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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ActA activin A

ActR-IB I. tipusu activin receptor (ACVR1B), (ALK4)

ActR-11A, ActR-11B 11. tipusu activin receptorok (ACVR2A, ACVR2B)

ADC adenokarcinoma (adenocarcinoma)

AdSqLC adenosquamous tiid6 karcinéma (adenosquamous lung
carcinoma)

ALK anaplasztikus limfoma kinaz (anaplastic lymphoma kinase)

ApoAl apolipoprotein Al

ARDS akut 1éguti distressz szindroma (acute respiratory distress
syndrome)

ATP adenozin-5’-trifoszfat (adenosine-5’-triphosphate)

AUC gorbe alatti teriilet (area under the curve)

BEST Breast Cancer Erythropoietin Trial

bFGF bazikus fibroblaszt ndvekedési faktor (basic fibroblast growth
factor)

BFU-E burst forming unit-erythroid

BIBF 1120 nintedanib

BMP csont morfogenikus protein (bone morphogenic protein)

BrdU 5-brom-2'-dezoxiuridin (5-bromo-2'-deoxyuridine)

CA 125 cancer antigen 125

CEA carcinoembryonic antigen

CFU-E colony forming unit-erythroid

Cl konfidencia intervallum (confidence interval)

CT kemoterapia (chemotherapy)

CTC cirkulalo tumorsejt (circulating tumor cell)

CYFRA 21-1 cytokeratin 19 fragments

DEPC dietil-pirokarbonat

DNS dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

EGF epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)

EGFR epidermalis ndvekedési faktor receptor, (epidermal growth factor



ELISA
EML4
EPC

EPO
Epo-Cy5.5
EPOR
ERK

ESA
FBS
F-EPOR
FLRG
FLT3
FMT
FSH
FST
GAPDH

GDF-11

HAP2
HCT
Her-2

Hgb
HGF
HIF-1la
HNSCC

HR
HRE
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receptor)

enzyme-linked immunosorbent assay

echinoderm microtubule-associated protein-like 4

endotél progenitor sejt (endothel progenitor cell)
erythropoietin

erythropoietin receptor specifikus infravords proba
erythropoietin receptor

extracellularis szignal regulalt kinaz (extracellular signal-
-regulated kinase)

erythropoiesist stimulalé agens (erythropoiesis stimulating agent)
fotalis szarvasmarha savo (fetal bovine serum)

full-length form EPOR

follistatin-related gene

Fms-related tyrosine kinase

fluorescence-mediated tomography

folliculus stimulalé hormon (follicle stimulating hormone)
follisztatin (follistatin)
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase)

novekedés-differenciacios faktor 11 (growth differentiation
factor 11)

haptoglobin-alpha 2

hematokrit (hematocrit)

human epidermalis novekedési faktor receptor 2 (human
epidermal growth factor receptor 2)

hemoglobin

hepatocyta-eredetii névekedési faktor (hepatocyte growth factor)
hypoxia indukalta faktor -1a (hypoxia inducible factor-1a)
fej-nyaki lapham karcinoma (head and neck squamous cell
carcinoma)

relativ kockazat (hazard ratio)

hypoxia reszponziv elem (hypoxia-response element)



HRP
HSP-70
HUVEC

IHNBA
IL-8
JAK?2
JNK
KLKs
KRAS

lamC2
LCC
mADb
MAPK
MEK

MMP
NSCLC
OS
PBC
PCR
PDGF

PI3K
PIGF
PKC

PT
gQRT-PCR
RCT
rHUEPO
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torma-peroxidaz (horseradish peroxidase)

hésokkfehérje-70 (heat shock protein-70)

human ko6ldokzsinor véna endotél sejtek (human umbilical vein
endothelial cells)

inhibin BA

interleukin-8

janus kinase 2

jun N-terminal kinase

kallikreins

Kirsten patkany szarkéma viralis onkogén homolog gén (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog gene)

laminin C2

nagysejtes tiidorak (large cell carcinoma)

monoklonalis antitest (monoclonal antibody)

mitogén aktivalt protein kindz (mitogen activated protein kinase)
mitogén aktivalt protein kindz kinaz (mitogen activated protein
kinase kinase)

matrix-metalloproteaz (matrix-metalloproteinase)
nem-kissejtes tiidérak (non-small cell lung cancer)

teljes tulélés (overall survival)

platina-bazisu kemoterapia (platina based chemotherapy)
polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

vérlemezke eredetii novekedési faktor (platelet-derived growth
factor)

foszfoinozitol-3-kinaz (phosphatidylinositol 3-kinase)
placenta-eredetii novekedési faktor (placental growth factor)
protein kinaz C (protein kinase C)

palliativ-terapia (palliative treatment)

kvantitativ valos idejii PCR (quantitative real-time PCR)
radio-kemoterapia (radio-chemotherapy)

rekombinans human erythropoietin (recombinant human

erythropoietin)



RIPA
RNS
ROC
RR
RT

SAA
SCC
SCID

SCLC
SDS
S-EPOR
SHP-1
SN
SOCS
SRB
STAT

TCA
T-EPOR
TGF-B
TK

TKI
T/N
VEGF
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radioimmunoprecipitation assay

ribonukleinsav (ribonucleic acid)

vevo miikodési karakterisztika (receiver operating characteristics)
relativ riziké (relative risk)

radioterapia (radoitherapy)

miitét (surgery)

szérum amyloid A (serum amyloid A)

laphamsejtes karcinoma (squamous cell carcinoma)

stlyos kombinalt immunhiany (severe combined
immunodeficiency)

kissejtes tiidorak (small cell lung cancer)

natrium-dodecyl szulfat (natrium dodecyl sulfate)

szolubilis EPOR (solubile form EPOR)

Src homology region 2 domain-containing phosphatase 1
feliiluszo (supernatant)

supressor of cytokine signalling protein

szulforodamin B (sulforhodamine B)

szignal transzducer és transzkripcios aktivator (signal transducer
and activator of transcription)

triklorecetsavval (trichloroacetic acid)

trunkalt-EPOR (truncated EPOR)

transzformalo ndvekedési faktor B (transforming growth factor )
tirozin-kinaz (tyrosine kinase)

tirozin-kinaz gatlok (tyrosine kinase inhibitor)

tumor/normal (tumor/normal)

vaszkularis endotélialis novekedési faktor (vascular endothelial

growth factor)
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2 BEVEZETES

2.1 Tiidodaganatok

A daganatos megbetegedések koziil a legmagasabb haldlozési rataval rendelkezd
tiidédaganatok komoly egészségiigyi problémat jelentenek vilagszerte. A diagnosztika
valamint a sebészeti-, radiologiai- és kemoterapias kezelési stratégidk folyamatos
fejlesztése ellenére az Otéves talélés még mindig 10-15%-0s, ezért a hattérben alld
biologiai folyamatok jobb megismerése sziikséges (1).

Korabban terapias (onkologiai) szempontbdl a tiidérakokat két nagy csoportba
soroltak: nem-kissejtes tiidérak (NSCLC) és kissejtes tiidérak (SCLC) (2). Napjainkban
a célzott terapiak folyamatos fejlesztésével, a tiidédaganatok terapias és patologiai
szovettan szempontjabol valo felosztasa kozeledni latszik egymashoz, mely a kezelések
hatékonysaganak javulasat eredményezhetik. Az jabb szempontok alapjan az alabbi
felosztast alkalmazzdk. Laphamsejtes karcindma (SCC), a tiidddaganatok 30-40%-at
teszik ki, altalaban a tiid6 epithél sejtjeibdl eredeztethetéek, centralis elhelyezkedésiiek,
gyakorta nekrotizdlnak és szoros Osszefiiggést mutatnak a dohdnyzassal.
Adenokarcinoma (ADC), a tiidédaganatok 40%-at teszik ki (2), Clara-sejtekbdl illetve a
II. tipust alveolaris sejtekbdl szarmaztathatoak, nemdohanyzok illetve nék korében
gyakrabban el6fordul, altalaban periférian alakulnak ki és pleuraérintettséget is
mutathatnak. Adenosquamous tiid6 karcinoma (AdSqLC), a tiid6daganatok 2,5-3%-at
teszik ki, malignus lapham és mirigyham komponensekbdl allnak, altalaban periférian
alakulnak ki. Kissejtes tiidérak, neuroendokrin jellegli hamtumor, a tiidédaganatok 13-
15%-at teszik ki, a bronchidlis rendszer endokrin sejtjeibdl, a Kulchitsky-sejtekbdl
szarmaztatjak, neurosecretoricus granuldkat mutatnak, igen magas malignitasuak,
altalaban centralisan helyezkednek el és szintén szoros Osszefliggést mutatnak a
dohanyzassal. Nagysejtes tiidérak (LCC), a tiid6daganatok 5-10%-at teszik ki, malignus
epithelialis tumorok, nagy, vezikularis magok jellemzoéek ¢s kialakulasuk szoros
Osszefliggést mutat a dohanyzassal. Egyik fontos alcsoportja a neuroendokrin varians,
mely a kissejtes tiidérakkal mutat hasonlosagot. Karcinoid tiidédaganatok szintén

neuroendokrin tumorok, igen ritkak a tiidédaganatok korében, a difftz neuroendokrin
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rendszer sejtjeibdl szarmaznak, vazoaktiv anyagokat, szerotonint, bradikinint,

hisztamint, polipeptid hormonokat termelnek (3).

2.1.1 Adenokarcinoma molekularis patolégiaja

crer

ndriver” onkogén mutacio is rendelkezésiinkre all, melyek meghatarozasa mind
prognosztikai mind prediktiv jelent6séggel birnak. A harom legismertebb ilyen
komponens az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és Kirsten patkany
szarkoma viralis onkogén homolog gén (KRAS) mutacioi, valamint az anaplasztikus

limféma kinaz (ALK) génatrendezddése (1. abra).

BAKTL 1%
BALK 3-7%

= BRAF 1-3%
mDDR2 4%
BEGFR 10-35%
mKRAS 15-25%
BFGFR1 20%
mHER2 2-4%
"MEK1 1%
EMET 2-4%
ENRAS 1%

= PIK3CA 1-3%
PTEN 4-8%
RET 1%

1. abra Klinikailag relevans mutaciok szazalékos megoszlasa  tiidd
adenokarcinomaban Lovly és munkatérsai nyoman
https://www.mycancergenome.org/content/disease/lung-cancer/.

Tiid6 adenokarcindmés betegeknél az EGFR-mutacié 15%-ban fordul eld, mig a

gén amplifikacioja 10%-ra tehetd. Az EGFR tirozin-kinaz (TK) doménjének 18-, 19-,
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20-, 21-es mutaciéi a PI3K/AKT, ERK/MAPK ¢s STAT jelatviteli utvonalakat
serkentik és igy fokozzdk a sejt tulélési képességét valamint antiapoptotikus hatdsa van
(4). Némely mutaciok ezek koziil, mindamellett, hogy serkentik a receptor kinaz
aktivitasat, fokozzdk a tirozin-kindz gatlok (TKI) kapcsolodasat a receptorhoz (5).
Annak megitélésére, hogy a beteg milyen érzékenységet mutathat majd az EGFR
tirozin-kinaz gatlokra, a leghatékonyabb a gén fent emlitett mutaciodinak vizsgalata. A
19-es exon delécidja (746-753 régidban) és a 21-es exon pontmutacioja (L858R) a
leggyakoribbak (85-90%) ¢és pozitiv perdiktiv értékiik van az EGFR-TKI-k iranti
érzékenység tekintetében. A 18-as és 20-as exon mutacioi joval ritkabbak (10-15%) és
mig a 18-as exon mutdcioja szintén pozitiv, addig a 20-as exon mutacidja erdsen
negativ prediktiv érték(i a TKI-k hatékonysaganak tekintetében (6).

Az EGFR-TKI iranti rezisztencia egy masik formaja lehet, amikor nem az EGFR
aktivitasa befolydsolja els6ésorban a daganat ndvekedését, hanem egy ,,downstream”
jelatviteli molekula, mint példaul a KRAS onkogén aktivaldo mutacioja. Tiido
adenokarcinoma esetében a KRAS gén mutacioi 30%-os gyakorisaggal fordulnak eld, a
gén 12-es ¢és 13-as kodonjara kell minimalisan megadni a mutécios statuszt és mindkét
esetben negativ prediktiv értéke van.

Az tiid6 adenokarcinomas betegek 5-7%-aban fordul elé egy masik génhiba,
nevezetesen az ALK gén transzlokacidja (7). Egy kromoszomatorést kovetden az ALK
gén egy masik gén, leggyakrabban az EML4 génnel, torténd fuzidja soran jon létre az
EML4-ALK transzlokacio és igy egy folyamatosan aktiv tirozin-kinaz fuzios protein
keletkezik. Ezzel a transzlokéacidval rendelkezé daganatok nagyfoku érzékenységet
mutatnak az ALK tirozin-kinaz gatlokra, mint példaul a crizotinibre (Xalkori; Pfizer,
NY, USA) (8).

2.1.2 Prognosztikai és diagnosztikai markerek tiido adenokarcinémaban

Mivel szamottevd kiilonbségek vannak az azonos stadiumu ADC betegek
prognozisaban, nagy sziikség van a klinikailag megbizhat6, nem invaziv biomarkerekre,
melyek segitséget nyujtanak a megfeleld kezelés kivalasztasaban és a betegség
prognozisanak eldrejelzésében. Jelenleg csak néhany, vérbdl kimutathatdo biomarkert

vizsgélnak tiidd ADC-ben. Ilyen fehérje markerek példaul a szérum cytokeratin 19

10
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fragments (CYFRA 21-1), melyet elérehaladott tiidé6 ADC-ben vizsgaltak (9). Tovabbi
példak a carcinoembryonic antigen (CEA) (10), szérum amyloid A (SAA) (11, 12),
cancer antigen 125 (CA 125) (10, 13), haptoglobin-alpha 2 (HAP2) (14, 15),
apolipoprotein A1 (ApoAl) (14, 16), kallikreins (KLKSs) (17-19), laminin C2 (lamC2)
(13) és a plazma fibrinogén (20). Tumorbdl szarmazo, cirkulaldé biomarkerek
vizsgélatara is taladlunk példat, ilyenek a szabad nukleinsavak (Gigy, mint a DNS és a
microRNS-ek (21)), metabolitok (22, 23) vagy a cirkulalé tumorsejtek (CTCs) (21, 24,
25) melyek szintén alkalmasak lehetnek a betegség Kklinikai kimenetelének
elorejelzésére. Bar mindent Osszevetve, a fent emlitett biomarkereket a klinikumban

nem hasznaljak (26).

2.1.3 Kezelési stratégiak tiidé adenokarcinoma esetében

A tiidédaganatok, igy az adenokarcindma esetében is manapsag a komplex ¢és
kombinalt onkoterdpia a javasolt kezelési eljaras. A reszekdbilis daganatok esetében a
mitéteket szamtalanszor adjuvans kemoterdpia, indokolt esetben sugarkezeléssel
kiegésziilve koveti, illetve bizonyos esetekben neoadjuvans kemo/radioterapia kezelést
is alkalmazhatnak, mely hatasara reszekabilissd valhat a daganat. Az Gjabb kutatasi
célzott kezelés is elérhetévé valt, mely tovabb novelheti a betegek tulélési esélyeit (3).
Az elbrehaladott stadiumt tiidd6 ADC betegek standard kemoterapias kezelése, jo
altalanos allapot esetében és EGFR aktivaldo mutaci6é hidnyaban, a harmadik generacios
szerek (gemcitabine, pemetrexed, taxanok, vinorelbine) platina-bazisu (cisplatin,
carboplatin) kettés kombinacidja (27). Ezen terapia esetében az atlag talélés 3-4
honaprol (kezeletlen tiidé ADC) 8-14 hénapra emelkedett (28, 29). Ujabb eredmények
azt mutatjak, hogy a pemetrexed/cisplatin kombinacio, hatasosabbnak bizonyult a
gemcitabine/cisplatin  kombinacional (30). A négy ciklus pemetrexed/cisplatin
kombinacios kezelés utan, folyamatos fenntartd kezelésként a pemetrexed szintén
meghosszabbithatja a beteg teljes talélését (31).

EGFR aktivald mutacié megléte esetében olyan kismolekulaji reverzibilis
EGFR tirozin-kinaz gatlokat hasznalnak, melyek az ATP-vel versengve gatoljak a kinaz

aktivitast és ezen keresztiil a jelatviteli kaszkddot. Lokalisan eldrehaladott vagy

11
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metasztatikus ADC-ben elsé vonalban gefitinib (Iressa; Astrazeneca Pharmaceuticals,
Wilmington, USA)- vagy erlotinib (Tarceva; Genentech Inc., San Francisco, USA)-
masod- illetve harmadvonalban is alkalmazhat6 a gefitinib-, erlotinib- monoterapia
EGFR aktivalé mutdcié meglétekor. A progresszid kialakuldsat kdvetden platina-bazisu
kombinacio valasztand6 harmadik generacios citotoxikus szerrel (3) vagy a T790M
aktivald mutacio felhalmozddasakor az  osimertinib  (Tagrisso, AstraZeneca
Pharmaceuticals, Wilmington, USA) bizonyult hatékonynak. A cetuximab (Erbitux;
Merck, Darmstadt, Németorszag) egy monoklonalis antitest (mAb), amely az EGFR
extracellularis, lignad-koté doménjéhez kotddve fejti ki hatasat, igy a ligand fiiggd
EGFR aktivaciot gatolja (32), vagyis a magasabb EGFR expresszi6 esetében
hatékonyabb. A FLEX vizsgalatot kdvetden, tiidérakban a cetuximabot Eurépaban nem
torzskonyvezték, de fontos megjegyezni, hogy a két gatld mechanizmus kombinalt
alkalmazasaval csokkenthetd az EGFR reaktivacidja igy hatékonyabb EGFR gatlast
lehet Iétrehozni (33).

A daganatok fennmaradasahoz, novekedéséhez és terjedéséhez elengedhetetlen
az uj érhalozat létrehozésa, ezt hivjuk neoangiogenezisnek. Szolid tumorok esetében
szamos mechanizmust azonositottak mar, melyen keresztil a tumor vérellatasa
megvalosulhat (34). Ezek mind kiilonb6z6 angiogén faktorok hatasara kdvetkeznek be,
igy ezen faktorok gatldsa is egy lehetséges terapids utvonal a daganatok megfékezésére.
Ilyen angiogén faktorok tobbek kozott a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor
(VEGF), a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF), a bdazikus fibroblaszt
novekedési faktor (bFGF), a matrix-metalloproteazok (MMP-K), az epidermalis
novekedési faktor (EGF), a placenta-eredetli ndvekedési faktor (PIGF), az interleukin-8
(IL-8), a hepatocyta-eredetii novekedési faktor (HGF) és az angiopoetinek (35). Ezek
koziil a VEGF-A elleni humanizalt monoklonélis antitest a bevacizumab (Avastin;
Genentech/Roche, San Francisco, USA), mely az ADC betegek korében elséként
elfogadott antiangiogén szer. Els6 vonalban a carboplatin és paclitaxel kombinacid
kiegészitéseként adhatd, majd monoterdpiaként folytathaté a bevacizumab fenntartd
kezelésként a progresszid megjelenéséig. Az eddigi vizsgalatok eredményei alapjan a
bevacizumab kezelésben részesiiloknek bizonyos kritériumnak kell megfelelnitik. Ilyen

kritériumok példaul: nem reszekalhato, lokalisan eldrehaladott vagy metasztatikus
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daganat, valamint kiilonosen tekintettel kell eljarni az antikoaguldns kezelésben
részesiild betegek esetében (36, 37). EQy masik térzskonyvezett antiangiogén szer a
ramucirumab (Cyramza, ImClone Systems, New York City), egy human monoklonalis
ellenanyag a VEGFR-2 receptor ellen. Masodvonalban, platina bazisu kezelés utan
progrediald metasztatikus betegeknek adjék, docetaxellel kombindlva. Szamos egyéb
VEGF utvonalat gatlo antiangiogén gyogyszer jelenleg is vizsgalat alatt all.

Szintén 1Ujabb lehetdségeket nyitnak a tiidérdk kezelésében a tobb célponta
gatloszereket, melyek tobb receptorra hatva, tobb tutvonalat gatolnak egy iddben.
Ezidaig kozilik 2014 végén a nintedanib (BIBF 1120/IMC1121B, Vargatef;
Boehringer Ingelheim, Ingelneim am Rhein, Németorszag) hatéanyagi szert
engedélyezték lokalisan eldrehaladott, attétet képzett vagy lokalisan kitjult tiidd
adenokarcinoma esetében. A nintedanib egy olyan multi-target TKI, mely a VEGFR 1-
3, PDGFR a és B, FGFR 1-3, FLT3 receptorok tirozin-kinaz aktivitasat gatolja. A
LUME-Lung 1 klinikai vizsgalatban kapott eredményeknek megfelelden, a korabban
mar kemoterapids kezelésben részesiild betegeknél a nintedanib a docetaxellel
kombindcioban adhato.

Mint mar fentebb emlitettem a tiidé6 ADC betegek 30%-at érinti KRAS mutacio,
ami 1% szazalék kivételével kizarja az EGFR mutaciokat, igy az ezen mutaciok
esetében adhatd célzott kezelések lehetOségét 1s. Kutatasok folynak, a szignalizacios
utvonalban a RAS molekula alatt elhelyezked6 egyéb kulecsmolekulak, mint példaul a
MEK (Mitogen-activated protein kinase kinase, MEK1 és MEK2) kindz enzim
gatlasara. Az egyik ilyen hatdéanyag a selumetinib (AstraZeneca Pharmaceuticals,
Wilmington, USA), a MEK1/2 enzim ATP fiiggetlen inhibitora. Jelenleg a SELECT-1
klinikai vizsgalatban tesztelik, masodvonalbeli kezelésnek, ADC KRAS mutans
betegeknek, docetaxellel kombinalva (Janne PA_2016).

2.2 Erytropoietin jelatvitel szerepe daganatokban

2.2.1 Erythropoietin és receptora

Az erythropoietin (EPO) egy glikoprotein-hormon, alapvetéen a vese

peritubularis sejtjeiben, kisebb mennyiségben azonban a majban is termelddik. A
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csontveldben torténd vordsvérsejtképzés (erythroid precursorok: BFU-E és CFU-E
sejtek) legfontosabb stimulald faktora, serkenti a sejtosztddast €s differencialodast,
valamint anti-apoptotikus hatasa is van (38). Termelésének legfontosabb szabalyozodja a
periférias vérben keringd vorosvérsejtek szama, azok oxigénszallito kapacitasa, vagyis a
szervezet oxigénellatottsaga: alacsony oxigénszint serkenti, magas pedig gatolja az EPO
termelését. Hypoxia hatasara megndé a hypoxia indukalta faktor (HIF) -la és -1p
transzkripcids faktorok stabilitdsa és a sejtmagba jutva koétddnek az EPO gén promoter
fokozottabb atirasat (39).

A human EPO gént 1985-ben klonoztak eldszor, majd hamarosan megjelentek a
klinikumban ma mar vildgszerte alkalmazott kiilonb6z6 rekombindns formak (rHuEPO-
k). Az endogén EPO molekulasulyanak kozel 40%-at a glikolizalt részek teszik Ki,
féléletideje a vérben 6t 6ra. Rekombinans formai altaldban glikolizaltsagban és egyéb
modosulasokban térnek el az endogén formatol, igy ezek sokszor stabilabbak, hosszabb
féleletidejiick. A klinikumban leggyakrabban hasznalt hdrom forméja az epoetin a
(Eprex, Janssen-Cilag Ltd.), epoetin B (NeoRecormon, Roche) és a darbepoietin o
(Aranesp, Amgen).

Az erythropoietin receptora (EPOR) egy 59 kDa molekulastlyu glikoprotein
transzmembran receptor, a citokin receptor szupercsalad tagja. Szdmos formadja
kifejezddik az erythroid progenitor sejtekben, igy példaul a teljes (F-EPOR), a trunkalt
(T-EPOR) és a szolubilis formak (S-EPOR), (40, 41). Bar a receptor mindharom
formdja rendelkezik extracellularis ligandkotd képességgel, a T-EPOR intracellularis
doménje, a S-EPOR esetében pedig mind a transzmembran, mind az intracellularis
doménje hidnyzik. Pontos szerepiikr6l még nem sokat tudni, de azt megfigyelték, hogy
az S-EPOR neuronalis szovetben a F-EPOR antagonistajaként koti meg az
erythropoietint (42). A receptor féléletideje igen rovid (1-2 ora), ennek is kdszonheto,
hogy a vérképzo sejtekben a F-EPOR molekulak kevesebb, mint 1%-a keriil a
sejtfelszinre (43).

EPO jelenlétében két EPOR molekula homodimerizalodik, majd az igy 1étrejott
konformécio véltozds eredményeként a JAK2 molekula autofoszforilacioja kovetkezik
be, mely az aldbbi szignalizacios utvonalakat inditja be: STATS (illetve STAT3),
MAPK/ERK, PI3K/AKT ¢és PKC (44). Az ezen utvonalak altal stimulalt jelatvivo
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fehérjék funkciojukat tekintve igen széles spektrumot dlelnek at, igy példaul szerepiik
van a sejtproliferacid, az apoptozis, a differencidlodas és a kemorezisztencia
szabalyozasaban (45). Az EPOR szignalizacié negativ szabalyozo6i pedig a SHP-1 (Src
homology region 2 domain-containing phosphatase 1) (46) és a SOCS (supressor of
cytokine signaling) fehérjék (47).

Szamos korabbi kutatas bizonyitotta, hogy az EPO/EPOR szignalizacionak nem
csak a vérképzésben van jelentdsége. Kimutattak, hogy az EPOR megtalalhato nem-
vérképzo sejtek felszinén is, igy példaul vérerek endotél sejtjein €s az izomsejteken is.
EPO indukalta sejtproliferaciot figyeltek meg a vese-, illetve bélrendszer sejtjein
valamint myeloblasztoknal (48-51). Tovabbi kutatasok pedig ravilagitottak az EPO
érképzodést stimulald hatasara patkany mellkasi aortaban (52), csirke chorioallantois
membranban (53), néi reproduktiv szervekben (54), illetve sebgyogyulas soran (55).
Mindemellett az EPO-nak neuroprotektiv szerepe is van a kdzponti idegrendszert ért

karosodasok (pl. ischemia, trauma, neurotoxinok) esetén (56).

2.2.2 Daganat-asszocialt vérszegénység, lehetséges kezelések

A vérszegénység daganatos betegeknél gyakori probléma, mely jelentOsen
csokkenti a betegek ¢életmindségét és progressziomentes tulélését. A vérszegénység
kivalto oka lehet maga a daganat, vagy az annak kezelésére inditott citotoxikus terapia
(57). A vérszegénység el6fordulasanak gyakorisaga valtozd a neoplasia tipusanak
tekintetében (58, 59), de a szolid tumoros betegek nagyjabdl fele mar vérszegény a
diagnozis felallitisakor. A  vérszegénység hemoglobin (Hgb) szint szerinti

osztalyozasara a National Cancer Institute az alabbi javaslatot tette (59) (1. tablazat).

1. tablazat. Az anaemia osztalyozasa (National Cancer Institute).

Grade Hemoglobin érték

0 (normal érték) 12-16 g/dl néknél,14-18 g/dl férfiaknal
1 (enyhe) 10 g/dl — normal érték kozott

2 (kbzepes) 8-10 g/di

3 (erds) 6,5-8 g/dI

4 (életveszélyes) <6,5 g/dI

15



DOI:10.14753/SE.2017.2015

A tumoros vérszegénység patofizioldgidja igen Osszetett. A tumor kdzvetve
kiilonbozé tutvonalakon befolydsolhatja a beteg Hgb-szintjét és a vérképzést. A
tumorsejtek és az immunrendszer interakcidjanak kovetkeztében citokinek szabadulnak
fel (interferon-y, interleukin-1, tumor necrosis factor-a), melyek megzavarjak a vese
EPO-termelését, valamint gatoljdk az erythroid prekurzorok differencidlodésat a
csontvelében. Ugyanakkor a makrofagok aktivalodasa, a vordsvérsejtek fokozott
fagocitozisa, azok rdovidebb féléletidejéhez vezet, illetve csOkken a hatékony vas
felhasznalas (60).

A daganatterapiaban alkalmazott sugarkezelésnek, illetve a citotoxikus
szereknek 1is szereplik van a vérszegénység kialakulasdban. A platina bazist
kemoterapia mind a kissejtes, mind pedig a nem-kissejtes tlidérdk esetén elsd
valasztasként adandd kombinaci6é. A platina-bazisu kemoterapidk roncsoljak a vese
tubulus sejteket, ezaltal csokkentik az endogén EPO termelését (61). A platina-bazisu
kemoterapia alkalmazasa utan a betegek 60%-andl diagnosztizalnak enyhe, vagy
kozepes foku vérszegénységet (59). A tiidédaganatos betegek korében ez az érték 50%
és 86% kozott mozog, folyamatosan emelkedve a kemoterapias kezelések szamanak
novelésével (62).

A kemoterapia indukélta vérszegénység esetén tobbféle kezelés johet szoba:
vértranszfizio, erythropoiesist stimulalé agens (ESA) adasa a betegnek, ami az
erythroid progenitor sejtek differencialodasanak korai fazisara, illetve az EPO-t6l
fliggetlen utvonalat befolyasold sotatercept (ACE-011) és luspatercept (ACE-536), ami
az erythroid progenitor sejtek differencidlodasanak késoi fazisara van hatassal (63, 64).
Mig a nagyobb kockazattal (allergids reakciok, fert6zések, hemolitikus reakciok,
ARDS) jar6 vértranszfzidé (65) helyettesitheté a kevésbé rizikos ESA kezeléssel, ez
utobbi hatranya, hogy a kezelés kovetkeztében vénas tromboembolia alakulhat ki (66).
Az 1jabb, vérszegénység kezelésére tesztelt gyodgyszer, a sotatercept még klinikai
vizsgalat alatt all, de az eddigi eredmények alapjan minimalis mellékhatasok mellett
emelte a betegek Hgb és HCT szintjét (67).

Szamos preklinikai ¢€s klinikai vizsgédlatban tanulméanyoztdk az ESA
alkalmazasanak eldnyeit €s hatranyait egyarant. Bar az rHuEPO hatékony gyogyszer a

vérszegénység korrekcidjara, néhany klinikai vizsgalat alapjan felmertilt, hogy hatasara
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csokkenhet a betegek tulélése és a daganatok kontrollalhatdsaga (68). 2003-ban példaul
az elsé két nagy klinikai vizsgdlat varatlan eredményeket hozott. A Breast Cancer
Erythropoietin Trial (BEST) i1d6 elott felfiiggesztésre keriilt, amikor a kutatdok
kimutattak, hogy a kemoterapia+EPO kezelt csoportban nagyobb a halalozasi rata, mint
a csak kemoterapidban részesiilok kozott (69). A masik, besugarazott fej-nyak
daganatos betegek bevonasaval végzett ENHANCE vizsgalatban az EPO-val elokezelt
csoport progressziomentes tulélése lerovidilt az elOkezelésben nem részesiild
csoportéhoz képest (70). Az elébbieket is beleértve 8 klinikai vizsgalat zarult a betegek
szempontjabol rossz eredménnyel — azaz az ESA kezelés gyorsitotta a progressziot és
novelte a haldlozast daganatos betegeknél. Ugyanakkor szdmos meta-analizis késziilt,
amelyek alapjan a daganat progresszidjara €és a betegek tulélésére az ESA kezelés nem

volt hatassal (71-74), vagy éppen pozitivan befolyasolta azt (75).

2.2.3 EPO/EPOR szerepe daganatokban - preklinikai vizsgalatok

Szenajch és kollégai feltételezik, hogy az EPO/EPOR expresszidé pozitivan
korrelal a diszplazia mértékével. Mig a normal emld, petefészek, méhnyak sejteken és
melanocitakon szinte nem is detektdlhat6 EPO/EPOR jelenlét, addig expressziojuk
folyamatosan emelkedik a benignus formatol a leginvazivabb forma iranyaba. Ezek
alapjan ugy gondoljak, hogy az EPO/EPOR rendszernek szerepe lehet a malignus
atalakulasban (45). Az EPO/EPOR expresszidjanak megléte felveti a kérdést, hogy akar
az endogén EPO, akar az exogén rHuEPO vagy mas ESA kezelés hatasara valtozik-e a
tumorsejtek proliferacidja, tulélési képessége.

In vitro kisérletekben a sejtproliferaciot altalaban 1-5 napon keresztiil vizsgaltak,
0,25 ¢és 100 U/ml kozotti tHUEPO kezelés mellett. Bar bizonyos tumorsejttipusok
esetében sikeriilt kimutatni az rHuEPO in vitro hatasat a sejtosztodasra (76, 77), az
eddigi eredmények alapjan tiidorak sejtvonalakra nem volt befolyassal (78-82).

In vivo xenograft modellek még pontosabb képet adhatnak az ESA kezelés
patofiziologias hatasarol. Elliott és munkatarsai 2012-ben 31 addigi in vivo tanulmany
eredményeit O0sszegezték és azt vizsgaltak, hogy a sokszor igen magas ddzisban adott
ESA hatdsara ndé-e a tumorméret ¢és, hogy egyéb kezelésekkel kombindlva

szinergisztikus hatast fejtenek-e ki. A tanulmanyok felében, 14 esetben nem volt

17



DOI:10.14753/SE.2017.2015

hatassal az ESA kezelés a tumor novekedésére, illetve a kezelésre, 13 tanulmanyban
szamoltak be arrol, hogy onmagaban ugyan nem volt hatdsa az EPO-nak, de az
alkalmazott kezelésnek fokozta a hatasat, illetve 2-2 tanulmany szamolt be az EPO
tumorndvekedést serkentd, illetve gatld hatasarol (83). Ebbdl is lathatd, hogy kiilonbozo
daganattipusok esetében az eredmények igencsak kiilonbozéek és az EPO-EPOR
jelatvitel hatdsa a tumorok progresszidjara és a terapidra nem egyértelmil. Sajat
kutatocsoportunk kimutatta, hogy human vastagbél (HT25) és laphamrak (A431)
xenograft modelleken az rHuUEPO jelenléte szignifikansan csokkentette a
tumorhypoxiat, a HIF-1a és a VEGF expresszidjat, mikozben nem hatott a tumorok
novekedésére. Vizsgalatainkban az rHuEPO ugyanakkor szignifikdnsan novelte a tumor
megnodvekedett érfelszin segitette a gyogyszerek tumorsejtekhez vald eljutisat és
erdsitette a kemoterapia tumorellenes hatasat (84). Egy ujabb kutatasban azt talaltuk,
hogy az rHuEPO nem moédositotta az EPOR+ A431 tumorsejtek in vitro proliferaciojat,
de novelte a besugdrzas proliferacidra, apoptdzisra €s a klonogén kapacitasra gyakorolt
hatasat. Ugyanebben a vizsgalatban a kizarolag rHuEPO-val torténd kezelés
csOkkentette a tumoralis HIF-1a expressziot, de nem hatott a tumor novekedésre, bar az
rHuEPO szignifikansan novelte az in vivo radioterapia hatasat (85).

A Lewis tiidorak sejtvonal EPOR expresszigja szintén kérdéses. Mig Sigounas
¢s Shannon szerint expresszalja az EPOR-t, addig Okazaki és munkatarsai, mint EPOR-
negativ sejtvonalat hasznaltak kisérletiikben (86). Az ESA kezelés 6nmagaban nem
befolyasolta a tumor ndvekedését, kemoterapiaval kombindlva azonban szignifikansan
csOkkentette a tumorméretet a csak kemoterapiaval kezelt csoporthoz képest (87). Ezzel
szemben Okazaki és munkatdrsai eredményei azt mutatjak, hogy mint EPOR-negativ
tumormodellt alkalmazva, ESA kezelés hatdsara szignifikdns tumorndvekedés volt
tapasztalhat6 (88). Az EPOR endotél sejteken vald kifejezddése, illetve az EPO kezelés
sejtosztodast serkentd hatasa endotél sejteken (88) azt sugallja, hogy az EPO direkt
hatéssal lehet a tumor kapillaris halozatara. Korabbi kisérletek azt is aldtdmasztjak,
hogy az rHuUEPO mozgositani tudja az endotél progenitor sejteket (EPC) (88, 89), egy
csontvel6bol szarmazd sejtpopulaciot, amelynek klinikai jelentésége van NSCLC
betegeknél (90). Human tid6érak (A549) xenograft modellben az EPO-beta nem

befolyasolta sem a tumorndvekedést, sem a tumorméretet, majd bevacizumabbal - az
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érképzodést gatlo humanizalt monoklonalis antitesttel - kombinalva nem ndvelte annak

tumorellenes aktivitasat sem (91).

2.2.4 EPO/EPOR szerepe daganatokban - klinikai vizsgalatok

A tumorhypoxia kulcsfontossagu elem a daganatok progressziojaban, mivel
jelentds hatassal van az érképzddésre, a kezeléssel szembeni rezisztenciara, és a
tumorsejtek metabolizmusara (92). Tiid6érakos betegekben gyakran alakul ki anaemia,
mely szisztémas és intratumoralis hypoxidhoz vezet (93). lrodalmi adatok alapjan a
hypoxia ndveli a tumorsejtek agresszivitasat, és eldsegiti a malignus progressziot.
Tovabba a tumorhypoxia alapvetd hatdssal van nem csak a progndzisra, de a terapidra
adott valaszra is (92), ezért indokoltak a tiidorakos betegek intratumoralis oxigén
statuszanak korrekcidjara iranyuld kisérletek. Rekombinans human EPO-t az 1980-as
évek végétél hasznaljadk a klinikumban daganatos-anaemids betegek kiegészitd
kezeléseként. Eldnyei a kovetkezok: hatasara csokken a vérszegénység, ezaltal javul a
betegek életmindsége; a tumorszovet oxigenizacidjanak novelésével csokken a szovet
hypoxidja, mely a kemoterapia €s sugarkezelés fokozottabb hatékonysagahoz vezethet
(94); valamint biztonsagosabb és hatékonyabb, mint a vértranszfuzidé. A mellékhatasok
kikiiszobolése érdekében beszabalyoztdk az ESA szerek hasznélatat és az érvényben
1év6 hatarozatban megfogalmazzak, miszerint csupan nem kurativ céli, kemoterapiaval
Osszefliggd anaemia esetén adhat6. Mindez érthet6é, mivel az EPO/EPOR rendszer
funkcidja daganatos betegek esetén még nem kelléen ismert.

Mind humén, mind kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy szamos malignus
folyamatban, igy NSCLC-ben is, az EPO/EPOR jelatvitelnek fontos szerepe van a
Yasuda és kollégai normal €s malignus tiidészovetben vizsgaltdk az EPO ¢és EPOR
expressziojat, valamint a MAPK/ERK1/2 utvonal aktivacigjat. A malignus mintaknal
ugyan kisebb intenzitdssal, de a normal tiid6szoveten is kimutathaté volt az EPOR
expresszidja. A MAPK/ERK1/2 foszforilacidja viszont csak a malignus tiiddszovetben
volt lathat6, a makrofagokat kivéve. A kapott eredmények alapjan feltételezik, hogy

normal koriilmények kozott a tiidészovet a globinok kiilonb6z6 formait termeli, majd
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hypoxids stressz hatdsara, az EPO termelése fokozodik és a MAPK tutvonalon keresztiil
fokozott sejtosztodasba kezdenek (96).

Vansteenkiste ¢€s munkatarsai 2012-ben elvégzett meta-analizisiikben 12

SCLC/NSCLC Kklinikai vizsgalat eredményét hasznaltdk fel. Az eredményeik alapjan
elmondhat6, hogy az ESA kezelések csokkentik a vértranszfuzidok szdmat, és nem
befolyasoljak a betegek progressziomentes, illetve teljes talélését. Beteg-szintli
adatanalizis soran azonban kideriilt, hogy a darbepoietinnel kezelt csoportban nagyobb
valoszinliséggel kovetkezhet be tromboembolias mellékhatas (10,5%) a kontroll
csoporthoz képest (7,2%) (97).
Hat nagyobb, kiilonb6zd daganattipusokat magaba foglald meta-analizis eredményei
pedig arra engednek kovetkeztetni, hogy az ESA kezelés nincs hatassal a progresszid
mértékére, bar bizonyos betegpopulaciok esetében (pl. fej-nyak tumoros betegek)
befolyasolhatja a progressziomentes talélést és/vagy a teljes talélést (98).

A vérszegénység sok daganatos beteg gyogyulasat neheziti meg €s jelentdsen
rontja az ¢életmindséget, ezért a vérszegénység korszerli és hatékony kezelése
elengedhetetlen a daganatterapiaban is. Az EPO/EPOR rendszer daganatokban betdltott
szerepének megértéséhez azonban tovabbi preklinikai és klinikai vizsgalatok
sziikségesek. Egy valoban specifikus humén EPOR elleni ellenanyag nélkiilozhetetlen a
rendszer pontos milkodésének feltdrasdhoz, mely lehetdvé tenné érzékenyebb
modszerek alkalmazasat mind preklinikai modellekben, mind human vizsgélatok soran.
Az eddigi klinikai eredményeket figyelembe véve, érdemes lenne a vizsgalatba bevont
betegpopulaciot Kisebb, patologiai szovettani tipus alapjan eltér6é csoportokra bontva is
vizsgalni, hogy megismerjiik a teriileten eddig megjelent szdmos ellentmondasos

eredmény hatterét.

2.2.6 EPOR elleni ellenanyag

A fent emlitett kérdés, nevezetesen, hogy van-e Osszefiiggés az EPOR
expresszio és a kedvezobtlen, EPO kezelést kovetd klinikai kimenetel kozott, valamint a
szamos ellentmondasos preklinikai eredmény tisztazasat megneheziti, hogy a mai napig
nincs kereskedelmi forgalomban olyan EPOR elleni ellenanyag, mely hatékonyan és

nagy biztonsiggal detektilna az EPOR-t. Igy a legtobb olyan korabbi vizsgalat,
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amelyben EPOR-t detektaltak a tumorszovetben, alpozitiv eredményt hozott az EPOR
specifikus antitestek hianya miatt (99). 2006-ban Steve Elliott és munkatarsai
bebizonyitottak, hogy az addig leggyakrabban hasznalt human EpoR ellen tervezett
poliklonalis ellenanyag (clone C-20, Santa Cruz Biotechnologies) keresztreagal a HSP-
70 (heat shock protein 70) fehérjével (100). Addigra azonban szamos olyan tanulmany
irédott, melyben a kérdéses antitesttel bizonyitottdk be az EPOR jelenlétét
immunhisztokémiai eljarassal kiilonb6z6 daganatféleségekben, igy példaul emlédaganat
(76, 101, 102), méhnyakdaganat (103), pajzsmirigydaganat (104), méhtestdaganat
(105), fej-nyak daganat (106) és tiidédaganat (107) esetében. Saintigny és munkatarsai
is a C-20 antitesttel mutattak ki, hogy az EPO/EPOR egyiittes kifejez6dése rovid
tuléleéssel tarsul I. stadiumi NSCLC betegek esetében, és felvetették az endogén EPO
lehetséges szerepét eme tumorok progresszidjaban (108, 109). A ma hasznalt Gjabb
EPOR elleni ellenanyagok (M-20, Santa Cruz Biotechnologies; MAB307, R&D
Systems; A82, Amgen — nincs forgalomban) koriil is sok még a kérdés, ugyanis a veliik
detektalt fehérjék tomege az 50-75 kDa tartomdnyban mozog.

Doleschel és munkatarsai 2012-ben kifejlesztettek egy 10j, EPOR specifikus
infravoros probat (Epo-Cy5.5), mely lehetévé teszi, hogy FMT (fluorescence-mediated
tomography) hasznélataval folyamatosan kovessék xenograft modellben az EPOR
statuszt. Kutatasuk sordn harom NSCLC sejtvonalat hasznaltak (H838, A549, H2030).
A harom vonal koziil a H838 és az A549 bizonyult EPOR pozitivnak, melyek koziil a
H838 adott erésebb jelet (110).

2.3 Activin/Follisztatin rendszer szerepe daganatokban

2.3.1 TGFp-szupercsalad, activin A receptorai, jelatviteli itvonalai

A transforming growth factor (TGF)-B szupercsalad tagjai kiilonbozo
sejtfunkcidkat szabalyozo, multifunkcionalis citokinek, amit az Osszetett intracellularis
jelatviteli rendszeriik tesz lehetdvé. A csaldd tagjai kozé tartoznak tobbek kozott a
csontfejlédést iranyitdé bone morphogenic proteinek (BMP) és az activinek és inhibinek,

crcr

citokinekként irtak le (111, 112). Az activin A (ActA) két inhibin BA (IHNBA)
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alegységbol épiil fel, melyek kovalens kotéssel alkotnak homodimer format (113).
Receptorai egyszeres transzmembran doménnal rendelkezd szerin/treonin kinazok. Az
ActA molekula el6szor a ligandkotéstol fliggetleniil aktiv II. tipust activin receptorok
valamelyikéhez (ActR-I1A vagy ActR-1IB) kotédik a sejtfelszinen, igy indukalja az I.
tipusu activin receptorral (ActR-1B) vald csatlakozast, annak foszforilacidjat és fokozza
a receptor kinaz aktivitasat (114). Az igy aktiv receptor komplex kozvetleniil koti és
foszforilalja a receptor altal szabalyozott (R-SMADs) SMAD2/3 fehérjéket. A
foszforilacié utan a fehérjék kapcsolodnak a SMAD4-gyel (co-SMAD) és az igy
keletkezett komplex transzlokalodik a sejtmagba, ahol co-faktorokkal egyiitt
szabalyozzak kiilonb6zé gének expresszidjat (114). Fontosabb célgénjei az activin
szignalizacionak a p15INK4B (115, 116) és a lipid-foszfataz SHIP-1 (117). Az ActA
intracellularis jelatvitelében a SMAD utvonal mellett szamos alternativ mechanizmus
aktivaciojat megfigyelték tobb sejttipusban, mint példaul a MAPK, ERK1/2, a
PIBK/AKT ttvonalat (118) és a p38 kinaz enzimeket (119). Mindemellett szintén
leirtak, hogy az ActA stimulalja a Rho és jun N-terminal kinazt (JNK) (2. abra) (120).
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2. abra A TGF-B szupercsalad tagjai altal aktivalt szignalizcids utvonalak

abrazolasa. (Novus Biological http://www.novusbio.com/tgfbetapathway.html)

Ezen fttvonalak aktivalasa kiilonb6z6, igen szigort mechanizmusok altal
szabalyozott folyamat. Az ActA-t felépitd alegységek expresszidjanak szabalyozasa
mellett, az extracellularis activin-koté molekulak, mint példaul a follisztatin (FST) és a
follistatin-related gene (FLRG), illetve az antagonista co-receptor BAMBI és Cripto is
fontos negativ szabalyoz6i az activin szignalizacionak. Szintén ide tartoznak az
intracellularisan miikodo jelatvitelt gatlo (I-SMAD) fehérjék. A gatlo SMAD fehérjek,
igy a SMAD7 szerkezete is, abban kiilonbozik az R-SMAD-oktdl, hogy nincs

foszforilacios alegységiik. Kapcsolodik ugyan a receptor komplexhez, de azok nem
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foszforilalédnak, nem kapcsolédnak a SMAD4-hez és ezéltal gatoljak a tovabbi
jelatvitelt (3. abra) (121, 122).
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3. abra Az ActA szignalizacido gatlasanak grafikus é&brdzolasa. Fiziologids

koriilmények kozott az activin A szignalizdcid egy tobb szinten szabalyozott

mechanizmus. Grusch et al. nyoman (122).

Mint lathatjuk szamos szabalyozd mechanizmusa van az ActA szignalizacionak.
Ezek koziil tanulmanyunk sordn a legjobban ismert, az ActA-hoz hasonléan, a
keringésben is megtalalhatd, ActA specifikus kotéfehérjére, a follisztatinra
koncentraltunk (123-126). A follisztatinnak harom expresszalt izoformajat ismerjiik:
follisztatin-288 (FST-288), follisztatin-303 (FST-303) és follisztatin-315 (FST-315),
melyek tobbféle mechanizmus révén gatoljak az activin A molekulat (127, 128). Két
follisztatin molekula koriilveszi az ActA molekulat, igy inaktivalja azt és
megakadalyozza annak receptorhoz kotddését (124, 129, 130). A FST-288 altalaban a
sejtmembranban helyezkedik el és itt zarja koriil az ActA molekulat és inditja el ezéltal
az endocitozist és a lizoszomadlis lebontast. A FST-303 éaltaldban egy kevésbé

expresszalt forma, mint a tobbi izoforma és kisebb affinitdst mutat a sejtfelszini
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proteoglikdnok fel¢, de képes az ActA kotésére mind a keringésben, mind a
sejtfelszinen (131).

2.3.2 Activin A élettani szerepe

Az ActA molekula multifunkciondlis biologiai jelentdségét mar leirtdk szamos
sejttipusban és szovetben egyarant, igy példaul a mezoderma kialakulasaban, (132),
embrionalis &ssejt  biologiaban (133), szaporodas bioldgiaban (134), erythroid
differencialodasban (135), szisztémas gyulladasban (136), sejthalal indukcidjaban (137),
sebgyogyulasban  (138) ¢és  fibrozisban (139) egyarant. Sejt szinten a
differencidlodéasban, a sejtszdm szabalyozasaban és a szdveti szerkezet kialakitadsaban

van fontos szerepe (139).

2.3.3 Activin A szerepe daganatokban

Az ActA, mint szekretalt fehérje, hatasat kifejtheti mind a tumorsejtekre, mind a
sztrobmara. Irodalmi adatok alapjan a tumoros kornyezetben szintén hozzajarulhat az
alabbi folyamatokhoz: gyulladas (140), fibrozis (139, 141), angiogenezis (142)
makrofagok aktivalasa (143), nitric oxid (NO) felszabaditasa, extracellularis matrix
fehérjék szabalyozasa (144) és az emelkedett MMP-k expresszidja (145). Az activin
szamos malignus folyamat kapcsan leirtak, igy példaul emlddaganatban (146, 147),
tidédaganatokban (148-151), vastagbél daganatban (152), prosztata daganatban (153),
petefészek daganatban (154), maj daganatban (121, 155), nyel6csé daganatban (156),
valamint melanéméaban (157).

Az ActA-t, mint a tumorsejtek osztodasat gatlé molekulat irtak le emld-, maj- €s
vastagbél- daganatban, valamint a tumorszovetben csokkent ActA expresszidt, az ActA
antagonistdk emelkedett szintjét vagy éppen az activin receptorok vagy a SMAD
fehérjék csokkent mikodését figyeltek meg (146, 147, 152, 155). Ezzel ellentétben a
fej-nyaki lapham karcinomaban (HNSCC), a nyel6csé adenokarcinomaban és a
malignus pleurdlis mezoteliomdban az emelkedett ActA expresszido agresszivebb

tumorsejteket eredményezett (156, 158-162). Ezidaig két tanulmanyban szamoltak be az
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ActA jelentdségérdl tiidd ADC-ben, bar az eredmények ellentmondasosak. Seder és
munkatarsai  2009-ben azt talaltak, hogy [ stadiuma tidé6 ADC betegek
szovetmintajaban az ActA molekula overexpresszidja rosszabb prognozissal parosult
(148). 2015 Shan ¢és Li viszont arrdl szamoltak be, hogy a tiid6 ADC szdvetben
csOkkent ActA expresszio volt megfigyelhetd, valamint negativ korrelacid volt az ActA
fehérje szintje és a nyirokcsomo metasztazisok szama kozott (149). A FST-t, mint az
ActA antagonistdjat, szintén tanulmanyoztak mar szamos malignus folyamat soran, ugy,
mint melanémaban, prosztata daganatban és hepatocellularis karcinomaban (155, 157,
163), Chen és munkatarsai pedig tiidé6 ADC-ben. Utobbiban emelkedett szérum FST
szintet talaltak illetve megallapitottdk rola, hogy j6 biomarkere lehetne a tiido ADC
diagnozis felallitasanak (151). Kissejtes tiidédaganattal kapcsolatban ezidaig egyetlen
preklinikai modellben vizsgaltak az activin A/follisztatin rendszer jelentéségét. Ogino
¢s munkatarsai leirtak, hogy a FST gatld hatdssal volt a tavoli, szervi metasztazisok

képzésére SCLC sejtek esetében (150).

2.3.4 Activin A gatlasanak lehetoségei

Az irodalomban az activin A gatldsanak tobb lehetséges maddja is felmeriil. Az
egyik ezek koziil a kis molekulaju, szerin/treonin kinaz gatlok (A83-01, SB431542),
melyek tobb, a TGF-B csaladba tartoz6 citokin receptoranak kinaz aktivitasat gatoljak.
Masik lehetséges modja, az 1A illetve 1B tipust activin receptorok extracellularis
részét  tartalmazo  szolubilis receptorok, a sotatercept=ACE-011 illetve a
luspatercept=ACE-536 (Acceleron Pharma Inc., Massachusetts, USA), mely az activin
A/B, novekedés-differenciacios faktor (GDF) -11 és egyéb, TGF-B csaladba tartozo
ligandokat koti meg, igy akadalyozva meg azok transzmembran receptorokhoz vald
kotodését és a SMAD szignalizacios utvonal elinditdsat. Harmadik lehetdségként jon
szoba a 2013-ban Novartis altal fejlesztett bimagrumab (BYM338, Novartis Int. AG,
Basel, Svéjc), egy human monoklonalis ellenanyag a II. tipusi activin receptorok
(I1A/B) ellen.

A83-01 potencialis inhibitora az ALK5, ALK4 és ALK7 receptoroknak, ezeken
keresztiil blokkolja a Smad2/3 foszforilaciojat, viszont nincs hatassal a csaladba tartozo

L. tipusu BMP receptorokra, p38 MAPK/ERK utvonalra. Szamos daganattipusban, ahol
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a TGF-B csalad szignalizacids utvonalanak szerepe van a daganat progresszidjaban,
vizsgaljak mind az A83-01, mind a kevésbé hatékony SB431542 kinaz inhibitorok
jelentdségét preklinikai kisérletben (164-169).

A sotatercept és luspatercept, a szolubilis csapda-receptorok, nagy affinitassal
kotddnek az activin A-hoz és TGF- szupercsaladba tartoz6 egyéb proteinekhez, ezzel
meggatolva az ActRIIA/B receptorokon keresztiil kozvetitett szignalizaciot. Mivel a
TGF-B ligandokrol (koztiik az ActA-rol) mar bebizonyosodott, hogy fontos szerepet
toltenek be tobbek kozott a csont homeosztazisban (oszteoklasztok aktivitasat serkentik,
oszteoblasztokét viszont gatoljak), erythropoiesis szabalyozasaban ¢és bizonyos
daganatok progresszidjaban, az altaluk aktivalt jelatviteli 1tvonalak gatlasa
kulcsfontossagii lehet a fent emlitett zavarok, akar egyiittes kezelésében (170).
Hatékonysagukat mar klinikai vizsgalatokban elemzik kemoterapia- indukalta anaemia
és kiillonb6z6 daganatok csontmetasztazisai esetében is.

A Novartis 0j monoklonalis ellenanyagat, a bimagrumabot ezidaig
izomsorvadasos betegségek kapcsan vizsgaltdk preklinikai és klinikai vizsgalatokban

(171), de relevanciaja a dagantokhoz kot6d6 kachexia kezelésében mar felmertilt (172).
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3 CELKITUZESEK

Munkank soran az EPO/EPOR ¢és az ActA/FST rendszer jelentdségének feltarasat
tlztik ki célul, illetve mint prognosztikai és diagnosztikai markereket vizsgaltuk tiidé

adenokarcinOmaban.

1. Erythropoietin-receptor expresszidjanak meghatarozasa, illetve a rHUEPOa és

gemcitabine kezelések in vitro hatdsa human tiidé6 adenokarcinoma sejtek

crer

2. rTHUEPOu és gemcitabine kezelések hatasanak vizsgalata xenograft tumorokban.
3. Humén bronchoszképos mintdk EPOR mRNS szintjének meghatdrozasa ¢és

Osszefliggések keresése a betegek klinikopatoldgiai adataival. EPOR expresszios szint

vizsgalata, mint prognosztikai marker.

crer

--------

5. Cirkuldldo ActA és FST szintjének meghatarozasa és Osszefiiggések keresése a
betegek klinikopatologiai adataival. Keringd ActA, FST szint, mint diagnosztikai €s

prognosztikai marker vizsgalata.

6. Activin A szint és KRAS mutacios statusz Osszefiiggéseinek vizsgalata tiid6é

adenokarcindmaban.
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4 MODSZEREK

4.1 Klinikai adatok

411 EPOR expresszio mérése human bronchoszképos kefe mintakban

Klinikai vizsgalatunk soran 43 el6rehaladott stadiumu (stage 111-1V) ADC beteg
bronchoszkopos kefe mintajaban hataroztuk meg az EPOR expresszidjat. A betegeket
2009. januar és 2010. december kozott diagnosztizaltdk az Orszagos Koranyi TBC és
Pulmonolégiai Intézetben. A mintak felhasznalhatésagahoz minden beteg beleegyezd
nyilatkozatot tett valamint a vizsgalatot a helyi etikai bizottsag engedélyével végeztiik
(153/P1/10;  2521-0/2010-1018EKU). A  diagnézis  felallitasahoz  hasznalt
bronchoszkopos kefe mintakat -80°C taroltuk az RNS izolalasaig. Minden betegtdl két
mintat vettiink, egyet a tumorszovetb6l, egyet pedig a tumortol tavolabb esd, normal
endobronchidlis felszinrél. Minden mintat, a felhaszndldst megel6zden citologus
elemzett. A kohortunkba 19 férfi és 24 nd beteget vontunk be, atlag életkoruk 61 év.
Stadiumukat az American Joint Committee on Cancer/Union Internationale Contre le

Cancer TNM klasszitikéacio VII. kiadasa alapjan hataroztuk meg.

4.1.2 Activin A és follisztatin szint mérése human vérmintakban

Az activin A ¢és follisztatin szint meghatarozasahoz klinikai vizsgalatunkba két
intézet betegeit vontuk be: Orszagos Koranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet (n=39) és a
Bécsi Orvostudomanyi Egyetem, Mellkassebészeti Osztaly (n=25). ADC betegek vér
mintdjat a diagnozis megallapitdsanak idépontjaban, illetve a miitéti beavatkozas el6tt,
2011 és 2014 kozotti idointervallumban gyiijtottiik be. Kontroll (n=46) kohortnak
egészséges egyéneket, illetve olyan betegeket vontunk be a vizsgalatba, akiknek a
betegségeik megegyeztek az ADC betegek tarsbetegségeikkel, ¢s amelyek az irodalom
szerint szintén befolyasolhatjdk az ActA/FST szintjét a vérben (173-177): COPD,
cukorbetegség, asztma, maj kiilonb6z6é megbetegedései, érrendszeri betegségek. Az
ActA - KRAS statusz sszefliggésének vizsgalatahoz olyan ADC betegek vérplazma

mintajaban hataroztuk meg az ActA szintet (n=34), akiknek ismert volt a KRAS
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staitusza. Az ActA ¢és FST prognosztikai jelentdségét Kaplan-Meier gorbékkel
jellemeztiik, diagnosztikai értékiikknek becslésére pedig ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizist hasznaltunk. A ROC analizist széles korben alkalmazzak a
diagnosztikai tesztek hatékonysaganak elemzésére. A teszt sordn a beteg és az
egészséges csoportok kozott hasonlitjak Ossze a diagnosztikai szenzitivitast ¢és
specificitast az igaz, hamis pozitiv és az igaz, hamis negativ eredmények aranyabol.
Grafikus abrazolas soran a ROC gorbe alatti teriilet mérészama (AUC=Area Under the
Curve) a teszt diagnosztikai hatékonysagat fejezi ki. A gorbe alatti teriilet akkor
maximalis (=1), amikor a teszt a betegek és az egészségesek eredményeit maximalisan
(100%) képes elkiiloniteni. A modellt 70%-0s AUC esetén elfogadhatonak, 80-90%
korili  értékét pedig kiemelkeddnek értékelik a gyakorlatban. A mintak
felhasznalhatosagahoz minden beteg beleegyez6 nyilatkozatot tett, valamint a
vizsgalatot a helyi etikai bizottsagok engedélyével végeztiik: Orszagos Koranyi TBC és
Pulmonolégiai Intézet (2521-0/2010-1018EKU), Bécsi Orvostudomanyi Egyetem
(#904/2009).

4.2 Sejtvonalak

Az in vitro és in vivo kisérleteinkhez hasznalt human tiidé adenokarcinéma
vonalak H1975, H358, H1650 és HCC827, a kontroll sejtvonalként hasznalt K562,
human erythroleukémia sejtvonal, valamint a HepG2, hepatocellularis karcindoma
sejtvonal az American Type Culture Collection-tol (Manassas, VA) szarmaztak. Az
A549 sejtvonalat Professzor Walter Berger bocsatotta rendelkezésiinkre. A tiido
adenokarcinoma sejtvonalakat, valamint a K562 sejtvonalat RPMI-1640 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) tapfolyadékban tartottuk, 10% fotalis szarvasmarha savo
(FBS, Sigma) és 1% penicillin-streptomycin (Sigma) mellett. A HepG2 sejtvonalat
MEM médiumban 1 mM nétrium-piruvattal, 1% nem-esszencidlis aminosavval és 10%
FBS-el kiegészitve tartottuk. A human koldokzsinor véna endotél sejtvonalat (HUVEC)
frissen begyijtott koldokzsinorbol izolaltak Professzor Alexander Bertalanffy
laborjaban (178) EC novekedési faktorokkal kiegészitett EBM-2 Basal tapfolyadékban
tenyésztettiik (Lonza Cologne GmbH, Walkersville, MD). A sejtvonalakat 37°C-ra
allitott inkubatorban tartottuk 5% CO» tartalom mellett.
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4.3 Hatoanyagok

In vitro és in vivo kezelések soran az alabbi hatéanyagokkal dolgoztunk:
rekombinans human erythropoietin-alfa (rHuEPOaq, Eprex, Janssen-Cilag, Shaffhausen,
Switzerland), gemcitabine (Gemzar, Lilly, France), rekombinans human activin A
(rhActA) (R&D Systems, Minneapolis, USA) és rekombinans human follisztatin
(rhFST) (R&D Systems, Minneapolis, USA).

4.4 Human vérmintak gyiijtése

Az ActA ¢és FST szint meghatarozasahoz tiidé ADC betegek vérmintdjat szérum
szeparator csObe gyijtottiikk, (Tiger Top SST Plus Blood Coll Tubes REF:367985,
Becton Dickinson and Company Franklin Lakes, NJ, USA), lefugaltuk és a szérum
aliquotokat felhasznalasukig -80°C-on taroltuk (179).

4.5 Sejtfeliiliaszok gyiijtése ELISA-hoz

ELISA-hoz, illetve az activin A bioaktivitdsanak teszteléséhez 1.5x10° sejtet
raktunk ki T25 sejttenyészté edényben, majd 24 orat inkubaltuk 2 ml FBS mentes
tapfolyadékban. Az inkubacios 1d6 elteltével a sejtfeliiluszot lefugaltuk (800 rpm, 5
perc, 24°C), az aliquotokat -80°C-on taroltuk.

4.6 Gén expresszié vizsgalata valos idejii PCR-rel
4.6.1 Az EPOR expressziéjanak valés idejii PCR-el val6 meghatirozasa

A kovetkezéképpen jartunk el mind a human mintdk, mind a humén sejtvonalak
esetében. Mintainkbol Trizol reagenssel (Invitrogen) izolaltuk az O6sszes RNS-t, a
teljesen DNS mentes minta elérése érdekében pedig RNase-free DNase Kkitet

hasznaltunk (Ambion, Austin, TX) a gyarté leirdsdnak megfeleléen. Minden minta

esetében 12,5 pl RNS-bdl reverz transzkripcidval cDNS-t készitettiink az alabbi
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reakcideleggyel: deoxy-NTP (0.5mM), oligo-dT és random primer keveréke (3 uM
végkoncentracid, Applied Biosystems), RNasin ribonukledz-inhibitor (20U/reakcio;
Promega, Wisconsin, USA), reverz transzkripcios puffer (500 mM Tris-HCI, pH 8.3,
500 mM KCI, 30 mM MgCI2 és 50 mM ditiotreitol), M-MLV reverz transzkriptaz
(200U/reakcio; Sigma) és DEPC-kezelt viz. 50 percig inkubaltuk 37°C-on, majd 10
percig 85°C-on. Az atirds eredményét és az RNS-mintdk tisztasagat [-aktin
amplifikalasaval ellendriztiikk (primerek: sense, 5’-GTG GGG CGC CCC AGG CAC
CA-3’ és antisense, 5’-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC-3°).

A reverz transzkripcidval kapott cDNS mintakat qRT-PCR reakcidval elemeztiik tovabb
az Applied Biosystems 7500 Real-time PCR System késziilék segitségével, TagMan
Universal PCR Master mixszel és TagMan EPOR (Hs000181092_m1l), B-aktin
(Hs03023880_g1) illetve GAPDH (Hs02786624 gl) génexpresszios esszével (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A reakcido paraméterei a kovetkezok voltak: 50°C (2
perc), 40 ciklusban 95°C (10 mp), 60°C (1 perc) és 72°C (1 perc). A kiindulasi mRNS
allapitottuk meg és normalizaltuk a sajat B-aktin illetve a sejtvonalak esetében GAPDH
expresszidjahoz. A tumorszovet EPOR expresszigjat egy kovetkezd 1épésben
normalizaltuk az ugyanazon beteghez tartoz6 normdl endobronchidlis szovet EPOR

expresszidjaval (T/N).

4.6.2 Activin receptorok expressziéjanak meghatarozasa tiidé adenokarcinoma

sejtvonalakban

Az ADC sejtvonalak activin receptorok (ACVR1B, ACVR2A, ACVR2B)
expresszids szintjének meghatarozasahoz a fentiekhez hasonldéan jartunk el. Trizol
reagenssel izolaltuk az 6sszes RNS-t, 2ug RNS-t reverz transzkripcioval cDNS-¢ irtuk
at majd SYBR Green (Life Technologies) valos-idejii PCR reakcioval hataroztuk meg
az expresszios szintet. A reakcio soran haszndlt primer szekvencidk a 2. tablazatban
lathatoak. Belsé kontrollnak a normalizalashoz GAPDH haztartasi gént hasznaltuk,

o(-AACT)

valamint a génexpresszid Szemiquantitativ meghatarozasat a modszerrel

végeztiik (155).
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2. tablazat Activin receptorok expresszios szintjének meghatarozasahoz hasznalt
primer szekvencidk, amplicon méretek és kapcsolodasi homérsékletek SYBER Green

valos-idejii PCR reakcioban.

Gén Primer szekvenciak Amplicon | Kapcsolodasi
sense/antisense méret (bp) hémérséklet
ACVRI1B/ALK4 | CCGGTACACAGTGACAAT/ 619 53°C
CACTCTCGCATCATCTTC
ACVR2A/ActR2 TGGCTCCAGAGGTATTA/ 454 50°C
CGCAACCATCATAGACT
ACVR2B/ActR2B | CTCATCACGGCCTTCCAT/ 619 56°C
AGCGAGCCTCTGCATCAT
GAPDH CTGGCGTCTTCACCACCAT/ 499 49°C
GCCTGCTTCACCACCTTCT
4.7 Immunhisztokémia
Endotél- ill. tumorsejtek osztodasanak mértékét vizsgaltuk xenograft

tumorokban. In vivo kisérletiinkben az rHUEPOa-val kezelt, illetve kontroll csoport
egereit  5-bréom-2’-deoxiuridinnel  (BrdU, 200 mg/kg, Sigma) kezeltiik
intraperitonedlisan. Egy ora inkubaci6 utdn a tumorokat eltavolitottuk és fagyasztottuk.
5 um vastag fagyasztott metszeteket készitettiink és festettiik ket (180). A BrdU-
pozitiv sejteket anti-BrdU monoklonalis ellenanyaggal (Becton Dickinson, Bioscience,
San Jose, CA) és TRITC-konjugalt anti-egér 1gG-vel (1:100, Sigma) detektaltuk.
Kovetkezo 1épésként a metszeteket monoklonalis patkany anti-egér CD31 ellenanyaggal
(1:20, Becton Dickinson), majd biotinalt anti-patkany 1gG-vel és streptavidin-FITC-el
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) inkubaltuk, hogy elkiilonithessiik az endotél
sejteket a tumorsejtektl. A sejtmagokat TOTO-3-al reagaltattuk (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Fiiggetlen intratumoralis teriileteken szamoltuk mind a jel6lt (osztdodo) és
mind a nem-jeldlt (nem osztdodd) H1975 tumor és egér endotél sejtmagok szazalékat,
ahogy azt mar korabban leirtuk (84, 180-183).
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4.8 ELISA

Az activin A ¢és follisztatin fehérje szintjét human vér szérumban valamint
human sejtvonalak feliiliszojaban ELISA kit segitségével hatdroztuk meg a gyartod
(R&D Systems, Minneapolis, USA) altal megadott protokollnak megfelelden (Kat.
szam: DACO0B ¢és DFN0O).

4.9 Activin A és follisztatin ELISA kit tesztelése

A tesztelés soran arra kerestiik a valaszt, hogy a kisérleteinkben hasznalt activin
A ¢s follisztatin ELISA kit csak a szabad ActA és FST molekuldkat méri, vagy a FST
altal kotott ActA komplexet is. Az activin A ELISA teszthez frissen vett human plazma
illetve egy kezelés nélkiili kontroll minta) majd 2 6rat inkubaltuk 37°C-on. A follisztatin

ELISA tesztelése sordn, rhActA kezelést alkalmazva, hasonloképpen jartunk el.

4.10 In vitro tesztek

4.10.1 Sejtproliferacios tesztek (MTT, SRB)

rHUEPOa és gemcitabine kezelés in vitro hatasat vizsgaltuk human ADC
sejtvonalakra. 5x10° db H358, H1975 és H1650 sejtet raktunk ki 96 lyuka sejttenyésztd
edénybe (6-6 parhuzamos mintat) 10% FBS-t tartalmazé RPMI-1640 tapfolyadékban.
24 ora elteltével lecseréltiik a tapfolyadékot lyukanként 150 ul 3% FBS-t, illetve a
kovetkezok voltak: 1 és 3 IU/ml rHuEPOa, 1 és 10 pg/ml gemcitabine illetve az
rHuEPOua (1, 3 IU/ml) és gemcitabine (1, 10 pg/ml) kombinécidja. 48 o6ra inkubécio
utan a kezelések sejtproliferaciora gyakorolt hatasat a szulforodamin B (SRB)
kolorimetrids teszt segitségével hataroztuk meg. A kezelés végeztével a sejteket 10%-0S
triklorecetsavval (TCA) rogzitettik 4°C-on 60 percig, majd Otszor atoblitettiik a
lyukakat desztillalt vizzel és 15 percig festettiik 1%-0s ecetsavban oldott 0,4%-0s SRB-

vel. A nem-kotott festéket 1%-os ecetsavval tavolitottuk el, majd szaradas utan a
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fehérjéhez kotott festéket 200 pl 10 mM-os Tris oldattal (pH=10,5) feloldottuk. 570 nm-
en mértiik az abszorbanciat VVarioskan microplate reader (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) késziilék segitségével. A vizsgalatot kétszer megismételtiik.
rhActA és rhFST kezelés in vitro hatasat vizsgaltuk human ADC sejtvonalak
proliferacidjara. 3x10° db H358, H1975, H1650, HCC827 és A549 sejtet raktunk ki 96
lyuku sejttenyészté edénybe (5-5 parhuzamos mintat) 10% FBS-t tartalmazé RPMI-
1640 tapfolyadékban. A sejtek letapaddsa utdn a tapfolyadékot 1% FBS tartalmira
cseréltiik és 24 orat inkubaltuk. Az inkubacids 1d6 elteltével lecseréltiik a tapfolyadékot
tapfolyadékra. A kezelések a kovetkezOk voltak: 1, 10 és 50 ng/ml rhACtA és 1, 10 és
50 ng/ml FST. 72 6ra inkubacid utan a kezelések sejtproliferaciora gyakorolt hatasat az
EZ4U kit segitségével hataroztuk meg a gyartdo (Biomedica Immunoassays, Vienna,
Austria) altal megadott protokollnak megfeleléen (kat. szam: BI-5000). 450 és 620 nm-
en mértiik az abszorbanciat a Varioskan microplate reader (Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, MA, USA) késziilék segitségével. A vizsgalatot kétszer megismételtiik.
4.10.2 Migracios teszt (Scratch assay)

3x10°db H1975, H358 és A549 sejtet raktunk ki 12 lyuka sejttenyésztd edénybe,
majd a sejtek letapadasa utan 200 ul-es steril pipettaheggyel megkarcoltuk a konfluens
PBS-es mosassal eltavolitottuk a karcolds kovetkeztében keletkezett sejttormelékeket,
majd 1% FBS-t és a kezeldszert - thActA (10ng/ml és 50ng/ml), rhFST (10ng/ml és
50ng/ml) - tartalmazo tapfolyadékot tettiink a sejtekre. A sejtmigraciot Zeiss Axiovert
40C mikroszkop segitségével, a kdvetkezd idopontokban tortént fotdzéassal kovettiik
nyomon: Oh, 4h, 8h, 16h, 20h, 24h, 28h (4. abra). A képeket az Image J software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) segitségével elemeztiik.
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A549; 10 ng/ml rhActA_0 h A549; 10 ng/ml rhActA_28 h
4, abra Migracios teszt (Scrach assay) metodikajat szemlélteté abra. Az abran

az A549 sejtvonal esetében, 10 ng/ml rhActA kezelés hatasara bekovetkezett
savszélesség valtozdsdnak a meghatarozasa lathatdo a kisérlet kezdeti- (Oh) és

végpontjaban (28h).

4.10.3 Activin A bioaktivitasanak mérése sejtvonalak feliiluszéjaban

A human tiid6 ADC sejtvonalak altal termelt activin A molekula biologiai
aktivitasanak méréséhez 5x10° db ADC és HepG2 sejtet raktunk ki 6 lyuka
sejttenyésztd edénybe 2 ml tapfolyadékban és egy éjszakat inkubaltuk. Masnap az ADC
sejtvonalak feliiluszojat begytijtottiik, a HepG2 sejtekrdl pedig eltavolitottuk a
médiumot, PBS-el megmostuk és kezeltik Oket: human ADC sejtvonalak 0,5 ml
feliluszojaval, vagy 0 - 0,5 ng/ml rhActA-val 0,5 ml médiumban. A HepG2 sejteket 30
percig inkubaltuk 37°C-on, majd lizis pufferrel begytjtottiik Oket. 20 ug fehérjét
valasztottunk szét natrium-dodecyl szulfat (SDS)—polyacrylamid gélelektroforézissel,
PVDF membranra blottoltuk a proteineket ¢s a blokkolast 5%-0s tejporral végeztikk
TBST-ben (162). Az elsédleges ellenanyaggal (p-SMAD?2, Cell Signaling, #3101, total
SMAD?2, Cell Signaling, #5339, higitas 1:1000 illetve beta-actin, Sigma, A5441, higitas
1:5000) egy éjszakan at, 4°C-on inkubaltuk a membrant. Mésodlagos ellenanyagként
torma-peroxidaz (HRP) konjugalt anti-nytl/egér antitestet hasznaltunk (3% BSA, Dako)
1:10 000 higitasban ¢s az el6hivast a Clarity Western ECL reagenssel végeztiik (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA).
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411  Invivo modell
4.11.1 Xenograft tumorok

In vivo vizsgalatunk soran 1,5x10° db H1975 human tumorsejtet oltottunk
szubkutan néstény SCID (CB17/ICR-Prkdc*™®) egerekbe. Az egereket az intézményi
allatjoléti  szabalyoknak megfeleléen 12 o6rads fény-sotét ciklusban tartottuk,

patogénmentes koriilmények kozott, mikroizolator ketrecekben (engedélyszam:

22.1/1268/3/2010).
4.11.2 Kezelések

Az oltast kdvetd 5. napon az egereket négy csoportba osztottuk €s a kovetkezd
kezelésekben részesitettilk o6ket. Az egyik csoportot rHuEPOa-val kezeltiik
intraperitonealisan haromszor egy héten az 5. naptol kezdve a 33. napig bezarolag, a
human-dozisnak megfelelé 150 1U/kg koncentracidval (fizioldgias sdoldatban, 0,1 ml
végsO térfogatban). A masik csoportot 100 mg/kg gemcitabinnal (184-186) kezeltiik
intraperitonealisan 6sszesen négy alkalommal a 20, 24, 27 és 31 napokon. A harmadik
csoport rHUEPOa és gemcitabine kombinacios kezelésben részesiilt. A rHuUEPOa-t
intraperitonealisan haromszor egy héten az 5. napt6l kezdve a 33. napig bezardlag 150
IU/kg koncentracioban, mig a gemcitabint (100 mg/kg) négy alkalommal a 20, 24, 27 és
31 napokon adtuk az egereknek. Kontroll csoportunkat fiziologias sooldattal kezeltiik
minden alkalommal. A tumorok méretét kaliperrel mértiik a 19. naptol kezdédben,
haromszor egy héten és cm®-ben fejeztiik ki az aldbbi képlet alapjan: hosszisag x

szélesség’® X /6.
412  Statisztikai médszerek

Az adatok kiértékelése soran két csoport kdzotti statisztikai szignifikanciat t-test-
el, tobb mint két csoport kozotti kiilonbséget pedig ANOVA post hoc Scheffé-,

Bonferroni- vagy Dunn-teszttel hataroztuk meg. Abban az esetben, amikor a mintaink

asszimetrikus eloszlasuak voltak Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. A kategorikus
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adatokat Fisher exact teszttel és Chi-négyzet probaval szdmoltuk. A teljes tulélést, mint
idGintervallumot (OS) a diagnoézis pillanatatdl a halal iddpontjaig hataroztuk meg. A
betegek teljes tulélési analizisét a Kaplan-Meier modszerrel végeztiik el és log-rank
teszttel hatdroztuk meg a kiilonbségek szignifikancidjat. A klinikai paraméterek
multivaridcidés analizisét Cox regresszids modellel készitettiik. Szignifikans eltérést
allapitottunk meg, amikor p < 0,05 értéket kaptunk. A statisztikai analizisek
elvégzéséhez a PASW Statistics 18.0 csomagot (Predictive Analytics Software, SPSS
Inc., Chicago, IL, USA), GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA) és a
Statistica 9.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) programokat hasznaltuk.
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5 EREDMENYEK

5.1  EPO/EPOR rendszer szerepe human tiidé adenokarcindmaban

5.1.1 Erythropoietin-receptor expresszioja, rHUEPOa és gemcitabine kezelések

In vitro hatasa human tiidé adenokarcinéma sejtek proliferaciojara

Kvantitativ valds idejii PCR-rel hatdroztuk meg a harom human tiidé ADC
sejtvonal EPOR mRNS szintjét. HUVEC és K562 leukémia sejtvonalakat, mint pozitiv
kontrollokat vontuk be a vizsgalatba. A H1650 és a H358 sejtvonalak igen alacsony
szinten, mig a H1975 még a pozitiv kontroll K562-nél is magasabb szinten expresszalta

az EPOR-t (5. 4bra).
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S. abra EPOR expresszio human tiidé ADC sejtvonalakban. Kvantitativ valos
idejii PCR-rel mutattuk ki az EPOR mRNS expressziot a human tidé ADC
sejtvonalakban és a kontroll HUVEC és K562 sejtvonalakban. A legmagasabb szinten a
H1975 ADC sejtvonal expresszalta az EPOR-t.

Tovabba annak megitélésére, hogy rHUEPOa kiilonb6z6 koncentracioi (1, 3

U/ml) milyen hatassal vannak az ADC sejtek osztodasara, proliferacios tesztet

crer

ADC sejtvonal in vitro osztodasi képességét a kezeletlen sejtekhez képest, 48 oras

kisérletben.
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ey

srer

osztodasat és a gemcitabinnal kombinalva sem fokozta annak anti-proliferativ hatasat.
(6. A-C abra).

A 1o- H1975 B, H1650
N 3 rHUEPOw 0 U/ml ol = 3 rHUEPOQ 0 Ulml
o _ : CJ rHUEPO 1 U/ml ?A : 3 rHUEPO 1 U/ml
g 2 084 Bl rHUEPOQ 3 U/ml g 3 081 Bl rHUEPOw 3 U/ml
2 H o6l 2 H g4l
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6. abra Exogén rHUEPOa és gemcitabine hatisa ADC sejtek in vitro

proliferaciéjara. (A) H1975, (B) H1650 és (C) H358 sejteket kezeltiink kiilonbozo

crer

a nélkiil. A sejtszamot 48 o6rds kezelés utan a szulforodamin B kolorimetrias teszt

segitségével becsiiltik meg. Bar a gemcitabine szignifikansan lecsokkentette az ADC

crcr

gemcitabinnal kombinalva) nem befolyasolta az ADC sejtek in vitro osztodasat.

40



DOI:10.14753/SE.2017.2015

5.1.2 rHUEPOu és gemcitabine kezelések in vivo hatasa

Kovetkez6 1épésként in vivo tanulmanyoztuk a rHUEPOa és gemcitabine hatasat
az EPOR-t legmagasabb szinten expresszaldé HI1975 sejtvonal ndvekedésére.
Kisérletiink soran szubkutan injektaltuk a H1975 sejtvonalat immundeficiens egerekbe,
majd kezeltiik 6ket rHuEPOa-val, gemcitabinnal vagy a ketté kombindcidjaval. A
tumornovekedés szignifikansan lecsokkent a kizarolag gemcitabinnal kezelt csoportban.
Kevésbé markans, de szintén szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a tumorméret
tekintetében a rHuEPOa-val kezelt csoportban, mig a két szer kombinacidjaval kezelt

csoportban nem tudtuk kimutatni azok szinergisztikus hatasat (7. abra).

-e- Kontroll
1.0- B rHUEPOa
-k Gemcitabine
-¥: rHUEPOaq + Gemcitabine
«_ 0.8
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§
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1 11 1 11| ] I >
I 11 i1 111 i I
rHUEPOa
7. abra Exogén rHUEPOaq és gemcitabine hatasa human tiidé ADC sejtek in

vivo novekedésére SCID egerekben. Novekedési gorbék a kontroll, rHuEPOa (150
IU/kg), gemcitabine (100 mg/kg) és rHuEPOa (150 IU/kg) plusz gemcitabine (100
mg/kg) csoportokban; *p <0.05 versus kontroll.

A xenograft tumorok sulyuk tekintetében a gemcitabine és a
rHUEPOa+gemcitabine kombinacios csoportokban mutatott szignifikéns kiillonbséget a

kontrollhoz képest (8. abra).
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8. abra H1975 xenograftok tomege az in vivo kisérlet végpontjaban. Sebészileg

eltavolitott H1975 xenograftok a kisérlet végén (33. napon), illetve a tumorok tomege a

kontroll, rHuEPOa (150 IU/kg), gemcitabine (100 mg/kg) és rHUEPOa (150 1U/kg)

plusz gemcitabine (100 mg/kg) csoportokban, **p <0.001, versus kontroll.

In vivo rHUEPOa kezelt xenograftokban BrdU jel6léssel detektaltuk az osztodod
H1975 tumorsejteket, illetve az osztodo egér érendotél sejteket (9. A-B abra).

crer

meglepd modon szignifikansan lecsokkentette az EPOR-t magas szinten expresszald
H1975 ADC sejtvonal in vivo novekedési mutatojat (9. C abra).
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9. abra A rHuEPOou kezelés hatisa az endotélsejtek és a tumorsejtek

s rer

képek a kontroll (A) és a rHuEPOao-kezelt (B) egerekb6l szarmazd tumorokrol. A
metszeteket a CD31 endotél markerrel (z61d), a proliferaciot detektaldo, BrdU markerrel
(piros) valamint a sejtmagokat jel6l6 markerrel, TOTO-3 (kék) festettilk meg. A nyilak
(B) proliferalo endotélsejteket jelolnek. (C) Endotélsejtek és tumorsejtek osztodasat
jelold index a kisérlet 33. napjan a kontroll és a rHuEPOa-kezelt csoportban. *p =
0.021, versus kontroll; **p <0.001, versus kontroll.

5.1.3 Human bronchoszkopos mintik EPOR mRNS szintje és a betegek

klinikopatolégiai adatai kozotti 6sszefiiggések

A tumorszovet = EPOR  expressziojanak  klinikai  relevancidjanak
megallapitdsdhoz, bronchoszkopos kefe mintdk EPOR expressziojaval és a betegek
klinikopatologiai adataival végeztiink Gsszehasonlitd statisztikai analizist. Yasuda és
munkatarsainak (96) eredményeivel egybehangzoan a mi elézetes kisérleteink is

szignifikans eltéréseket mutattak a normal tiidészovet EPOR expresszidjaban. Ennek
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megfeleléen a tumorszovetben mért EPOR expresszids értékeket normalizaltuk a beteg
normal endobronchialis szovetében mért EPOR expresszios szintekkel (T/N) (10. abra).
Nem talaltunk Osszefiiggést az ¢letkor, dohdnyzas, nem, stadium ¢és a kezelések

tekintetében (3. tablazat).

1001 B Tumor
1 Normal

o o o
A A A

EPOR mRNA/ B actin mMRNA
N
o

TN MTOD OO O —NM
L B B |

10.  abra EPOR expresszi6 a tumoros (T) és a normal (N) szévetmintakban
elérehaladott stadiumu tiidé ADC betegekben. qRT-PCR méréshez ADC betegek
bronchoszkopos kefe mintajat hasznaltuk. Két mintat mértiink meg minden betegbdl,

egyet a tumorbol (T), egyet pedig a tumormentes, endobronchialis teriiletrdl (N).
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3. tablazat Korrelacio ADC betegek EPOR expresszidja és klinikopatoldgiai
tulajdonséagaik kozott (n=43).

p érték
ADC betegszam EPOR expresszi6 (T/N)
(%) - -
Alacsony (%) Magas (%)
Betegek 43 (100%) 28 (65.1%) 15 (34.9%)
Eletkor (évek) :
61< 20 (46.5) 13 (46.4) 7 (46.7)
61> 23 (53.5) 15 (53.6) 8 (53.3) 0.99°¢
Dohanyzas*
Nemdohanyzo 2(4.7) 1(3.6) 1(6.7)
Doha;:;:n\;z,y o 30 (69.8) 21 (75) 9 (60) 0.53¢
Nem
Férfi 19 (44.2) 13 (46.4) 6 (40)
N6 24 (55.8) 15 (53.6) 9 (60) 0.69°¢
Stage
1 14 (32.6) 9(32.1) 5(33.3)
v 29 (67.4) 17 (60.7) 10 (66.7) 0.93°¢
Kezelés**
PBC 15 (34.9) 7 (25) 8 (53.3)
RCT 12 (27.9) 10 (35.7) 2 (13.3)
PT 9 (20.9) 6 (21.4) 3(20)
S 3(7) 2(7.1) 1(6.7)
S+CT és/vagy RT 1(2.3) 1(3.6) 0 (0) 0.34°¢

®T/N a tumor illetve normal szdvet expresszidjanak aranya. Alacsony érték az egy alatti
érték.; ® Cut-off érték, median értéket jelol.; © Chi-négyzet teszt; ® Fisher-féle egzakt
proba; A zardjelben feltiintetett értékek szazalékok; ADC, adenokarcindéma; PBC,
Platina-bazisi kemoterapia; RCT, Radio-kemoterapia; PT, Palliativ-terapia; CT,
kemoterapia; RT, radioterapia; S, miitét; *, 11 ADC beteg esetében a dohanyzasi szokas

ismeretlen; ** 3 ADC beteg esetében a kezelés ismeretlen
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5.1.4 EPOR expresszios szint, mint prognosztikai marker

Kaplan-Meier analizissel elemeztiik az elérehaladott stadiumi ADC betegek
talélési adatait magas és alacsony EPOR szint fliggvényében. A rendelkezésiinkre allo
43 beteg adataibol azt kaptuk, hogy a betegek magas EPOR szintje szignifikansan
hosszabb taléléssel parosult az alacsony EPOR szinttel rendelkezd betegekhez képest

(median teljes talélés 11 versus 6 honap, p=0.035; 11. abra).

Teljes talélés (%)

LJd
== alacsony EPOR
| | 1

0 10 20 30 40 50
1d6 (honap)

11. abra Az alacsony EPOR expresszio rosszabb tuléléssel parosult
elérehaladott stadiumi human tiidé adenokarcinomaban. Kaplan-Meier talélési
gorbéje az 1l1-1V-es stadiumia ADC betegeknek (n = 43), a QRT-PCR-rel mért, alacsony
¢s magas EPOR expresszio fliggvényében.

Multivarians analizis sordn (az altalanos prognosztikai valtozokat vizsgélva,
ugy, mint életkor, nem, tumor stadium és dohanyzasi szokés) azt kaptuk, hogy a kezelés
elétti EPOR szint a tobbi valtozotol fliggetlen prognosztikai faktor (p = 0.031; 4.
tablazat). Tovabbi fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult még a rossz taléléshez

kapcsoldddan kohortunkban az életkor €s a nem (p = 0.012 és 0.018).
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4, tablazat Eldrehaladott stadiumi ADC betegek kiilonb6z6 prognosztikai faktorainak

elemzése multivarians analizissel.

Paraméterek RR 95% CI p érték
Eletkor 1.077 (1.017-1.142) 0.012
Nem (férfi vs. n6) 0.364 (0.157-0.843) 0.018
Stage (Il vs. IV) 0.615 (0.291-1.302) 0.204
Dohanyzas (valaha vs. sohasem dohanyzott) | 0.67 (0.258-1.741) 0.342
EPOR (alacsony vs. magas) 0.431 (0.201-0.926) 0.031

RR, relativ riziko; Cl, konfidencia intervallum

5.2  Activin A/Follisztatin szerepe human tiidé adenokarcinémaban

5.2.1 ActA/FST szekrécidja, receptorok expresszidja

Ot kiilonboz6 human tiidé adenokarcindma sejtvonal ActA és FST termelését
ELISA-val hataroztuk meg. Otbél hdrom sejtvonal feliiluszéjaban tudtuk kimutatni az
ActA jelenlétét (H1650, HCC827, H358). Ezek koziil két sejtvonal esetében viszonylag
alacsony (22.4 és 22.1 pg/ml), mig a H358 esetében magasabb (530.6 pg/ml)

koncentracioban volt jelen a fehérje (12. abra).
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12.  abra ActA szekrécio human tidé ADC sejtvonalakban. ADC sejtvonalakat
24 oran at inkubaltuk szérummentes tapfolyadékban, majd a feliiliszobol ELISA-val

meghataroztuk az ActA szintjét. Otbél harom sejtvonal szekretalta az ActA molekulat.

A FST esetében, mind az 6t sejtvonal termelte a fehérjét: a koncentraciok szintje

151.6 pg/ml (H1975) és 624.8 pg/ml (A549) k6z6tt volt mérhet6 (13. abra).

40071

FST szint (pg/ml)

A549 H1975 H1650 HCC827 H358

13.  abra FST szekrécio human tiidé6 ADC sejtvonalakban. Az ADC sejtvonalak
feliillusz6jabol, az ActA szint méréséhez hasonldan, meghataroztuk az FST szintet is

ELISA-val. Mind az 6t sejtvonal feliiliszojaban detektalhato volt a FST molekula.
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Kvantitativ valos idejii PCR-el mértiik meg az activin receptorok mRNS szintjét
az 6t ADC sejtvonalban. Mindegyik sejtvonal expresszalta mind a II. tipust, mind az I.
tipusu (ACVR1B) activin receptorokat (14. abra).

100 @ ACVRIB
< O AVCR2A
2 801 ] ACVR2B
g
S 60
wn
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< 204
&

A549  H1975 H1650 HCC827 H358

14. abra Activin receptorok expressziéja human tiidé ADC sejtvonalakban. Mind
az Ot sejtvonalban detektalhato volt a harom activin receptor (ACVR2A, ACVR2B,
ACVRI1B) jelenléte kvantitativ valds idejii PCR-el. A mérés soran GAPDH héztartasi

génhez normalizaltunk.

5.2.2 Adenokarcinoma sejtvonalak altal termelt activin A molekula

biokativitasanak mérése

Korabbi irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a HepG2 hepatocellularis karcindma sejtek
érzékenyen reagalnak az ActA molekulara. Mivel az exogén ActA kezelés ezekben a
sejtekben a SMAD2 foszforilaciojat eredményezi, a rendszer kivaldé a kiilonbozo
eredetii ActA bioaktivitasanak tesztelésére (152). A mérés soran az 6t kiilonb6zé human
tiidd ADC sejtvonal feliildszojaval kezeltiik a HepG2 sejteket. Az 6t sejtvonal koziil, az
AcCtA-t legmagasabb szinten szekretaldo H358 sejtvonal (12. abra) feliiliszdja indukalta
a SMAD?2 foszforilaciojat, valamint a két, ActA-t igen alacsony szinten szekretdlo
sejtvonalak koziil a H1650 esetében lathato kisebb fokit SMAD?2 foszforilacio, mig a
HCC827 esetében nem figyelhetd meg eltérés (15. abra).
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15. 4abra Humain tiidé ADC sejtvonalak feliiluszojaval kezelt HepG2 sejtek
SMAD?2 foszforilacidoja. Az 6t sejtvonal koziil a H1650 és H358 sejtvonalak éaltal
termelt ActA valtotta ki a SMAD?2 foszforilacidjat, vagyis a két sejtvonal altal termelt
ActA biologiailag aktiv molekula. (SN, feliiluszo)

5.2.3 rhActA és rhFST kezelések in vitro hatdasa human tiidé adenokarcinéma

sejtek proliferacidjara
A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a rhActA és rthFST kezelés milyen hatést

tapasztaltuk, hogy a rhActA és rhFST 72 6ras kezelés soran egyik koncentracidban sem

befolyasolta az ADC sejtvonalak in vitro proliferacios képességét (16. abra).
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16.  abra In vitro proliferacios teszt human tiidé ADC sejtvonalakkal. Sem az

(5 parhuzamos minta, kétszer ismételve, a kontroll %-aban)

5.2.4 Adenokarcinoma sejtvonalak in vitro migraciés képessége rhActA és rhFST

kezelések hatasara

Mivel a klinikai adatainkban a keringé ACtA koncentracidja Osszefiiggést
mutatott a tavoli, szervi illetve a nyirokcsomd metasztazisokkal (ld. lentebb),
megvizsgaltuk, hogy a rhActA és a rhFST in vitro befolyasolja-e az ADC sejtvonalak
motilitdsi képességét. A sejtek migracios képességét az ugynevezett karcoldsi proba
(scratch assay) segitségével mértiik Ossze a kezelt és kezeletlen csoportokban. A
vizsgalatba harom sejtvonalat vontunk be: H358 sejtvonalat, mely a legmagasabb
szinten szekretalta az ActA-t, H1975 sejtvonalat, mely az ActA-t nem, a FST-t pedig
igen alacsony szinten szekretélta, valamint az A549 sejtvonalat, melynek feliiliszdjaban

a legmagasabb FST-t detektaltuk (12-13. abrak). Egyik sejtvonal esetében sem
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befolyasoltak szignifikdnsan a kezelések a sejtek in vitro migracios képességét (17.

abra).
Ab49 Ab49
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17. abra In vitro sejtmotilitasi vizsgalat human tiidé ADC sejtvonalakkal.

Jelent6s motilitast serkentd, illetve csokkenté hatast sem a rhFST, sem a rhActA

kezelések hatasara nem észleltiink a vizsgalatba bevont sejtvonalak esetében.
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5.2.5 Activin A és follisztatin ELISA tesztelése

Mivel a FST az ActA fehérje természetes antagonistdja, fontosnak tartottuk
tisztazni, hogy a méréseinkhez hasznalt ActA és FST ELISA kitek csak a szabad ActA-t
és FST-t mérik vagy esetleg a kotott formaban 1évé ActA/FST komplexet is. Ennek
megitéléséhez a mérés elétt rhActA-val és rhFST-nal kezeltik a human plazma
mintankat. Az ActA ELISA esetében nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a
ActA szintje kozott. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az ActA ELISA
méri mind a szabad (aktiv), mind a FST altal kotott (inaktiv) ActA molekulat (18.

abra).
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18. abra Az ActA ELISA tesztelése. Az ActA ELISA altal detektalt ActA
koncentraciot nem befolyasolta a plazma minta rthFST el6kezelése, ami arra utal, hogy
az ActA ELISA méri mind a szabad (aktiv), mind a FST altal kotott (inaktiv) ActA

molekulat.

A fentiekkel ellentétben, a plazmaban az 50 és 100 ng/ml rhActA kezelést
kovetden lecsokkent az ELISA-val detektalhatd FST szintje a kezeletlenhez viszonyitva,
ami arra utal, hogy a FST ELISA kit csak a szabad formaban 1évé FST-t detektalja, mig
az ActA altal kotottet nem (19. abra).
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19. abra A FST ELISA tesztelése. A rhActA kezelés lecsokkentette a mérheté FST
szintet, vagyis a FST ELISA az ActA kotott FST-t nem detektalja.

5.2.6 Cirkulalo activin A szintje és osszefiiggések a betegek klinikopatolégiai

adataival

64 ADC beteg és 46 életkor- és nem-azonos kontroll kohort szérum mintajaban
hataroztuk meg az ActA szintet. A kontroll csoportban az atlag ActA szint 457.2+119.6
pg/ml volt, mig a betegek mintdjaban szignifikdnsan magasabb értéket detektaltunk

650.0+365.3 pg/ml (p=0.015, 20. abra).
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20. abra Tiidé adenokarcinémas betegek szérum ActA Kkoncentracidja a

kontroll csoporthoz képest. Az ActA koncentracidja szignifikansan magasabb a tiidd

ADC betegek szérumaban (p=0.015, vs. kontroll).

A betegek klinikopatoldgiai adataik a magas ¢és alacsony ActA szérum
koncentracié (medidnndl kettéosztva) fiiggvényében a 5. tablazatban lathatdak. A vér
ActA szintje és a betegség stddiuma, a kezelési stratégiak és a nem szignifikansan
korrelaciot mutatott, mig az ¢életkor és dohdnyzasi statusz esetében szignifikéns

Osszefliggés nem volt kimutathato.
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5. tablazat Korrelacid6 ADC betegek ActA szérum szintje és klinikopatologiai
tulajdonséagaik kozott (n=64).

ADC betegszam Szérum ActA szint® p érdi
(%)
Alacsony (%) Magas (%)
Betegek 64 (100%) 32 (50%) 32 (50%)
Eletkor (évek)®
<62 29 (45) 18 (62) 11 (38)
>62 35 (55) 14 (40) 21 (60) 0.079
Dohanyzas*
Nemdohanyzo 5(8) 4 (80) 1 (20)
Dohanyz6 vagy ex-
dohdnyos 58 (91) 27 (47) 31 (53) 0.15
Nem
Férfi 36 (56) 14 (39) 22 (61)
N6 28 (44) 18 (64) 10 (36) 0.044
Stage
I-1 22 (34) 17 (77) 5(23)
i 19 (30) 9 (47) 10 (53)
v 23 (36) 6 (26) 17 (74) 0.0027
Kezelés*
(R)CT** 33 (51) 11 (33) 22 (67)
S 3(5) 3(100) 0 (0)
S+(R)CT 7(11) 5 (71) 2 (29)
PT 21 (33) 13 (62) 8 (38) 0.028

® Cut-off érték, median értéket jeldl; ° Chi-négyzet teszt; A zardjelben feltiintetett
értékek szazalékok; ADC, adenokarcinoma; ACctA, activin A; PBC, Platina-bazisu
kemoterapia; (R)CT, Radio-kemoterapia; PT, Palliativ-terapia; S, mttét; *1 ADC beteg

esetében nincs adat; **9 beteg célzott terapiaban részesilt

A megfeleld6 ADC diagnozis felallitisshoz a vér ActA  szint
szenzitivitas/specificitdas mutatoit a ROC curve analizissel hatdroztuk meg
(szenzitivitasa 60.9% (95% CI: 47.93-72.90 %), specificitasa 65.2% (95 % CI: 49.8-
78.7 %)), a gorbe alatti teriilet (AUC) értéke pedig 0.637 (95 % CI: 0.534-0.741) volt.
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Szintén megallapitottuk a keringd ActA koncentracid és a stage, a T és az N

statusz Osszefiiggését (21. abra).
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21. abra Tiido adenokarcindmas betegek szérum ActA szintje korrelal a

daganat progresszidjaval. Az emelkedett ActA T és N statusz valamint stage fliggést

mutat a betegek szérum mintajaban (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

A szérum ActA szint szignifikansan magasabb volt a IV. stadiumua betegek
esetében, mint a kontroll, illetve az alacsonyabb stadiumu betegek mintajaban. Szintén
szignifikdnsan emelkedett volt az ActA szint a T3 statuszi betegek esetében a
kontrollhoz és a T1 statuszl betegek értékéhez képest. Tovabba a magasabb ActA szint
Osszefiiggést mutatott a nyirokcsomok érintettségével. A betegek és a kontroll kohort

részletes szérum ActA értékeiket az alabbi 6. tablazatban foglaltuk dssze.
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6. tablazat. Activin A szérum koncentracié ADC betegek és kontroll kohort esetében.

Activin A szérum
n ActA atlag SD
Kontroll 46 457.2 119.6
ADCT1 15 489.5 260.5
ADC T2 25 589.7 315.7
ADC T3 16 819.7 373.2
ADC T4 8 800.3 514.9
ADC NO 27 501.7 259.0
ADC N1 10 552.0 308.5
ADC N2 20 808.8 424.7
ADC N3 7 908.8 345.2
ADC MO0 41 507.5 251.8
ADC M1 23 904.1 401.8
ADC Stage | 14 380.8 137.5
ADC Stage Il 8 557.4 283.8
ADC Stage Il 19 579.9 277.2
ADC Stage IV 23 904.1 401.8

5.2.7 ActA szint, mint diagnosztikai és prognosztikai marker

Metasztazis tekintetében a szérum ActA koncentracio szignifikdnsan magasabb
volt a metasztazissal rendelkezd betegek vérében, mint az MO statuszi betegekében
(p<0.001, 22 A. abra). Annak megitélésére, hogy a szérum ActA szint alkalmas-e a
metasztazissal rendelkezé6 ADC csoport és a MO statuszi betegcsoport elkiilonitésére
ROC curve analizist hasznaltunk (22 B. abra): szenzitivitas 82.6% (95% CI. 61.2-
95.1%), specificitas 63.4 %, (95 % CI: 46.9-77.9 %), AUC=0.806 (95% CI: 0.693-
0.919).
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22. abra Activin A szint mint diagnosztikai marker. (A) Szérum ActA szint

emelkedett a M1 statuszl betegek korében a kontrollhoz és az MO statusza betegekhez
képest (***p <0.001). (B) Szérum ActA szint egy lehetséges biomarker a metasztatikus
ADC betegek sziirésére. AUC: 0.806 (95% ClI: 0.693-0.919).

Mivel a nyirokcsom6 metasztazisok és a tavoli szervi metasztazisok esetében is
szignifikansan emelkedett ActA szintet detektaltunk az ADC betegek vérében,
kovetkez6 1épésként Kaplan-Meier analizissel vizsgaltuk a betegek teljes tulélését
magas ¢s alacsony szérum ActA szint fliggvényében. A vizsgéalatba bevont beteg
kohortunk osztalyozasat az ActA koncentracid median értékével hajtottuk végre. Azt
talaltuk, hogy a magas szérum ActA szinttel rendelkezd betegek tulélése szignifikansan
rovidebb volt, mint azon betegeké, akiknek alacsony volt a szérum ActA szintjik (23.
abra, p <0.0001).
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23.  abra Kaplan-Meier gorbe az ADC betegek teljes tulélésérdl a szérum ActA
fiiggvényében (cut off érték, a median érték). Tiido ADC betegek magas szérum ActA
szintje szignifikdnsan rovidebb tuléléssel parosult, mint a betegek alacsony szérum
ActA szintje. (median teljes tulélés 7.9 vs. 39.6 honap volt, HR: 0.2768, 95% CI:
0.1450-0.5286; p <0.0001).

A betegek stadium besorolasa alapjan, a stage I-11 szub-kohortban az alacsony
szérum ActA szint szintén szignifikansan jobb taléléssel parosult (p=0.0047), mig a
stage III és IV szub-kohortok esetében az azonos tendencia latszik ugyan, de az a

szignifikans kiilonbséget nem éri el (24. A-C abra).
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24.  abra Kaplan-Meier gorbe a Kkiilonb6z6é stidiumi ADC betegek teljes
talélésérdl a szérum ActA fiiggvényében. (A) Korai stadium (Stage I-11) ADC betegek
csoportjaban az alacsony szérum ActA szint szignifikansan hosszabb tuléléssel parosult
(median OS meghatarozhatatlan vs. 6.4 honap, HR: 0.05945, Cl: 0.008380-0.4217,
p=0.0047). (B) Hasonl6 tendencia volt megfigyelhet6 a Stage III betegek csoportjaban
(median OS: 39.6 vs. 22.4 honap, HR: 0.5349, CI: 0.1628-1.757) és (C) a Stage IV
betegek kozott is (median OS: 8.3 vs. 5.9 honap, HR: 0.6951, Cl: 0.2700-1.789).

Multivarians analizissel kimutattuk, hogy a szérum ActA koncentracio a teljes

ADC kohortunkban egy, a tobbi paramétertdl (betegek életkora, neme és tumor stage)
fiiggetlen prognosztikai marker (7. tablazat, p=0.004).
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7. tablazat Cox regresszios modell (n=64)

Szérum ActA szint

Paraméterek HR 95% ClI p érték
Eletkor (év)

<62 0.918 0.460-1.828 0.807
>62 1

Nem

N6 1 0.115
Férfi 1.775 0.869-3.625

Stage 0.130
Szérum ActA szint

Alacsony ActA 1 0.004
Magas ActA 4.142 1.583-10.837

Roviditések: HR, riziké hanyados; Cl, konfidencia intervallum

5.2.8 Activin A szint é KRAS mutiacios statusz osszefiiggése tiido

adenokarcinomaban

A rendelkezésiinkre allo, ismert KRAS statusza, 34 ADC beteg plazma
mintajaban hataroztuk meg az ActA szintet és kerestiik az dsszefliiggéseket a betegek M
statuszaval és teljes tulélesével. A szérum ActA ADC kohortba bevont betegek esetében
csak minimalis esetben allt rendelkezésiinkre a betegek KRAS mutacios statusza, ezért
dontottiink a nagyobb, de még mindig kibévitésre szoruld, masik ADC kohort mellett,
akiktdl plazma minta allt rendelkezésiinkre. Az ActA szint meghatdrozasdhoz hasznalt
ELISA kit protokolljaban leirtaknak megfelelden, a human vér szérumban mért ActA
szint magasabb a plazmaban mért ActA szintnél, de a kettd szignifikansan korrelal
egymassal. 58 ADC betegbdl allo szub-kohort esetében mértiik meg a betegek szérum
¢s plazma mintdjaban is az ACtA szintet. A szérumban mért ActA szint (640.9+371.9)
szignifikansan magasabb volt a plazmaban mért szinthez (461.44257.2) képest
(p=0.006), de a két csoport igen szoros korrelaciot mutatott egymassal (25. abra,
R=0.932, p <0.0001).
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25. abra Plazma és szérum ActA szint korrelacioja ADC betegek mintajaban.
(R=0.932, p <0.0001)

34 ADC beteg és 66 kontroll kohort plazma mintajaban hataroztuk meg az ActA
szintet, majd megvizsgaltuk az ActA koncentracié tekintetében a metasztazist és a
KRAS statuszt. A kontroll csoportban az atlag ActA szint 344.0+142.4 pg/ml volt, mig
a betegek mintdjaban szignifikansan magasabb értéket detektaltunk 711.2.0+£718.2
pg/ml (p<0.0001). Metasztazis tekintetében, csak gy, mint a nagyobb, szérumos
kohortban, az M1 statusztt ADC betegeknek szignifikansan magasabb volt a plazma
ActA szintjik (799.4+£805.1) a kontrollhoz képest (p<0.001), bar az MO statusza
betegekhez képest (499.5+404.9) nem mutatott szignifikans kiilonbséget (26. A abra).
Az ADC kohortunkat KRAS vad (wt) (603.2+280.9; n=17) és KRAS mutans
(819.24979.8; n=17) statusz szerint szétvalasztva, nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget az ActA szint tekintetében (26. B abra, p=0.8363).
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26.  abra ADC betegek plazma ActA szintjének osszefiiggése az M statusszal és
a KRAS mutacios statusszal. (A) Plazma ActA szint emelkedett a M1 statuszh betegek
korében (***p<0.001). (B) KRAS statusz tekintetében nincs szignifikans kiilonbség a
betegek ActA szintje kdzott (p=0.8363).

Bar a KRAS mutans és vad statuszia ADC betegek plazma ActA szintje kdzott
nincs kiilonbség, tovabb vizsgalodtunk, hogy a KRAS statusznak milyen 6sszefliggései
lehetnek a betegek kiilonb6z6 paramétereivel. Ahogy a 27. A-B abran lathato, KRAS
statusz nem befolydsolta a betegek M statuszanak eloszlasat és a betegek teljes tulélése
kozott sem volt szignifikans eltérés a KRAS vad és KRAS mutans ADC betegek kozott.
A 27. C-D abran a KRAS vad ADC betegek adatai lathatoak, ahol a magas ActA
szinthez valamivel tobb M1 statuszu beteg tartozik, mint az alacsony ActA szinttel
rendelkez6 betegek korében, de a teljes ADC kohort esetében tapasztalt szignifikdns
kiilonbséget ez meg sem kozeliti. Hasonl6t lathatunk a KRAS vad ADC betegek teljes
tulélését vizsgalo Kaplan-Meier analizis soran kapott gorbén, vagyis nincs eltérés a
magas ¢és alacsony ActA szinttel rendelkezd betegek teljes tulélésében. A 27. E-F
abran pedig a KRAS mutans ADC betegek adatait tiintettiik fel, ahol a teljes kohortban
is tapasztalt tendencidk lathatéak. A magas ActA szinttel rendelkezd betegek korében
joval magasabb a metasztdzis megjelenése ¢és a teljes tulélés szignifikansan révidebb,

mint az alacsony ActA plazma koncentracioval rendelkezd betegek esetében.
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27.  abra ADC betegek ActA szint, KRAS statusz, M statusz és teljes tilélés
osszefiiggésének vizsgalata. (A-B) ADC betegek KRAS vad és mutans statusza alapjan
torténd felosztasa és M statuszanak valamint teljes talélésének vizsgalata. Nincs
szignifikans kiilonbség a KRAS vad ¢€s mutans betegek M statusza és teljes talélésiik
kozott (median OS: 9.3 vs. 3.4 honap, HR: 1.043, CI: 0.5033-2.161, p=0.910). (C-D)
KRAS vad ADC betegek ActA szintjének, M stituszanak és teljes talélésének
vizsgalata. Nincs szignifikans kiilonbség az alacsony €s magas ActA szinttel rendelkezd
betegek M statusza és teljes tulélése kozott (median OS: 8.2 vs. 9.3 honap, HR: 0.9581,
Cl: 0.3141-2.923, p=0.940). (E-F) KRAS mutans ADC betegek ActA szintjének, M
statuszanak és teljes tulélésének vizsgalata. A magas ActA szint esetében emelkedett a
metasztazisok szama ¢€s a teljes tulélés szignifikansan rovidebb volt az alacsony ActA
szinttel rendelkezd betegekhez képest (median OS: 15.2 vs. 3.3 honap, HR: 0.3062, CI:
0.09837-0.9533, p=0.041).
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5.2.9 FST szint jelentésége human tiidé adenokarcinomaban

Mivel a cirkuldldé ActA molekula aktivitdsat részben a FST molekuldhoz valo
kotddése szabalyozza, az ActA mérésekhez hasznalt szérum mintakban (64 tidéo ADC
beteg és 46 ¢életkor- és nem-azonos kontroll kohort) hataroztuk meg a FST
koncentraciot és kerestiilk az Osszefiiggéseket a betegek klinikopatologiai adataival (8.

tablazat)

67



8. tablazat Korrelaci6 ADC betegek FST szérum szintje és klinikopatologiai

DOI:10.14753/SE.2017.2015

tulajdonséagaik kozott (n=64).

ADC betegszam Szérum FST szint * p ertek b
(%)
Alacsony (%0) Magas (%0)
Betegek 64 (100%) 32 (50%) 32 (50%)
Eletkor (évek) °
<62 29 (45) 14 (48) 15 (52)
>62 35 (55) 18 (51) 17 (49) 0.8
Dohanyzas*
Nemdohanyzo 5(8) 2 (40) 3 (60)
Dohanyzo vagy ex-
dohdnyos 58 (91) 29 (50) 29 (50) 0.67
Nem
Férfi 36 (56) 22 (61) 14 (39)
N6 28 (44) 10 (36) 18 (64) 0.044
Stage
I-11 22 (34) 13 (59) 9 (41)
i 19 (30) 9 (47) 10 (53)
v 23 (36) 10 (43) 13 (57) 0.56
Kezelés*
(R)CT** 33(51) 16 (49) 17 (51)
S 3(5) 0 (0) 3 (100)
S+(R)CT 7(11) 5 (71) 2 (29)
PT 21 (33) 11 (52) 10 (48) 0.23

® Cut-off érték, median értéket jeldl; ° Chi-négyzet teszt; A zardjelben feltiintetett
értékek szazalékok; ADC, adenokarcindoma; FST, follisztatin; PBC, Platina-bazisu
kemoterapia; (R)CT, Radio-kemoterapia; PT, Palliativ-terapia; S, mttét; *1 ADC beteg

esetében nincs adat; **9 beteg célzott terapiaban részesiilt
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Nem talaltunk kiilonbséget a beteg és a kontroll kohort szérum FST szintje

kozott (1685+£536.1 pg/ml vs. 1912+1227 pg/ml, p=0.621, 28. abra).
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28.  abra Szérum FST szint meghatarozasa tiidé ADC és kontroll csoportban.
Szérum FST szintben nincs szignifikdns kiilonbség a tumormentes kontroll kohort és a

tiid6 ADC betegek mintai kozott (p=0.621).
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Nemek fliggvényében vizsgalva a szérum FST szintet azt talaltuk, hogy mind a
férfi kontroll, né kontroll és férfi ADC beteg kohort vérében hasonld koncentracioban
van jelen a FST (1766+578.9 pg/ml, 1623+503.6 pg/ml és 1650+670.9 pg/ml). A nd
ADC betegek szérumaban viszont szignifikansan magasabb FST szintet detektaltunk

(2249+1649 pg/ml, p=0.031, vs. n6 kontroll csoport, 29. abra).
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29.  abra Szérum FST szint meghatarozasa nemek fiiggvényében. Keringd FST

szint a né beteg kohortban szignifikansan emelkedett volt a kontroll né kohorthoz

képest (p=0.031), mig a férfi kohortban nem tapasztaltunk eltérést.
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A szérum ActA eredményeinkre alapozva, valamint az ADC beteg kohortban
mért magasabb szoras értékek miatt megvizsgaltuk, hogy a szérum FST szint is
Osszefliggésben van-e a stage-vel, TNM statusszal, és teljes taléléssel. Az ActA-tol
eltéréen, sem a stage, sem a TNM statusz esetében nem talaltunk Gsszefiiggést a FST

szérum szintjével (30. A-D abra).
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30.  abra Szérum FST szint meghatarozasa stage és TNM fiiggvényében. (A-D)
Nem talaltunk Osszefiiggést a keringd FST szint és a betegek stage valamint TNM

statusza kozott.
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ROC curve analizissel megvizsgaltuk a szérum FST-t is, mint diagnosztikai
markert. Sem a teljes kohortban, sem a nd kohortban - ahol szignifikdnsan emelkedett
FST értékeket mértiink - nem volt kimutathaté, hogy a FST ADC specifikus

diagnosztikai markerként lenne értékelheté (31. abra).
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31. abra FST szint, mint diagnosztikai marker a né kohortban. (A) Szérum FST
szint elemzése ROC curve analizissel: szenzitivitas 60.7% (95% CI. 40.5-78.5%),

specificitas 61.5% (95% CI: 40.6-79.8%), a gorbe alatti teriilet: AUC=0.672 (95% CI:
0.5271-0.8163).

Tovabba megvizsgaltuk, hogy a szérum FST szint mennyiben fligg Ossze a
betegek tulélési adataival. Azt talaltuk, hogy sem a teljes kohortban, sem az emelkedett
FST szintet mutatdé né kohortban, illetve sem a teljes kohortot stadiumokra osztva nem

volt Osszefliggés a betegek teljes tulélése és a FST koncentracidja kozott (32. A-E
abra).
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32.  abra Kaplan-Meier gorbe az ADC betegek teljes tulélésérél a szérum FST
fiiggvényében. (A) Sem a teljes kohortban (p=0.933), (B) sem a nd betegek kozott
(0.565), (C-E) sem a kiilonb6z6 stadiumu betegek kozott nem volt szignifikans
Osszefliggés a teljes tulélés és a FST szint kozott (Stage I-11 p=0.149; Stage 111 p=0.996;
Stage IV p=0.531).
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Ezt kovetden Osszehasonlitottuk az ADC betegek mintdjaban mért ActA és FST
szintet €s megallapitottuk, hogy a két fehérje szérum koncentracidja nem korreldl

egymassal (33. abra).
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33. abra Korrelacio a szérum ActA és FST koncentracio kozott ADC betegek
esetében. Nem talaltunk szignifikdns korrelaciot a két fehérje szérum koncentracioja

kozott.

Az irodalomban talalkozhatunk olyan vizsgalatokkal, ahol a FST/ActA aranyat
is elemezték, mint prognosztikai jelentéséggel biré markert (163), ezért minden ADC
beteg és kontroll egyed esetében megallapitottuk az FST/ActA ardnyat is és megnéztiik,
hogy az igy kapott érték milyen prognosztikai és diagnosztikai értékkel bir az altalunk
hasznalt kohortokban. Azt taldltuk, hogy hasonléan a szérum FST szintjéhez, az
FST/AcCtA arany sem mutatott szignifikans Osszefliggést a kiilonb6z6 klinikai

paratméterekkel és a betegség kimenetelével.
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6 MEGBESZELES

Az NSCLC prognézisanak eldrejelzésére szamos vér markert azonositottak mar,
de ezen tanulmanyok eredményei igencsak kiilonbozoek. (9-26). Kutatocsoportunk ezek
koziil a markerek kozill a mar sokat kutatott, anaemias daganatos betegek
szempontjabol igen nagy jelentséggel bir6 EPOR molekulara és az NSCLC-ben
kevesebbet vizsgalt, de szamos daganattipusban mar leirt, eltéré prognosztikai értékkel
bird activin A és follisztatin molekulara koncentralt.

Az EPOR expresszigjat tobbféle tumortipusban megfigyelték, koztikk human
NSCLC-ben is, bar a pontos szerepe ez utdbbi tumortipusban még kérdéses. Ennek
feltarasara III-IV stddiumi ADC betegek bronchoszkopos kefe mintajaban hataroztuk
meg az EPOR mRNS expresszios szintjét és kerestiik az 0sszefliggéseket a betegek
klinikopatologiai adataival és a prognézissal. Tanulmanyunk sordn azt az ujszerti
megallapitast tehetjiik, miszerint azon eldrehaladott stddiumu tiidé ADC betegek,
akiknek magas az EPOR mRNS expresszioja, jobb progndzisra szamithat szemben az
alacsony EPOR mRNS szinttel rendelkez6 betegekkel.

Az EPOR expresszioja nem-hematopoetikus szovetekben is megfigyelhetd, ami
az EPO pleiotrop hatdsara enged kovetkeztetni. Megannyi kiilonb6zé tumor
sejtvonalban (tobbek kozott NSCLC-ben), illetve a daganat-stromat alkotd érhalozat
komponensein is megfigyelhetd az EPOR expresszioja (95). Ebbdl kovetkezik, hogy
jogosan kérdéjelez6dik meg az rHUuEPO egyértelmiien jotékony hatasa, ugyanis az
EPOR szignalizacion keresztiil, iatrogén hatasaként, felgyorsithatja a tumorsejtek
annak ellenére, hogy az altalunk vizsgalt 6sszes human ADC sejtvonal expresszalta az
EPOR-t mRNS szinten, az exogén adott rHuEPOa (6nmagaban vagy gemcitabinnal
kombinalva) in vitro nem befolyasolta a sejtek osztodd képességét. Ezzel ellentétben az
onmagéaban adott rHuEPOa kezelés, a human sejtvonal, H1975 (a vizsgalt ADC
sejtvonalak koziil a legmagasabb EPOR expresszioval bird sejtvonal) xenograftokban
intratumoralis hatdsanak hattere még nem egészen tisztdzott. Egy lehetséges
magyarazat, miszerint a rHuEPOoa kezelés hatdsara lecsokkent az intratumoralis

hypoxia, igy akadalyozva meg a f6 hypoxia szabalyozo, HIF-1a aktivalodasat (187).
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Szintén e hipotézist tamasztja ald a rHuEPOa -val kezelt H1975 xenograftokban talalt
tumor endotél sejtek szignifikansan emelkedett proliferacidja (és feltételezhetéen ennek
kovetkeztében a megnovekedett felszinli intratumoralis kapillaris rendszer).
Kutatocsoportunk korabbi eredményei is ezt tamasztjdk ald, ahol human vastagbél
daganat (HT25) és epidermoid carcinoma (A431) xenograft modellekben tapasztaltuk,
hogy a rHuEPO kezelés hatdsidra ugyan szignifikansan lecsdkkent az intratumoralis
hypoxia, a HIF-1a valamint a VEGF expresszioja, de a tumor névekedésére nem volt
hatassal. Szintén ezekben a kisérletekben sikeriilt kimutatni, hogy a rHuUEPO kezelés
hatasara szignifikansan megemelkedett a tumor-asszocialt endotélsejtek proliferacioja
és az intratumoralis erek atméréje. A megnovekedett érfelszin tette lehetévé a
kemoterapids szerek pontosabb eljuttatdsat a tumorsejtekhez és igy azok antitumoralis
hatasanak fokozasat (84). Egy tjabb tanulmany soran kutatocsoportunk szintén
megallapitotta, hogy mig az EPOR-t expresszalo A431 sejtvonal proliferacigjat in vitro
nem befolyasolta az rHUEPO kezelés, addig emelte a sugarkezelés proliferaciora,
apoptozisra és klonogén aktivitasra gyakorolt hatasat. In vivo kisérletek soran pedig
megallapithattuk, hogy a rHUEPO kezelés hatasara lecsokkent a HIF-1a expresszidja a
tumoron beliil, de a tumor ndvekedésére nem volt hatassal. Mindemellett a rHUEPO
szignifikansan megndvelte a sugarkezelés in vivo hatékonysagat (85).

Az EPOR szignalizacio és a betegség kimenetele - koztik a betegek teljes
tulélése - kozotti Osszefliggések feltarasara ezidaig csak néhany NSCLC beteg adatait
dolgoztak fel (107, 108). Illetve mindkét tanulmanyban, mely az EPOR expresszio
prognosztikai értékét vizsgalta human NSCLC mintakon (107), olyan anti-EPOR
ellenanyagokkal kivitelezett =~ immunhisztokémiai  vizsgalatokra  alapoztak
megallapitasaikat, melyek specificitasa azota megkérddjelezédott (109). A ma is
hasznalatban 1év6 EPOR ellenanyagok hasznalhatosaga, specifikus EPOR jelolése
igencsak korlatozott (100). Szintén fontos itt megemliteniink, hogy a poszttranszlacios
modositasok, illetve az alternativ splicing soran is megvaltozhat az EPOR szerkezete
(41, 188), ami magyarazatul szolgalhat a specifikus EPOR elleni ellenanyag hianyara.
Ebbdl kifolyodlag, vizsgalataink soran az EPOR expresszid szerepét human ADC
betegek korében, mRNS szinten hataroztuk meg qRT-PCR-rel. Azon meghatarozas
mellett, miszerint in vivo a rHUEPOa kezelésnek tumor novekedést csokkentd hatasa

van, azt a fontos megallapitast tehetjiik, hogy az eldérehaladott stadiumu ADC betegek
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bronchoszkopos kefe mintdjabol torténd, EPOR expresszids szint meghatarozasabol
kovetkeztetni lehet a betegség kimenetelére. A betegek kovetése soran azt tapasztaltuk,
hogy a kezelések eldtti alacsony EPOR szint esetében szignifikdnsan rovidebb volt a
talélés, mint a magas EPOR szinttel rendelkez6 betegek esetében, ESA kezelés nélkiil.
Bar szamos, klinikai kutatasokat Osszefoglalé metaanalizis szamol be arrdl, hogy az
ESA szerek nem befolyéasoljak a betegek prognoézisat kiilonbozdé daganattipusokban
(98), koztiik az NSCLC-ben sem (97), a mi eredményeink arra mutatnak ra, hogy a
rHUEPOa kezelés kozvetve vagy kozvetleniil akar még csokkentheti is a tidé ADC
betegek progressziojat. Bar jelenlegi kutatasi eredményeink megerdsitéséhez tovabbi
tiid6 ADC beteg kohortok bevonasara lenne sziikség.

A vizsgalatainkba bevont masik marker az ActA, tudomasunk szerint a mi
kutatocsoportunk irta le elészor, miszerint a vérben emelkedett szintjérdl a tiidé ADC
progresszidjara ¢és a betegség kedvezdtlen kimenetelére lehet kovetkeztetni.
Tumortipustol fiiggéen az ActA-nak lehet pro- illetve antitumor hatasa is. Eml6-, maj-
¢és vastagbél daganatokban az ActA gatolja a tumor novekedését (147, 152, 155).
Bizonyos tumortipusok viszont rezisztensé valhatnak az ActA tumor ndvekedést-gatld
hatasara. Ezekben a daganatokban az ActA nemhogy gatolja, hanem serkenti a
tumorsejtek osztodasat és agresszivitasat egyarant (148, 158).

Ezidaig két tanulmanyban szamoltak be az ActA expresszidjanak jelendségérol
tiid6 ADC betegek szovetmintajaban, de a publikalt eredmények ellentmondéasosak. Az
egyik oldalrél Shan és munkatarsai csokkent ActA fehérje szintet allapitottak meg tiidd
ADC szovetmintdkban, illetve a csokkent ActA expressziot elérehaladottabb
stadiummal hoztak Osszefiiggésbe (149). A masik oldalrél Seder és munkatarsai |
staddiuma tidé ADC betegek szovetmintajaban, mRNS ¢és fehérje szinten is
overexpressziot allapitottak meg, valamint negativ prognosztikai értéket tulajdonitottak
az ActA-nak (148).

Jelenlegi eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az ActA egy ujszert,
cirkulalo prognosztikus biomarker tiidd ADC-ben, illetve koncentracioja direkt
Osszefliggést mutat a primer tumor méretével és a nyirokcsomd érintettséggel.
Eredményeinket alatamasztjak korabbi tanulmanyok, melyekben eml6-, endometrium-,
nyaki- és szajliregi daganatokon végzett vizsgalatok soran (173-175) az emelkedett

cirkulalo ActA-t a primer tumorszovetbdl szarmaztattak. Fontos megemliteni, hogy

77



DOI:10.14753/SE.2017.2015

Seder és munkatarsai vizsgalataiban a primer tiidé ADC mintdk 78%-a mutatott
immunreakciot (148). A mi vizsgalataink soran pedig az 6t tiidd ADC sejtvonalbodl
harom expresszalt detektalhatd ActA fehérjét. A tumorsejtekhez hasonldéan, a tumor
mikrokornyezetéhez tartozdé egyéb sejttipusok, mint példdul a tumor-asszocialt
fibroblasztok (175) illetve a neutrofil granulocitak (176) is hozzajarulhatnak a primer
tumor ActA termeléséhez. Amikor a keringd ActA szint szabalyozasanak hatterét
probaljuk tisztazni, nem szabad megfeledkezni az ActA természetes kotdfehérjérdl a
FST-r6l sem (177). Melanéma, prosztata és hepatocellularis carcinoma esetében példaul
leirtdk, hogy az ActA novekedést-gatld hatidsa elleni rezisztencia oka a FST
overexpresszidja volt (155, 157, 163). Irodalmi adatok alapjan a primer tiidé ADC
sejtvonalak is expresszalnak FST-t és a betegek szérum FST szintje is emelkedett ebben
a tipusu daganatos megbetegedésben is (151, 189).

Mindemellett mig Seder és munkatarsai azt kozolték, hogy a FST-nak anti-
proliferativ hatasa van a tiidé6 ADC sejtvonalakra (148), addig Chen és munkatarsai
szerint in vitro a FST megvédi a tiidé6 ADC sejteket az ActA-indukalta apoptdzistol
(151). Munkank soran, mi azt tapasztaltuk, hogy bar a tiid6 ADC sejtek in vitro
szekretaljak a FST-t, vérmintdban emelkedett FST szintet csak a nd ADC kohort
esetében tudtunk kimutatni. Vizsgalataink arra is kiterjedtek, hogy az altalunk hasznalt
ELISA kit csak a szabad formaban 1évo FST molekulakat méri, az ActA kotott format
nem. Fontos megjegyezni, hogy egyéb, FST-hoz hasonlé koétdmolekulak (példaul a
BMP (190) és az angiogenin (191)) jelenléte szintén megemelheti a szabad FST szintet
a vérben. Egy assay segitségével, mely soran a SMAD?2 foszforilaciojat mérjilk HepG2
sejtekben, kimutattuk, hogy a magas FST expresszids szint ellenére, a tidé ADC
sejtvonalak biologiailag aktiv ActA fehérjét expresszalnak. Az FST overexpresszid
mellett, az activin receptorok expresszidjanak hianya (146) is okozhatja az ActA elleni
rezisztenciat. Kisérleteink sordn viszont bebizonyosodott, hogy a vizsgalatainkba
bevont 6t tiid6 ADC sejtvonal koziil mindegyik expresszalta mind az I., mind a II
tipusu activin receptorokat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ebben a tumortipusban,
ez a fajta rezisztencia nem jellemzd. Tovabbi mechanizmusok (mint példaul a SMAD4
vagy a tumor szupresszor pl5SINK4B hidnya) szintén szdba johetnek, amikor az ActA
anti-tumor hatasa elleni rezisztencia kialakulasanak modozatait keressiik, mintahogyan

ezt mar leirtak egyéb daganattipusokban is (152, 192).
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Az ActA daganatok nyirokcsom¢é érintettségét befolyasold szerepérdl egy
korabbi tanulmanyban azt k6zolték, hogy mig emld daganatban nincs Osszefliggésben
az N statusszal, addig nyaki- és szajiiregi daganatok esetében a nyirokcsomok
érintettsége emelkedett tumorszoveti ActA expresszioval jart egyiitt (160, 193). A
csoportunk egy ujabb megallapitasa szerint pedig, ahol NSCLC betegek tumoros
érintettségli  és normal mediasztinalis nyirokcsomoéinak hataroztdk meg a gén
expresszios profiljat microarray analizissel, az INHBA (az ActA alegysége) volt a
leger6sebben up-regulalt gén a nyirokcsomé metasztazisokban (194). Egy masik
tanulmanyban viszont az ActA-t, mint potencialis anti-lymphangiogén faktort
azonositottuk (195), azonban ugyanazon tanulmany kisérletes részében az ActA nem
befolyasolta a melanoma sejtek nyirokcsomo-metasztatikus képességét (195). Ezek az
ellentmondasos eredmények azt sugalljdk, hogy az ActA szignalizacié végsd hatdsa a
tumorok nyirokcsomd érintettségében nem egyértelmii, ezért ezek az eredmények
tovabbi vizsgalatok sziikségességét vonjak maguk utan.

Klinikailag kiemelkedéen fontos lenne egy olyan keringé faktor azonositasa,
mely a tiido daganat tivoli metasztdzist adod kapacitdsit hatarozza meg.
Kutatocsoportunk ugy véli, ilyen biomarkert eziddig nem sikeriilt beazonositani.
Kutatasaink kozponti jelentdségli megallapitasa, miszerint tdvoli metasztazist ado tiido
adenokarcindmaés betegek vérében az ActA szintje szignifikdnsan magasabb volt a
metasztazissal nem rendelkezé betegekéhez képest. Annak megéllapitasa, hogy ez az
emelkedett ActA szint oka vagy éppen kovetkezménye a metasztazisoknak, tovabbi
kutatdsokat igényel. Mindazonaltal eredményeinket alatamasztjak korabbi emld- és
prosztata daganatokkal folytatott kisérletek, ahol az emelkedett vér ActA szint
Osszefliggést mutatott a csontok daganatos érintettségével (196, 197), illetve egy in vivo
kisérletben kimutattak, hogy a FST overexpressziojaval sikeriilt gatolni a SCLC sejtek
metasztatizalo képességét (150), ami tovabb erdsiti az ActA szerepének jelentGségét a
metasztazisok képzodésében.

A KRAS muticiéval rendelkez6 ADC betegek helyzetét neheziti, hogy
szamukra ezidaig célzott terapias kezelés nem all rendelkezésre. Ezért a KRAS és ActA
Osszefliggésének vizsgalata klinikailag nagy jelent6séggel birhat. Eredményeink a
KRAS mutaci6 és az emelkedett ActA Osszefiiggésére engednek kdvetkeztetni (bar a kis

szamu kohortunk mindenképpen tovabbi betegek bevonasat teszi sziikségessé), amit
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szamos korabbi irodalmi adat is igazolt mar (198). Ezek alapjan az irodalomban sokszor
ellentmondasos eredmények a TGF-f csalad tagjainak pro- illetve antitumor hatasarol is
magyarazatot nyernek. Ugyanis a tumor tipusa és stadiuma mellett, a RAS
szignalizacionak is fontos szerepet tulajdonitanak a TGF- B csalad tagjainak tumor
szupresszor hatasrol, a tumor képzddését és progressziojat befolydsold funkciora
kapcsolasaban. Ez pedig a RAS ¢és a TGF szignalizacios utvonal kapcsolddasi pontjain
keresztiil valésulhat meg.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy kutatcsoportunk elséként irta le, hogy tiidd
ADC betegek vérében az ActA szint szignifikdnsan emelkedett, illetve hogy a keringd
ActA koncentracioja a diagndzis pillanataban, egy fiiggetlen prognosztikai faktor ebben
a daganattipusban. Szintén jelentdségteljes megallapitds, miszerint a szérum ActA
koncentraci6 egy hasznalhat6 biomarker tiidé ADC betegek metasztatikus betegségének
meghatarozasara, valamint tovabb vizsgalandd a KRAS mutacioval rendelkez6 ADC
szub-kohortban is. Bar tovabbi fliggetlen és eléremutatd vizsgalatok sziikségesek az
ActA/FST rendszer prognosztikai és diagnosztikai jelentOségének feltarasdhoz tiidd
ADC betegek korében, az activin szignalizacié inhibitorait mar klinikai vizsgalatokban

tesztelik, ezzel is alatdmasztva a rendszer fontossagat malignus tumorokban.
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7 KOVETKEZTETESEK

1. gqRT-PCR-rel mutattuk ki az EPOR mRNS expressziot a human tiidé ADC
sejtvonalakban. A legmagasabb szinten a H1975 ADC sejtvonal expresszalta az EPOR-
t. Az rHUEPOa kezelés viszont sem dnmagaban, sem a gemcitabinnal kombinalva nem

befolyasolta az ADC sejtek in vitro osztodasat.

2. Exogén rHUEPOa hatasara lecsokkent a H1975 sejtek in vivo novekedése SCID
lecsokkentette az EPOR-t magas szinten expresszald H1975 ADC sejtvonal in vivo

novekedési mutatojat.

3. Az alacsony EPOR expresszio rosszabb tuléléssel parosult eldérehaladott stddiumi
human tiidé adenokarcinémaban, illetve a kezelés elotti EPOR szint a tobbi valtozotol

fiiggetlen prognosztikai faktor.

4. Az ActA-t 6tbdl harom, a FST-t mind az 6t vizsgalt ADC sejtvonal szekretalta, illetve
mind az 6t sejtvonalban detektalhatdo volt a harom activin receptor jelenléte. Ennek
ellenére a thActA és rhFST kezelések in vitro nem befolyasoltak az ADC sejtvonalak

proliferacids és migracios képesseégét.

5. Szérum ACtA koncentracido szoros Osszefiiggést mutatott az ADC betegek TNM
statuszaval és talélésiikkel. A FST szint csak az ADC n6é kohort esetében volt
emelkedett. Az ActA szint egy jO prognosztikai marker és egy lehetséges biomarker a

metasztatikus ADC betegek sziirésére.

6. KRAS mutans ADC betegek korében a magas ActA szint esetében emelkedett a
metasztazisok szama ¢€s a teljes tulélés szignifikansan rovidebb volt az alacsony ActA
szinttel rendelkezd betegekhez képest, mig a KRAS vad ADC betegeknél a magas ¢és
alacsony ActA szintii betegek kozott nem volt kiilonbség sem a metasztazisokban sem a

talélésben.
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8 OSSZEFOGLALAS

A tiid6 adenokarcindbmas betegek kezelési stratégidja komoly kihivast jelent a
klinikusok szamara. A rHUEPO-t széles korben alkalmazzak daganatos anaemia
kezelésére, bar annak mellékhatasait illetben a kisérleti és klinikai adatok igencsak
ellentmondasosak. Egy masik fontos teriilet a biomarkerek kutatasa, mely hozzajarulhat
a korai diagnoézis és a megfeleld kezelési stratégia felallitasahoz.

Kutatasunk célja volt feltarni az EPOR expressziojanak valamint a keringé ActA
¢s FST szintjének jelentéségét tiidé adenokarcindémaban. Vizsgalataink elsé részében a
rHuEPOa hatasat tanulmanyoztuk kiilonb6z6 ADC sejtvonalakon valamint H1975
xenograft modellben. Bar az 6sszes ADC sejtvonal expresszalta az EPOR-t, a rHUEPOa
sem Onmagaban, sem a gemcitabinnal kombinalva nem befolyasolta az ADC sejtek in
tumor novekedése a kontroll csoporthoz képest, gemcitabinnal kombinalva viszont nem
tudtuk kimutatni annak szinergisztikus hatasat. In vivo a rHuEPOa kezelés hatasara
szignifikdnsan lecsokkent a tumorsejtek osztddasa, mig a tumor endotél sejtek
proliferacidja felgyorsult. Klinikai vizsgalatainkban a I1I-IV. stadiumi ADC betegek
magas intratumoralis EPOR mRNS szintje szignifikansan hosszabb tuléléssel parosult
az alacsony EPOR szinthez képest. Kutatasunk masodik részében megallapitottuk, hogy
a szérum ActA fehérje szintje szignifikansan emelkedett tiid6 ADC betegek vérében a
kontroll csoporthoz képest és korrelaciot mutat a T és N statusszal. M1 statusz esetében
szignifikdnsan magasabb volt az ActA szintje a MO statuszhoz képest. A magas ActA
szint rovidebb tuléléssel parosult, valamint kimutattuk, hogy fiiggetlen prognosztikai
faktor a vizsgalt betegpopulacioban. A szérum FST szint csak az ADC né kohortban
volt szignifikansan emelkedett (a né kontrollhoz képest). In vitro kisérleteinkben az
6tbdl két ADC sejtvonal szekretalt biologiailag aktiv ActA-t, mig a FST-t mind az 6t
sejtvonal. Az 1. és II. tipusti ActA receptorok mRNS expresszidja is kimutathatd volt
mind az 6t sejtvonalban.

Végezetiil tanulmanyunk soran megallapitottuk, hogy a magas széveti EPOR
MRNS szint egy lehetséges pozitiv, mig a keringd ActA fehérje szintje egy negativ
prognosztikai marker tidé6 ADC-ben. Mindemellett az utobbi paraméter egy 0j non-
invaziv biomarkerként szolgalhat a mar metasztazissal rendelkez6 ADC betegek

szurésére.
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SUMMARY

Therapeutic decision making for the treatment of lung ADC is often challenging.
rHUEPOs are widely used for the correction of anaemia in cancer patients but the
experimental and clinical data on the effects of rHUEPO treatment are inconsistent.
Further important area, is biomarkers that can facilitate early detection and predict
therapeutic efficacy.

The aim of the study was to investigate tumor cell and tissue EPOR and
circulating activin A and follistatin expressions in human lung ADC. First, we studied
the effect of rHUEPOa in different ADC cell lines and in the H1975 xenograft model.
Although all of the ADC cell lines expressed the EPOR, rHUEPOa. treatment alone or in
combination with gemcitabine treatment, had no effect on the in vitro cell proliferation.
In the xenograft model, however, although rHUEPOa treatment alone decreased the
tumor growth compared to control, we could not detect its synergistic effect with
gemcitabine. Furthermore, in the tumor tissue rHUEPOa significantly decreased tumor
cell proliferation and at the same time resulted in accelerated tumor endothelial cell
proliferation. A total of 43 patients with stage IlI-1V ADC and complete
clinicopathological data were included into clinical experiments. Their high
intratumoral EPOR mRNA levels were associated with significantly increased overall
survival. We also reported that serum ActA protein levels are significantly elevated in
lung ADC patients as compared to controls. ActA levels also correlated with more
advanced disease stage and T and N factors. M1 patients had significantly higher ActA
levels than MO patients. High serum ActA level was associated with poor overall
survival and was confirmed as an independent prognostic factor. Serum FST levels were
increased only in female LADC patients (vs. female controls). Two out of five ADC
cell lines secreted biologically active ActA, while FST was produced in all of them.
Transcripts of both type | and 1l ActA receptors were detected in all five LADC cell
lines.

In summary, our studies reveal that high EPOR level is a potential novel positive
prognostic marker in human lung ADC and suggest that measuring blood ActA levels in
lung ADC patients might improve the prediction of prognosis, but also indicates that
this latter parameter might be a novel non-invasive biomarker for identifying lung ADC

patients with organ metastases.
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11 KOSZONETNYILVANITAS

Koszondm Dome Balazs ¢s Tovari Jozsef témavezetéimnek sokéves
segitségiiket és tamogatasukat.

Ko6szondm az Orszagos Kordnyi TBC ¢és Pulmonoldgiai Intézet, a Bécsi
Orvostudomanyi Egyetem Mellkassebészeti Klinika ¢és Transzlaciés Onkologiai
Kutatolaboratorium, az Orszdgos Onkologiai Intézet, Kisérletes Farmakologiai Osztaly
valamint a Semmelweis Egyetem Mellkassebészeti Klinika vezetbinek, hogy
tamogattak munkamat, lehetdséget biztositva kutatasaim elvégzéséhez.

Kiilon koszonettel tartozom az OKTPI Tumorbioldgiai Osztaly, valamint a
Transzlacios Onkologiai Kutatdlaboratorium minden egyes dolgozodjanak, hogy
munkam soran mindig segitségemre voltak.

Koszonom a Magyar Pulmonoldgiai Alapitvany, az Osztrak-Magyar Akcid
Alapitvany és az EACR tadmogatésat.

Végezetiil koszondm férjemnek, csalddomnak ¢és barataimnak a Kkitartast,

biztatast és a biztos hatteret.
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