A rekombinans human
erythropoietin-0 fokozza a human
laphamrak sugarérzékenységét
preklinikai modellben

Lovey Jozsef!, Kenessey Istvan?, Raso Erzsébet?, Dobos Judit?4, Vago Agnes®,
Kasler Miklos!, Futosi Krisztina?, Dome Balazs*, Timar Jozsef?, Tovari Jozsef?>

Orszagos Onkologiai Intézet, 'Sugarterapias, “Tumor Progresszios Osztaly, 3Kozponti Laboratérium,
40rszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet,
SSemmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest

Tumoros betegekben gyakran alakul ki anémia, amelyet kiilonb6zé rekombinans erythropoietinek
(tHuEPO-k) segitségével prébalnak korrigalni. A legtjabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy az erythroid
progenitor sejtek mellett a tumor- és endothelialis sejtek is expresszalnak erythropoietin-receptort
(EPOR), ezaltal a rHUEPO hatdssal lehet ezen sejtek funkcidira is. Munkdnkban a rHuEPOd-nak a su-
garkezelés eredményességét befolydsolo hatdsait vizsgaltuk EPOR+ humadan laphamrak (A431)
xenograft modellben. A tumort hordozé SCID egereket rHuEPOa-val kezeltiikk human-ekvivalens do-
zisban (150 IU/kg, harom alkalommal hetente) a tumor oltasat kovetden. A xenograftokat a 14. napon
besugaraztuk (5 Gy, amikor a tumor mérete elérte az 50-70 mm?-t), majd a 22. napon megmeértik a ki-
alakult daganatok tomegét. A kisérletek alatt figyelemmel kisértik a rHuEPOQ altalanos hatasait, te-
kintettel a hemoglobinszintre, a tumor-asszocialt erekre és a xenograftok HIF-1a-expresszidjara. A

képzo képességre. In vivo a tHUEPOaA-kezelés kompenzalta a tumor-indukalt anémiat SCID egerekben
és csokkentette a tumoralis HIF-10-expressziot, viszont nem volt hatdssal a tumor névekedésére.
Mindekézben, a tHuEPOd-kezelés szignifikdnsan (p<0,05) névelte a sugarterapia hatékonysagat in
vivo, a tumorerek roncsolasanak fokozasa révén. Megallapithatjuk, hogy a rHuEPOaQ-kezelés a daganat
kentésével modosithatja, hanem a tumorerek nagyobb mérvii roncsolédasan keresztiil is. Magyar
Onkoldgia: 51:53-61, 2007

According to recent data erythropoietin receptor (EPOR) is expressed not only by bone marrow
erythroid progenitors but by endothelial- and cancer cells and it was suggested that erythropoietin
(EPO) may affect their functions as well. We have analyzed the effects of recombinant human
erythropoietin-o ?(rHuEPOQ) on radiation sensitivity of EPOR+ human epidermoid carcinoma
(A431) xenograft model. In vivo tHUEPOQ treatment was started after tumor cell inoculation into
SCID mice. 5 Gy irradiation was performed on day 14, the effect of which was measured on day 22.
Hemoglobin level, tumor-associated microvessels and HIF-10 expression of the xenograft were
monitored during the experiment. rHuEPOO administration prevented the development of tumor-
induced anemia of SCID mice and reduced the level of HIF-1a expression of the xenograft tumor
without affecting tumor growth. We have found that rHuEPO® treatment significantly increased the
efficacy of antitumor effect of irradiation which was partly mediated by complex effects on tumor-
associated microvessels. In vitro tHuUEPOQ did not affect proliferation of A431 cells but enhanced the
antiproliferative and proapoptotic effects of irradiation. We concluded that rHuEPOa administration
positively modulated the antitumoral effects of irradiation at least by two pathways, decreasing
systemic hypoxia resulting in decreased tumoral HIF-1a expression and enhancing direct effects on
tumor-associated microvessels. Livey J, Kenessey I, Rdaso E, Dobos ], Vigd A, Kdsler M, Futosi K, Déme B,
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Bevezetés

Az anémia gyakran el6fordulé jelenség daganatos
betegek esetében; csokkenti az életmindséget és a
kezelés kedvezétlen kimenetelét okozhatja (8, 13,
38). Szamtalan kiilénboz6 erythropoietikus hato-
anyagot hasznalnak a hemoglobinszint javitasara
(7, 35, 36), azonban ellentmondasos kisérleti és
klinikai adatok allnak rendelkezésre a rekombi-
nans human erythropoietinek (rHuEPO-k) alkal-
mazasaval kapcsolatban. Sugar- vagy sugar- és ke-
moterapidban részesiilé kilénboz6 eredetti daga-
natos betegek THuEPO-kezelése vegyes eredmé-
nyeket adott a kezelés kimenetele szempontjabol:
az EPO anémiat korrigalé és életmindséget javito
hatdsa nem kérdéses emld-, fej-nyaki-, illetve
méhnyakrakban szenvedé betegek esetében,
azonban a teljes tulélés nem javult (14, 18, 39),
bar a méhnyakrakra vonatkozo6 adatok tjabb vizs-
galatokat igényelnek (6). Ugyanakkor petefészek-
és nyeldcsédaganatok tHuEPO-kezelésekor a tel-
jes tulélésben javulas mutatkozott (26, 31). Az el-
lentmondasos eredményeknek koészonhetéen a
legtijabb attekint6 munkak arra a kovetkezésre ju-
tottak, hogy a rHuEPO-kezelés hatasa a daganatos
betegek tulélésére legalabbis bizonytalan.

Szamos kisérleti és klinikai eredmény gytlt
6ssze a tumorsejtek EPO-receptor- (EPOR) ex-
daganatsejt-proliferaciorol, tumornovekedésrdl
(4, 45). Mindemellett jol ismert, hogy az anémia
és kiillonosen a tumorszovetek hypoxidja csok-
kenti a kemo- és sugarterapia hatékonysagat (42).
Szamos adat azt mutatja, hogy szoros 6sszefliggés
van a hemoglobinszint és a daganatkezelés haté-
konysaga kozott: magasabb hemoglobinszint a tu-
mennyiségl aktivalt szabadgyok képzddését
eredményezi a besugarazds utan (12, 29, 43). Né-
hany adat azonban arra utal, hogy a tumorsejtek-
tél fliggetlentil, a tumoros erek sugarérzékenysé-
ge is lényeges eleme a sugarterdpidnak (24, 28).
A besugarzas fokozza a hypoxia-indukalhat6 fak-
tor-1a-t (HIF-1a), mely a vaszkuldris endothelid-
lis névekedési faktor (VEGF) és mas angiogén
faktorok overexpresszi6jat vonja maga utan, ezal-
tal hozza létre az endothelialis sejtek fokozott su-
garrezisztencigjat (11). Preklinikai vizsgalatok-
ban VEGF-receptor-gatloszerek adasa a sugarke-
zelés alatt fokozta a tumorkontrollt (46). Az ered-
mények alapjan feltételezhets, hogy a tumor ér-
rendszere nemcsak a tumorszévet ellatdsaban
kulcsfontossag, hanem a sugarterapia eredmé-
nyességét is befolyasolja.

Jol ismert, hogy a rHUEPO hatassal van az en-

hez hasonl6é hatasu angiogenikus faktor (2, 17,
33). Korabban kimutattuk, hogy a rHuEPOaQ ada-
sa preklinikai xenograft modellekben szignifi-
kansan novelte a tumor-asszocialt endothelialis
sejtek proliferaciés indexét és a CD31-pozitiv int-
ratumoralis erek méretét. A megnovekedett ér-

fokozta a kemoterapias szerek daganatellenes ha-

MRAGYAR ONKOLGGIA 51 FVFOLYAM 1. SZAM 2007

tasait (41). Jelen vizsgalatunkban a rHUEPOO su-
garkezelés eredményességét befolyasold hatasait
elemeztiik in vitro és in vivo A431 human lap-
hamkarcinéma sejtvonalon és -xenografton.

Anyag és modszer

Sejtvonal

A431 human laphamkarcinéma-sejteket 5% foeta-
lis borjusavot tartalmazé DMEM médiumban
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) tartottuk
fenn 37°C-on 5% CO,-tartalom mellett.

Tumorsejtek dramldsi citometridja

A sejtekbdl egysejtszuszpenziot készitettiink
EDTA-val (Sigma), haromszor atmostuk szérum-
mentes DMEM-mel, majd fixaltuk 20 percig me-
tanollal. A fixalas utan a sejteket blokkoltuk 3%
BSA/PBS-sel (Sigma) 30 percig, aztdn inkubéltuk
anti-huméan EPOR monoklonalis antitesttel (1:20
PBS-ben, R&D Systems, Minneapolis, MN) vagy
kontroll egér IgG2b antitesttel (Sigma). A ko6té-
dott elsédleges antitestet RPE-vel konjugalt kecs-
ke anti-egér Ig-vel mutattuk ki (1:10 PBS-ben,
DakoCytomation, Glostrup, Dania). A jelélt sej-
tek fluoreszcenciajat CyFlow SLGreen aramlasi
citométerrel mértik (Partec, Miinster, Németor-
szag) és a pozitiv sejteket %-ban adtuk meg. Min-
den egyes kisérleti pontot harom parhuzamosban
teszteltik, és a kisérleteket legaldbb harom alka-
lommal megismételtiik.

In vitro proliferdcios teszt

Kétezer A431 sejtet tettiink lyukanként 96 lyuka
szovettenyésztd edénybe (Greiner, Frickenhau-
sen, Németorszag) 5% szérumot tartalmazé mé-
diumban, majd 24 6raval késébb human rekom-
bindns erythropoietin-0-val (rHuEPOQ, epoeti-
num alpha, Jannsen-Cilag, Shaffhausen, Svéjc)
kezeltitk killéonboz6 koncentraciékban (0,1, 1, 10
IU/ml) 72 6ran keresztiil 200 pl médiumban.

A sugarkezelés sejtproliferaciora gyakorolt
hatasanak detektalasahoz a szovettenyészt6 edé-
nyeket besugaroztuk (1,85 Gy/perc, dsszességé-
ben 5 Gy) 200 kV, 15 mA erdsségli terdpids ront-
gensugarzassal (THX 250, Medicor, Budapest) 0,5
mm Cu filter hasznalataval 6 parhuzamos lyuk-
ban. 48 oras inkubaciot kovetden 20 pl 5 mg/ml
(MTT, Sigma) adtunk a sejtmédiumhoz 4 érdra,
37°C-on, majd a médiumot eltavolitottuk és a tet-
razolium-kristalyokat 100 ul DMSO-ban (Sigma)
feloldottuk. Az abszorbanciat 570 nm-en ELISA
Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA) segit-
ségével mértiik.

A431 tumorsejteket (300-2000/1yuk, egyenként
hozzavetélegesen 100-200 tlélé koloniat hoznak
1étre a sugarkezelést koveten) 6 lyuku szovette-
nyészté edényekbe (Greiner) juttattunk széru-

© MAGYAR ONKOLGBUSOK TARSASAGA



mot tartalmazé DMEM médiumban, és rHuEPOa
kiilonbozé koncentraciéival kezeltik (0,1, 1, 10
IU/ml). A sejteket 24 6raval késébb besugaraztuk
(5 Gy) a rHuEPOo-t tartalmazé médiumban,
majd az edényeket 2 hétig 37°C-on inkubaltuk.
A kolonidkat 6 parhuzamos lyukban metanollal
fixaltuk, Giemsa-val (Chroma, Kéngen, Német-
orszag) megfestettiik, és sztereomikroszkop
(MSZ5600, A. Kriiss Optronic GmbH, Hamburg,
Németorszag) alatt megszamlaltuk.

Az apoptotikus frakcio detektdldsa

A tHuEPO-kezelt és besugarazott tumorsejteket
48 6ras inkubacio utan 0,02%-0s EDTA segitségé-
vel felszedtitk, PBS-sel atmostuk, majd 70%-os
etanollal fixaltuk. A propidiumjodiddal és
RNazzal (Cystain PI Absolute T, Partec, Németor-
szag) végzett 2 oras inkubaciés periédus utan
meghatdroztuk a sejtekben a DNS mennyiségét
aramlasi citométerrel (CyFlow, Partec). Az apop-
totikus sejtek aranyat a szub-G1 frakcié mutatta
ki, melyet FlowMax szoftver segitségével elemez-
tink.

A tumorxenograftok létrehozdsa

A xenograftokat egysejtszuszpenzios oldatként
108 tumorsejt/0,1 ml szérummentes DMEM ol-
datban néstény SCID egerek hataba térténé szub-
kutan oltassal hoztuk 1étre. Minden &llatkisérle-
tet az Orszagos Onkologiai Intézet Allatgondozasi
és -Kezelési Bizottsaga altal jovahagyott standar-
dok és eljarasok szerint végeztink el.

Hemoglobinszint mérése SCID egerekben

Az egereket intraperitonedlisan Nembutal
(Serva, Heidelberg, Németorszag) adasaval elal-
tattuk, majd a szivbdl vért vettiink (a 8., 15., 18,
19. és 22. napon). A friss vért tivegcsovekben tar-
tottuk 3,8% natrium-citrat oldatban (citrat:vér
arany=1:10 v/v). A mintakat 15 percig 4000 rpm-
en centrifugdltuk, és a hemoglobinszintet
SYSMEX SF 3000 hematoldogiai miszerrel hata-
roztuk meg.

In vivo EPO-kezelés és a tumorok besugdrzdsa

A tumort hordozd egereket rHuEPOO-val kezel-
titk human-ekvivalens dézisban (150 IU/kg fizio-
logias sooldatban, 0,1 ml végtérfogatban), heti 3
alkalommal intraperitonealisan a tumoroltas uta-
ni elsé naptdl a sugdrkezelés megkezdéséig (14.
nap), amikor a tumor térfogata mar elérte az 50-

70 mm?-t. Az allatokat altatds utan rogzitettiik, és
a daganatot egy 1 cm’es kor alaku tertilet kozép-
pontjaba allitottuk. Egyszeri 5 Gy rontgensugar-
dozist alkalmaztunk lokalisan, egyenként létre-
hozott led arnyékolassal, 200 kV, 15 mA-es tera-
pias rontgensugarforrds haszndlata mellett (THX
250, Medicor, Budapest), 0,5 mm Cu filter alkal-
mazasaval, 1,85 Gy/min dozisrataval. 8 napos in-
kubaciot kovetden az allatokat Nembutallal ttlal-
tattuk és az eltavolitott tumorok stlyat lemértik.

A tumorerek immuncitokémids vizsgdlata

A szubkutan nétt tumorokat osszegytjtottiik, for-
malinban fixdltuk és paraffinba agyaztuk. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 5-7 pm vastag-
sagl deparaffinalt metszeteket hasznaltunk. A
metszeteket poliklondlis nyul anti-human Factor
VIII antitesttel (higitds 1:20, Becton Dickinson
Bioscience, San Jose, CA) inkubéltuk, amit bioti-
nalt anti-nyul IgG és streptavidin-konjugalt torma-
peroxidaz (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
kovetett. Az ereket DAB kromogénnel tettiik latha-
tova, a szovetszeleteket hematoxilinnel hattérfes-
tettiik. Metszetenként ot, egyenként 300x400 pm
méreti é16 tumorteriiletet fényképeztiink le és ele-
meztiink mikroszkép alatt. A Factor-VIII+ erek
galtuk.

Az érfal pericitait anti-simaizomaktin antitest-
tel (SMA, DakoCytomation) torténé immunhiszto-
kémiai jeloléssel, AEC kromogénnel azonositottuk.

RNS-izoldlds és reverz transzkripcio

A fagyasztva homogenizalt mintakbol a gyart6
(TRI Reagent™, Sigma) altal megadott protokoll
szerint 0ssz-RNS-t izolaltunk. A reverz transzkrip-
ciéndl 2 pg tisztitott RNS-hez 1 pl (10 mM) dNTP-
mixet (Finnzyme, Espoo, Finnorszag), illetve 1 pl
random primer-oligo dT-keveréket (mindketté
végkoncentracidja 2,5 pM) adtunk, és ezt az ele-
gyet 10 percig 70°C-on inkubaltuk. Szobahémér-
sékletre tortént hiités utdan a reakcibelegyhez
mintanként 2 pl 10x M-MLV reverz transzkriptaz
puffert (Sigma), 1 pl M-MLV reverz transzkriptazt
(200 NE/pl, Sigma), 0,5 pl RNaz-inhibitort (40
NE/pl, Promega) és 6,5 pl DEPC-kezelt vizet ad-
tunk. 37°C-on 50 percig tortént a reverz transz-
kripci6, majd az enzimet 85°C-on 10 percig inak-
tivaltuk. Az 4tirds megtorténtét (RT + mintak) és
a DNS-szennyezddés kizarasat (RT- minta) B-aktin
primerekkel (1. tabldzat) végzett PCR segitségével
ellendriztiik. Negativ kontrollként DEPC-kezelt
viz szolgalt.

Primer jele (Génbank ID) Szekvencia (5°-3°) (lokalizacio) Termék
B-aktin sense TCT GGC ACC ACA CCTTCT AC (327-347)

(gi:5016088) antisense CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC (714-692) 387 bp
EPOR sense CATCAATGAAGTAGTGCTCCTAGAC (550-574)

(gi: 4557561) antisense CCT CGT AGC GGA TGT GAG AC (680-661) 131 bp
HIF-1a sense AACTTCTGGATGCTGGTGATT (496-516)

(gi:31077212) antisense TGTTCATAGTTCTTCCTCGGC (834-814) 339 bp

ERYTHROPOIETIN-oc HATASA A SUGARKEZELESRE
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1. tabldzat.
A PCR reakcickban
alkalmazott primerek



1. dbra.

Az EPO-receptor
expresszidjdnak kimu-
tatdsa mRINS- €s fehér-
je-szinten.

(a) Az EPO-receptor
(EPOR) detektdldsa RT-
PCR segitségével. A hu-
madn-specifikus primer-
par egy 131 bp nagysd-
gu terméket amplifikalt
az A431 sejtekbol (2-5)
és a tumorxenograftok-
bal (6-9) egyardnt.

A primer specificitdsdt
mutatja, hogy sem egér
izombol (10), sem egér
borbél (11) nem tortént
amplifikdcio. Negativ
kontroll: 12. (b) Az
EPOR protein kimuta-
tasa dramldsi citomet-
ridval; az eredménye-
ket a pozitiv sejtek szd-
zalékdban fejeztiik ki.

Az EPOR expresszidjanak igazoldsa PCR
segitségével

A fenti atirasbol szarmazo cDNS 2 pl-ébél kiindulva
végeztilk a PCR-t. A 25 pl végtérfogatd reakcio-
elegy az EPOR-specifikus primereken (1. tdbldzat,
végkoncentracio: 1 uM) kivil 2,5 pl 1,5 mM Mg?*-
zyme), 2 pl ANTP-mixet (2,5 mM, Finnzyme) és 0,4
pl DNS-polimerazt (2 NE/pl, DyNazyme™, Finn-
zyme) tartalmazott. A PCR-feltételek a kovetkezdk
voltak: 95°C-on 2 percig torténé aktivalast kove-
téen 35 ciklus 94°C 1 perc, 55°C 1 perc, 72°C
2 perc, amit egy 72°C-on 10 percig tarté extenzios
1épés kovetett. A PCR-terméket 2%-o0s agarozgélen
vélasztottuk szét, majd az eredményét etidium-
bromiddal tortént festést kovetéen a Gel Doc 2000
(Bio-Rad) rendszer segitségével dokumentaltuk.

HIF-1a-expresszio relativ mennyiségének
meérése valasidejii PCR segitségével

Az expresszalt HIF-1a relativ mennyiségének
meghatarozasat real-time PCR (MyiQ™ Single
Color Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad
iCycler) méréssel végeztik el. A 25 pl-es végtér-
fogatu reakcidelegy 12,5 pl 2x iQ SYBR® Green
Supermix-et (Bio-Rad), 200 nM végkoncentracio-
ban primereket (1. tdbldzat) és 11,5 pl higitott, a
fenti atirasbol szarmaz6 cDNS-t tartalmazott. A
PCR-feltételek a kovetkezok voltak: iTagd DNS-
polimeraz aktivalasat (3 perc, 95°C) kévetden 50
ciklus 95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C 1 perc 1épé-
sekkel. Pozitiv kontrollként a higitasi sort is ado
K562 human leukémia sejtekbdl szarmazd cDNS
szolgalt, mig a negativ kontroll itt is a mintak hi-
gitasara hasznalt viz volt. Minden mintan mind-
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két PCR reakciéban (HIF-1a és B-aktin) 3-3 par-
huzamos mérést végeztiink. A PCR-termékeket
(autentikus termékméret alapjan térténé igazo-
lasra) 2%-o0s agardzgélen megfuttattuk, majd eti-
dium-bromiddal festettitk. A felvétel rogzitését
szamitégéppel dsszekapcsolt Gel Doc 2000 (Bio-
Rad) segitségével végeztiik el.

A HIF-1a relativ kiindulasi mennyiségét K562
sejtekb6l szarmazé cDNS higitasi sordnak (1x-
625x) HIF-1a PCR reakcidja alapjan nyert gorbe,
illetve a sajat B-aktin-expressziéra tértént norma-
lizalas alapjan végeztik el (az utdébbi alapja
ugyanazon K562 cDNS higitasi sor B-aktin PCR
reakcigja). A harom parhuzamos mintan nyert
mérési eredményt atlagoltuk. A mintak HIF-10-
expresszigjanak egymashoz viszonyitott relativ
aranyat az eredménytablazatban ugy szamitottuk
ki, hogy a legalacsonyabb expresszi6ji vonal
mennyiségét vettik 1-nek, és a tobbi vonal nor-
malizalt kiindulasi értékét ennek normalizalt ki-
indulasi mennyiségével osztottuk el.

A PCR-termékek szekvencidjdnak meghatdrozdsa

Valamennyi PCR-termék autentikus voltat
szekvenalassal igazoltuk. A PCR-termékeket az
agaroz gélbdl High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche, Mannheim, Németorszag) segitségé-
vel nyertiik vissza tiszta formaban, majd a bazis-
sorrendet ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségé-
vel hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés

Az in vitro kisérletekb6l és morfometrikus vizsga-
latokb6l szarmazé adatok osszehasonlitasa
Student’s t-teszt, mig az in vivo adatok elemzése a
Mann-Whitney U-teszt alkalmazasaval tortént. A
0,05-nél kisebb p értéket tekintettiik szignifikans-
nak. Minden statisztikai elemzéshez CSTAT sta-
tisztikai programot hasznaltunk.

Eredmények

Az EPO-receptor expresszioja A431 sejtekben

Az EPOR expresszigjat mRNS szintjének megha-
tarozasaval mutattuk ki RT-PCR technika segitsé-
gével mind az in vitro névekvé human A431 sej-
tekben, mind az in vivo xenograft tumorokban.
Az EPOR-ra specifikus primerpar mind a sejtvo-
nalban, mind a xenograft tumorban a vart 131 bp
hosszusagu terméket adta (1a. dbra), ezzel szem-
ben az egér szovetekben (izom, bér) nem tortént
amplifikacio, jelezve a primerek human-specifi-
citasat. Az immuncitokémiai vizsgalatok azt mu-
tattak, hogy az A431 sejtek tobb mint 50%-a ex-
presszalja az EPOR fehérjét (1b. dbra).

A rHuUEPOQ in vitro hatdsa a tumorsejtek proli-
ferdcigjdra és a sugdrkezelés eredményességére

Bar az A431 sejtek kifejezték az EPOR-t, a
rHuEPOd-val 0,1-10 IU/ml dozistartomanyban
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2. tabldzat. A yHuEPO-

Napok a tumoroltas utdn 0 8 15 19 22 kezelés hatdsa a he-
Hemoglobin (g/dl) Kontroll 11,6+1,1 11,6+0,7 11,4+0,4 11,4+1,2 11,3+0,2 moglobinszintre A431
A431 11,3£0,5 10,9+0,6  10,4+0,5 10,1x0,5 tumorxenograftok nove-

kedése sordn

A431 + rHUEPO

12,3£0,9  13,0+0,5* 12,4+0,4* 12,5+0,5*

Atlag#SD (n=3), *p<0,05 a tumoros kontrollhoz viszonyitva

72 oran keresztiil végzett kezelés nem mutatott
szignifikans hatést a sejtproliferaciéra (az adatot
nem mutatjuk). A tumorsejtek besugarazdsa 5
Gy-vel 25,32%-kal csokkentette az €16 sejtek sza-
mat 48 ora alatt. A rHuEPO-kezelés (0,1-10
IU/ml) és a sugarkezelés (5 Gy) egylittes alkal-
mazasa tovabbi (<20%-nyi) proliferaciogatlast
eredményezett (2a. dbra).

A rTHUEPOQ hatdsa a tumorsejtek apoptozisdra
és koloniaképzd képességére in vitro

A tHuEPOa-kezelés 6nmagaban nem befolyasolta
az apoptozist (a kontroll mintakban 1,6+0,3% volt
az apoptotikus sejtek aranya, mig a rHuEPO-
kezeltekben 1,5+0,4%), viszont szignifikdnsan
(p<0,01) megnévelte az apoptotikus sejtfrakci6
mennyiségét a besugarzott tumorsejtekben. A su-
garkezelés (5 Gy) énmagaban 6tszords (8,4 +2,1%),
mig a tHuEPOO-val (1 IU/ml, 48 6ra) kombinalva
kézel 11-szeres (16,4+2,3%) novekedést eredmé-
nyezett az apoptotikus sejtek aranyaban.

Az A431 sejtek hosszu tavu tulélésének tanul-
manyozasa a koloniaképzés vizsgalataval tortént.
Azt talaltuk, hogy a rHuEPOQ koncentraciofiig-
géen (0,1-1-10 IU/ml koncentraciéban) megno-
velte a sugarkezelés hatdsat in vitro (2b. dbra). A
sugarkezelés 60%-o0s csokkenést idézett el6 a da-
ganatsejtek klonogén tdlélésében, melyet szigni-
fikansan tovabb erdsitett (8%, 30%, ill. 49%) a
rHuEPO-kezelés.

A THUEPOQ hatdsa a tumort hordozo SCID
egerek hemoglobinszintjére

A novekvé A431 xenograft anémiat idézett eld
(hemoglobinszint <11 g/dl) a SCID egerekben a
tumorsejtek szubkutan torténé beoltasat kovetd
15. naptél (2. tdbldzat). Intraperitonedlisan
rHuEPO-t adtunk az egereknek human-ekviva-
lens dézisban (150 IU/kg, 3 alkalommal hetente),
az elsé naptdl a kisérlet végéig (22. nap), mely
csokkentette a tumor-indukalt anémiat (2. tdbld-
zat, p<0,05).

A rHUEPOQ hatdsa a HIF-1a mRNS-szintjére

A tumoralis (human daganatsejtek és a tumor-
stroma) HIF-1a expresszi6jat mRNS-szintjének
(339 bp hosszisagu termék) mérésével hataroz-
tuk meg a tumorxenograftokban az oltast koveto
22. napon real-time PCR-rel. Az adatok azt mu-
tatjak, hogy a kontroll tumorokban a HIF-1a
mRNS-expresszidja szignifikdnsan magasabb volt
(3,5-sz0r0s), mint az rHuEPOd-kezeltekben
(3. dbra).

ERYTHROPOIETIN-oc HATASA A SUGARKEZELESRE

2. dbra. yHUEPOGQ-kezelés hatdsa besugarazott tumorsejtek proliferdcidjdara

és koloniaképzo képességére in vitro

(a) rHUEPOQ-val kezelt A431 sejtek proliferdcidja egyszeri 5 Gy dozisu besugara-
zds utdn. *p < 0,05 az egyedili besugarazdshoz viszonyitva. (b) Besugarazott A431
sejtek hosszu tdvi (14 nap) koloniaképzo képességének vizsgdlata rHUEPOQ-
kezelés utdn. Atlag +SD, n=6; *p< 0,01 az egyediili besugarazdshoz viszonyitva
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A THuEPOQ hatdsa a sugdrkezelés
antitumordlis aktivitdsdra in vivo

A rHUEPOQ adasa in vivo human-ekvivalens do-
zishan nem volt szignifikdns hatdssal az A431
tumorxenograftok névekedésére (kontroll tumor-
tomeg: 59,2+8,1 mg, rHuEPOO-kezelt: 59,0+ 8,0
mg). A tumorok az oltast kéveté 14. napon 5 Gy-
es egyszeri besugarzast kaptak, mikor atlagos mé-
retiik elérte az 50-70 mm?3-t. Mig a sugarkezelés
onmagéban is szignifikdns gatlast eredményezett
a tumor ndvekedésében (35,4 +4,6 mg, p<0,01),
addig a THuEPO-kezelés ezt a hatast szignifikan-
san fokozta (24,2 +5,3 mg, p<0,05).

A THUEPO-kezelés és a sugdrkezelés hatdsa
a tumorok vérereire

Az A431 tumorxenograftokban 1év6 mikrokapilla-
risokat human poliklonalis anti-von Willebrand
faktor antitesttel jeldltiik paraffinba dgyazott met-
szeteken morfometriai vizsgalatok céljabol. Ko-
rabbi eredményeink szerint (41) a rHuEPOOQ-
kezelt A431 xenograftokban az intratumoralis
mikrokapillarisok megnagyobbodtak, és az erek
szabalytalan format 6ltottek (4a,b. dbra). A perici-

ta-boritas, melyet simaizomaktin-immunhisztoké-
miaval mutattunk ki, diszkontinuussa valt a tu-
morasszocialt erek koriil (4c,d. dbra). Az atlagos
pericita-boritds morfometriai analizise tobb mint
30%-0s csokkenést (p<0,05) jelzett. Osszehason-
litva a kontroll tumorokkal, a sugarkezelés na-
gyobb érroncsolast végzett az é16 tumorteriileten
belill a rHuEPOQ-val kezelt allatokban (5a, b. db-
ra). Az abnormalis alaku, szétroncsolt tumor-
asszocialt erek ardnya tobb mint 50%-0s volt a
rHuEPO-kezelt és besugarazott xenograftokban,
szemben a kizarélag sugarkezelést kapott csoport-
tal, ahol ez 30%-nak adodott (5. dbra tdbldzata).

Diszkusszio

A hypoxia a szolid tumorok jellemzdje, és fiigget-
len prognosztikus faktorként szerepel a kedve-
z6tlen sugarkezelés kimenetelében és a tulélés-
ben (13). Daganatos betegek esetében gyakran al-
kalmaznak kiillonbozé rHuEPO-kat a csokkent
hemoglobinszint javitdsara. Az anémia hagyoma-
nyos tineteinek és ennek kovetkeztében az élet-
mindségnek a javitasa mellett (22) egy ujabb ész-
szer(i oka van a rHuEPO-k hasznalatanak: erési-
tik a sugar- és/vagy kemoterapia hatékonysagat

4. dbra. yHUEPOO-kezelés hatdsa a tumoros erekre A431 humdn tumor xenograftban.

Az ereket von Willebrand faktor elleni antitesttel jeloltiik besugarazds elott a kezeletlen (a) és az yHUEPOQ-kezelt dllatokban (b).
Nyilak: nagyobb dtmérdjii erek a rHuEPOQ-kezelt tumorokban; 200x nagyitds. ¢, d: Immunofluoreszcens jelélés az erek pericita-
boritdsdanak kimutatdsdra (simaizomaktin, piros) a kezeletlen (c) és az yHUEPOQ-kezelt dllatokban (d) 22 napos xenograftokban
(400x nagyitds). A folyamatos pericita-boritas megszakadt (nyilak) az rHuEPOQ-kezelt A431 tumorokban.
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(23). Sajnélatos modon azonban az rHuEPO-
kezelések hatdsairél sz6l6 klinikai adatok ellent-
mondasosak. Szdmos pozitiv eredmény (17, 37,
40) mellett az adatok egy jelentds része azt jelzi,
hogy a kezelés kimenetelére a rHuEPO-knak
kedvezétlen hatasa van (14, 21). Az ellentmonda-
sossag egyik f6 oka a tumorsejtek EPO-receptor-
expresszidja lehet. Egyes tumortipusok feltehetd-
en EPO-t, valamint EPO-receptort is expresszal-
nak (1, 3), ezért ez a citokin-szignalrendszer eset-
leg felelossé tehet6 a daganat noévekedéséért
(4, 45). Mas vizsgalatok szerint a rHUEPO-kezelés
in vivo novekedésére még az EPOR-t expresszalo
tumorsejtek esetében sem (19, 25).

In vitro és in vivo kisérleteinkben human lap-
hamrak-sejtvonal- (A431) és xenograft modellt
hasznaltunk. Ezek a daganatsejtek mRNS- és pro-
tein szinten is kifejezik az EPOR-t. Human-ekvi-
valens dézisban (1 IU/ml, vagy 150 IU/kg int-
raperitonedlisan 3 alkalommal hetente) adva a
rHuEPOO nem volt hatassal a sejtproliferaciora
in vitro vagy a tumornévekedésre in vivo. A ko-
rabbiakban hasznalt HT25 human vastaghél-kar-
cinéma sejtvonallal azonos eredményre jutot-
tunk (41), alatdmasztva masok adatait, miszerint
nincs direkt ésszefiiggés a tumorsejtekben meg-
1év6é EPOR és a rHUEPOO adasanal néhany eset-
ben tapasztalt fokozott proliferacio kozott (1, 4).

A Klinikai és preklinikai adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az EPO-k pozitiv hatassal van-
nak valamennyi tumorsejttipus esetén a sugarke-
zelés hatékonysagara, mely a tumor fokozott
oxigenizacigjara vezethet§ vissza. Szamos korabbi
eredmény szerint a hemoglobinszintnek kulcssze-
repe van a sikeres sugarterapidban (20, 32).

SCID egerekben az A431 tumorxenograftok
novekedése soran a hemoglobinszint csokkent a
tumorhordoz6 allatokban, hasonléan a human

korilményekhez, a rHUEPOQ addsa human-ekvi-
valens dézisban azonban meggatolta ezt a csok-
kenést. A rHUEPOQ-kezelés az A431 xenograftok
felerésodott sugarérzékenységéhez vezetett, és a
csupan besugérzast kapott egerekhez képest szig-
nifikansan kisebb tumorméretet eredményezett.
A tHuEPOO-kezelés jotékony hatasa a sugarkeze-
1ésre in vitro is kimutathato volt. Az A431 sejtek
in vitro tHuEPOO-kezelése befolyassal volt a be-
sugarzas hatasara, amely fiiggetlen volt az oxige-
nizaciotol. A tHuEPOQ adasa (1 IU/ml) kissé no-
velte a sugdrkezelés (5 Gy) proliferdciogatlo hata-
sat, szignifikdnsan emelte az apoptotikus frakci6
mennyiségét és csokkentette az A431 sejtek kolo-
niaképz6 kapacitdsat a besugarzast kovetden.
Ezeket a hatasokat in vitro kisérletekbdl ismertiik
meg, és részben magyarazhatjak a rHuEPO és a
sugarterapia additiv hatasat in vivo, amikor a csu-
pan besugarazottakhoz képest kisebb tumorokat
észleltunk.

Korabban eredményeink azt mutatték, hogy a
rHuEPO« adésaval preklinikai modellekben szig-
nifikdnsan nétt a tumorasszocialt erek prolifera-
cios indexe, mely nagyobb intratumoralis erek-
hez vezetett. A megnovekedett érfelszin javulast
eredményezett a kemoterapids szerek tumorsej-
tekhez torténg szallitasaban és fokozta azok anti-
tumordlis hatésait (41). Korabbi tanulmanyok azt
sugalljak, hogy a rHuEPO« adasa javitja az oxige-
nizaciot az é16 tumortomegben, fiiggetleniil a he-
moglobinszinttdl (5), igy a tumor oxigenizaltsaga
novekedik a fokozott tumorperfuzioval.

Jol ismert, hogy az endothelialis sejtek EPOR-t
expresszalnak, és a rHuEPO befolyésolja a proli-
feraciojukat, apoptozisukat és migraciéjukat (2,
33). S6t, a VEGF-hez hasonléan a tHuEPOQ is egy
angiogenikus faktor (17). Ahogy azt kordbban
madr leirtdk, a sugarkezelés tumorellenes mecha-
nizmusaban kulcsfaktor az anti-angiogenikus ha-

S. dbra. rHUEPOQ-kezelés és a besugarazds hatdsa a tumoros erekre A431 tumorxenograftban.
Az ereket von Willebrand faktor elleni antitesttel jeloltiik besugarazds utdn a kezeletlen (a) és a rHuEPOO-kezelt dllatokban (D).
Nyilak: roncsolt erek a besugarazds utdn (200x nagyitas). Tabldzat: a roncsolt erek mennyiségi kiértékelésének eredménye;

*p< 0,05 a kontrollhoz, **p< 0,05 az egyediili besugarazdshoz viszonyitva

4 L
F
ﬂ:"'"u )
e e .' n
i, e 4
Kontroll rHUEPOa Sugarkezelés Sugarkezelés + rHuEPOa
A roncsolt erek szazaléka 4,3+0,3 6,6+0,4 30,0+8,7* 52,4+8,8**
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tas (24, 28). Jelen vizsgalatunkban bemutattuk,
hogy a sugarkezelés nagy hatdssal van a tumor-
erekre. A tHuEPOO-kezelt allatokban az é16 tu-
mormasszaban az erek kitdgulnak, a kontrollhoz
képest az atlagos ératméré szignifikansan meg-
né. Ezek az EPO-aktivalt erek abnormalis alakot
vesznek fol, az endothelialis sejtek tobb rétegben
helyezkednek el, mig a pericita-boritas diszkonti-
nuussa valik. Kimutattuk, hogy a rHuEPOQO-mo6-
dositott erek nagyobb hatasfokkal roncsolédtak a
besugarzas révén. Ez az eredmény alatdmasztja
masok munkdéjat, miszerint az exogén rHuEPO-k
fokozzak az endothelialis sejtek sugarérzékeny-
ségét, novelve apoptézisukat (10, 30). Masok ki-
mutattak, hogy a VEGF-receptor tirozinkinaz-
aktivitasanak gatlasa fokozza a besugarazott erek
érzékenységét, mikor az erek perfuzidja és a tu-
mor oxigenizaltsaga megnovekedik (15, 44, 46).
Masrészt, jol ismert, hogy a VEGF-expresszi6 a
HIF szabélyozasa alatt 4ll (6).

Kordbban bemutattuk, hogy mind a gazda-
szervezet, mind a tumor VEGF-expresszidja szig-
nifikansan csokkent a rHuEPOdO-kezelt xenograf-
tokban a kontrollhoz képest (41). Jelenlegi ered-
ményeink azt jelzik, hogy a HIF-1a felelds lehet a
csokkent VEGF-expresszi6ért, miutdn a HIF-1a
génexpresszidja szintén csokkent sugarterapia
elétt a tHuEPO-kezelt allatokban. Néhany adat
arra utal, hogy szoros korrelaci6 van a HIF-10-ex-
presszié és a tumorprogresszié kozott (16), és a
HIF-1-regulalt citokinek fokozzak az endothelsej-
tek sugdrrezisztencidjat is (28). A besugarazast
kovetd HIF-1-aktivacio gatlasaval tovabba szigni-
fikdnsan nétt a tumorok sugarérzékenysége az
érpusztulas révén (28).

Korabbi, illetve jelen munkankban bemutat-
tuk, hogy a rHuEPOQ, mint erds angiogenikus
faktor, szignifikdnsan tagultabb ereket eredmé-
nyezett az él6 tumortdmegen belil az endothel-
sejtek proliferacigjanak novelésével. Ugyanakkor
a HIF-1a expresszigja csokkent, amely csokkent
VEGF-expressziot okozott, és ez az endothelsej-
tek fokozott sugarézékenységét eredményezte.
Ezek a besugarzas eldtti valtozasok a tumor reg-
resszidjdhoz vezettek a sugarkezeléssel kombi-
nalt terapidban.

Az eredmények arra utalnak, hogy a
rHuEPOd-kezelés legalabb kétféle hatassal van a
tumorokra: az egyik, hogy képes csokkenteni a
hypoxiat, amely dnmagaban is kedvezétlen jele a
prognozisnak; a masik, hogy noveli az endothe-
lialis sejtek proliferaciojat, ezzel javitja az erek
sugarérzékenységét és a tumorszovet oxigénnel,
illetve kemoterapias szerekkel torténé perfu-
zigjat.

Preklinikai adataink megerdsitik korabbi
eredményeinket, miszerint a rHuEPOQ hatasa a
tumorstromara modositja a daganatok terapias
érzékenységét. A rHuEPOO-kezelés egyéb kiegé-
szit6 eljardsokkal (anti-angiogenezis, hypoxia-in-
dukalt génterapia (34), anti-HIF-1a) kiegészitve
hasznos lehet a hagyomanyos kemo- és/vagy su-
garterapia hatékonysaganak fokozasara. Termé-
szetesen e kérdések megvalaszolasdhoz tovabbi
preklinikai és klinikai vizsgalatok szitkségesek.
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