése rHuEPO kezelt H1975 xenograftoknak:
CD31 — endothel marker, BrdU — proliferalo sejtmag, TOTO — sejtmag.
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5. Abra. In vivo rHuEPO és gemcitabin kezelés hatdsa H358 sejtek tiidékolonizacidjara

4. rHuEPO és az anti-angiogén bevacizumab (Avastin) kombindciojanak hatasa tiidorak
xenograftok névekedésére és angiogenezisére.

Az anti-angiogén bevacizumab hatasanak rHUEPO kombinacios kezelésben in vivo
subcutan novekvé NSCLC daganatokon vizsgaltuk. A bevacizumab egy anti-VEGF antitest,
amely ma mar a klinikai protokoll része a tiidérakos betegek kezelésében. Azonban a
bevacizumab €s az erek endothel sejtjeire szintén hatdo rHuUEPO egyiittes hatasar6l nem allnak
rendelkezésre irodalmi adatok.

In vitro vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a bevacizumabnak nincs direkt
tumorsejt-ellenes hatasa. Az in vivo subcutan oltott daganatok novekedését azonban
szignifikdnsan gatolta a bevacizumab, és ezt a hatast az exogén rHuEPO nem befolyasolta.
SPECT-CT segitségével meghataroztuk az intratumoralis erekben a véraramlést, és azt
tapasztaltuk, hogy az rHuEPO kezelt daganatokban az kétszerese a kezeletlen kontrollhoz
képest, ugyanakkor a varakozdsoknak megfeleléen ez szignifikdnsan kisebb a
bevacizumabbal kezelt daganatokban. (6. Abra).
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Abra 6. In vivo tHuEPO és bevacizumab kezelés hatdsa az intratumoralis erek véraramlasara

Tovabbi, az eredeti tervekben nem szerepld vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy
egy Ujonnan leirt angiogén molekula, az apelin fokozza a kisérletes tiidédaganatok in vivo
novekedését és az intratumordlis erek szamat és nagysagat, valamint fokozott expresszidja
rosszabb tuléléssel tarsul human mintak esetében.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az angiogenezis folyamata befolyasolja a
tumorok novekedését, de nem egyértelmli, hogy egy angiogenezist serkentd molekula
receptoranak jelenléte a tumorsejteken rosszabb progndzissal tarsul. A mi vizsgalatainkban
egyértelmiien bebizonyosodott, hogy az EPO receptora nem befolyasolja a tumorsejtek
novekedését, vagy a daganatok progressziojat. Ugyanakkor az intratumoralis erek
proliferacids képességének fokozasan keresztiil més tipusu erek formaldodnak a daganatokban,
amelyek a daganatellenes terapiak hatékonysagat novelhetik. Ez az eredmény megerdsiti
korabbi megfigyeléseinket, amelyeket nem tiidédaganatos modelleken tapasztaltunk.

Eredményeinkrdl szamos hazai €és nemzetk6zi konferencidn szamoltunk be, a
tdmogatott munka témajaban megjelent két nemzetkozi kdzlemény, valamint két Gjabb kézirat
elbiralas alatt all.



