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2 Bevezetés — Irodalmi hattér

Az elmult évtizedekben szemléletvaltas kovetkezett be a daganatterapidban. A 20.
szazad attorést hozott a daganatok anatomiai (sebészi és radioterapia) és kemoterapias
kezelésében javitva a tulélést és az ¢letmindséget. Azonban a magas toxicitas és sok -
foként elérehaladott, metasztatikus - daganat (példaul hasnyalmirigy rak) esetében
tapasztalt sikertelenség 10j, hatékonyabb és talan jobban toleralhatd mellékhatas profilt
kezeldszerek fejlesztését tette sziikségessé. 1998-ban megjelent az elsé személyre
szabott kezelés, az FDA engedélyezte a trastuzumab HER2-ellenes antitest hasznalatat
olyan emldrakos betegek esetében, akik daganatidban a HER2 fehérje tultermelddése
mutathaté ki. A Human Genom Projekt betekintést engedett az emberi 6rokitéanyagba
és egyre tobb betegség, tobbek kozott a rosszindulati daganatok esetében is
megkezd6dott a genetikai hattér felderitése [1, 2]. Ez a folyamat lehet6vé tette, hogy
daganat alcsoportokban specifikus célpontokat definialhassunk, és azokat gatolva
érhessiink el nagyobb hatékonysagot a daganatkezelésben. Ezeket az egy vagy néhany
fehérjét nagy specificitassal gatlo kezeldszereket nevezziik célzott terapids agenseknek.
A daganat alcsoportok azonban ritkan kovetik az anatomiat, hisztoldgiat, inkabb egyéb
biomarkereken (muticio, expresszid, génkopiaszdm valtozas), tehat a daganat
molekularis hatterén alapulnak [3, 4]. Az utobbi években a Klinikai vizsgalatok
tervezésében 1is hasonld eltolodast figyelhetiink meg. A szdvettani diagndzison,
elhelyezkedésen alapuld vizsgéalatok mellett lassan teret hoditanak a molekularis
biomarker alapu, tgynevezett genotipushoz illesztett (,,genotype matched”) klinikai
vizsgélatok. Ezek a vizsgalatok a szdvettani hatirokat 4tlépve mutacids, expresszids
mintazat, vagyis célpontok alapjan gyljtik Ossze a betegeket egy-egy daganatellenes
kezelészer tesztelésére. 2016-ban Stockley és munkatarsai kimutattadk, hogy a
genotipushoz illesztett klinikai vizsgalatokban részt vevd betegek talélése
szignifikansan kedvezobb volt, mint a hagyomanyos anatomiai/hisztologiai alapon
besorolt tarsaiké [5]. Természetesen a klinikai szakmak anatomian alapul6 kiilonvalasuk
miatt a lokalizacion, szOvettanon alapuld csoportositds mindig részét képezi a
terapianak, de fontos lehet feltarni azt, hogy az adott régié daganatai esetén mely

biomarkerek vizsgalatat érdemes kezdeményezni, és milyen molekuldris marker alapti



csoportok kiilonithetok el. Ezek a markerek ugyanis a betegség kimenetele, prognodzisa
mellett meghatdrozhatjak a terapia hatékonysagat (prediktiv markerek).

A leirtak alapjan érthetd, hogy a beteget és a daganatot minél jobban megismerve,
genetikai hatterliket minél alaposabban tisztazva lehetévé valik a legmegfeleldbb,
személyre szabott daganatellenes kezelés kivalasztasa. Ez utdbbi a precizids medicina

illetve precizids onkologia tudomanyaganak feladata.
2.1 Rosszindulati daganatok jelentosége

A Globocan legutobbi atfogo statisztikai adatai alapjan 2012-ben 14,1 millié daganatos
megbetegedést diagnosztizaltak, és 8,2 millio halaleset volt a raknak tulajdonithat6 (a
statisztikai adatok nem tartalmazzdk a nem-melanoma tipust bdrdaganatokat). A
rosszindulati daganatos megbetegedés egyben a vezetd haldloki tényezét is képviseli
mind a fejlett, mind a fejlodé orszagokban [6]. A WHO frissebb, 2015-6s mortalitasi
adatai alapjan a stroke-ot (11,1%) megeldzve, az iszkémias szivbetegséghez hasonléan
(15,5%) a haldlesetek 15,5%-at okozza. Ez a 2015-0s évben 8,7 millio elvesztett
emberéletet jelentett [7]. A két adatot megvizsgalva jol érzékelhet6 a mortalitas néhany
év alatt bekovetkez6 emelkedése. Egy 2009-es Egyesiilt Allamokban végzett tanulmany
a daganat incidencia emelkedését 2010-t61 a 2030-as évig 45%-0sra becsiilte (2010-ben
1,6 milliorol 2030-ra 2,3 milliéra novekszik). Ennek a jelenségnek magyarazataul a
fejlodo tarsadalmakban az utobbi évtizedekben megfigyelheté demografiai eltolodas
szolgal, a 65 év feletti populacio aranya jelentés ndvekedésbe kezdett [8]. A populacio
fokozatos eloregedése mellett a daganatos esetek szdmanak abszolut gyarapoddsdhoz
hozzajarul még a fejlédé orszagok népességének rohamos ndvekedése is. Ezen
gazdasagilag kevésbé fejlett orszagokat jobban érintik azok az életviteli tényezdk
(dohanyzas, taplalkozas, fizikai aktivitas), melyek koztudottan 0sszefiiggésbe hozhatok

a daganatok megjelenésével [6].

Az eurdpai mortalitasi trendeket vizsgald 2013-as tanulmény alapjan bar altaldnosan
elmondhat6, hogy a legtobb daganattipus életkor-standardizalt ardnya csokken, a
kontinensen beliil, az orszagok kozott jelentés kiilonbségek vannak. A kelet- és kdzép-
eurdpai régid orszagaiban (Oroszorszagot €¢s Romaniat kiemelve) kevésbé figyelhetok
meg a kedvezd valtozasok. Ez a jelenség jol érzékelhetd, ha dsszehasonlitjuk a férfiak

2005-2009 kozotti daganatos halalozasi adatait a legjobb progndzisu Svédorszagban
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(112,9/100000) ¢és a legrosszabbul teljesité Magyarorszagon (235,2/100000). Tobb,
mint kétszeres kiillonbséget tapasztalunk [9].

2.1.1 Fej-nyaki és hasnyalmirigy daganatok Kkitiintetett helyzete

vilagviszonylatban

A harom leggyakrabban el6forduld daganattipus évek ota valtozatlanul a tiidorak, az
emld- illetve a vastagbél rosszindulati daganata, melyet a prosztata és a gyomor
malignus elvaltozasa kovet (1. abra). A halalozasi adatok tekintetében azonban ez a
sorrend mar megvaltozik, melyben nagy szerepe van a korai daganatsziirési
lehetdségeknek. Bar a tiidédaganat ebben a tekintetben tovabbra is vezetd szerepet tolt
be, azonban mind a m4j, mind a gyomor rosszindulati daganata megel6zi a vastagbél-
¢és emlérakot a Globocan 2012 mortalitasi adatai alapjan (1. abra) [6, 10]. Egy 2014-es
amerikai tanulmany demografiai adatok és a korabbi évek tendenciajanak figyelembe
vételével eldrevetitette a daganatos halalozasokat a 2020-as és 2030-as évekre [11]. Azt
a meglepd eredményt kaptak, hogy a haldlozast illetden a hasnyalmirigy
adenokarcinoma 2030-ra kozvetleniil a tiidorak mogé, a masodik helyre keriil majd. A
hasnyalmirigy rosszindulati daganatanak kiilonleges helyzetét és fontossdgat az is
mutatja, hogy ezen daganattipus esetén a legmagasabb a mortalitas/incidencia (M/I)
értek: 0,98. Ez a mutatd jol érzékelteti a hasnyalmirigy daganat tovabbra is igen

kedvezotlen prognozisat (1. abra).

A hasnyalmirigy daganatok fontossagat magas letalitasa mellett az is mutatja, hogy
azon kevés daganattipus kozé tartozik, amely korstandardizalt mortalitdsa (bar
orszagonként kisebb eltérések tapasztalhatok a tendencidban) legtobbszor novekedést
mutat [9, 12]. A masik ilyen daganattipus Eurépaban a ndk tiidérakja [9]. Ennek
magyarazata a dohdnyzasi szokasok nemi sajatossagaban keresendd. A dohanyzas és a
tiidorak kozotti ok-okozati Osszefiiggésrol szolo tanulmany 1950-ben jelent meg [13].
Az ezt kovetden bevezetett megszoritdsok hatdsara, kozel 20 éves csuszéssal a
dohanyzéassal Osszefiiggd daganatok szdma is csokkenni kezdett. NOk esetében a
cigaretta hasznalatdnak kezdete idében a masodik vildghéboru idejére tehetd, sokkal
késSbbre, mint a férfiaknal. Igy a Thun és munkatarsai altal 2012-ben kozolt kutatas
soran is hasznalt [14], 1994-ben felallitott négystadiumi modellben (I.: dohanyzasi

epidémia kezdete, Il.: gyors emelkedés a cigaretta fogyasztasban, IIl.: csokkend
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tendencia a dohényzésban IV.: csokkenni kezdenek a dohanyzassal Osszefiiggd
halalozési szamok) a ndk esetén a IV. stadium jelentds csuszasban van a férfiakhoz
képest. Ez okozza azt, hogy a dohanyzéssal 0sszefiiggd daganatok mortalitasa, mint a
tiidorak (illetve tobbek kozott fej-nyaki laphamrak és hasnyalmirigy adenokarcinoma),

sem fordult még csokkend iranyba.

Rosszindulata daganatok vilagszerte

Tido Tido
Emlé Maj
Vastagbel Gyomor
Prosztata Vastagbél
Gyomor Emlo
Maj Nyeldcsd
Fej-nyak Hasnyalm.
Vichnyak ®ncidencia Fernyak ® Mortalitas
Nyelbeso Prosztata
Hugyholyag Méhnyak
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

Esetszam (ezer fo, Globocan 2012)
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

1. abra: Rosszindulatu daganatok incidencidja és mortalitasa vilagszerte a Globocan
2012-es adatai alapjan: Mortalitas/incidencia adatok alapjan kiemelkedik a

hasnyalmirigy daganatok kedvezdtlen prognozisa.
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A fej-nyaki régio rosszindulatu elvaltozasai a rangsorban csupan a hetedik helyen
allnak, ¢és a daganat mortalitasa a férfiak és ndk esetében is a tiidérakéhoz hasonld
tendenciat mutat. A dohdnyzéasi szokdsok valtozasaval a gége, algarat és szajiireg
daganatainak gyakorisaga csokkenni kezdett. Azonban meglepé mddon volt egy régid,
ahol a malignitasok el6fordulasa nemtdl fliggetleniil emelkedést mutatott, ez a régid
pedig a szajgarat (oropharynx) (2. abra). A jelenség magyarazatat keresendd intenziv
kutatas indult, melynek eredményeként 2000-ben Gillison €s munkatarsai igazoltak az
ok-okozati Osszefiiggést a human papillomavirus (HPV) és ezen régidé daganatai kozott
[15]. Felfedezésiik ota nem lehet a fej-nyaki régié (foként szajgarat) danagatait ugy
vizsgalni, hogy ne nyilatkoznank valamilyen modon az adott daganat patogenezisének
HPV-vel val6 osszefliggésérdl. Az amerikai (USA) eldrejelzések alapjan hamarosan az
oropharynx rosszindulati daganata lesz a leggyakoribb HPV éltal indukalt daganattipus
¢és emellett a fels6 1éguti daganatok koziil a legtobbszor eléfordulo [16].

Fej-nyaki daganatok incidenciaja lokalizacié alapjan
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2.1.2 Fej-nyaki és hasnyalmirigy daganatok Kitiintetett helyzete

Magyarorszagon

Magyarorszag helyzete a tiido-, vastagbél- és emlddaganatok tekintetében igen hasonlo
a vilagviszonylathoz. Azonban meglepé modon a negyedik leggyakoribb daganattipus
hazankban a fej-nyaki laphamrak, mely a mortalitast illetéen a harmadik helyre ugrik fel
kozvetleniil az emlé és hasnyalmirigy daganat elé (3. abra) [6]. A hasnyalmirigy
daganatai bar a nyolcadik helyen allnak, M/I értékiik hazankban is 0,98, tehat

legtobbszor fatalis kimeneteltiek.

Magyar rakstatisztika ( Globocan 2012)

Tudé
Vastaghbél
EmlI8
Fej-nyaki

Prosztata

Hagyholyag M Incidencia

Gyomor B Mortalitas
Hasnydalm.
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Méhnyak
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2000 4000 6000 8000 10000

Esetszam (db)

3. dbra: Rosszindulati daganatok incidencidja és mortalitisa Magyarorszagon a
Globocan 2012-es adatai alapjan: A fej-nyaki daganatok hazankban a 4., mig a
hasnyalmirigy daganatai a 8. leggyakoribb daganattipust képviselik.

A WHO ¢és a Nemzeti Rakregiszter adatai alapjan a hasnyalmirigy daganatok
incidencija és mortalitasa hazankban mindkét nem esetében novekszik [7, 17]. Mivel
fej-nyaki daganatok pontos anatomiai lokalizaci6é szerinti elemzésére sajnos a WHO
adatbazisa nem nyujt lehetdséget, igy a Nemzeti Rakregiszter 2004 és 2014 kozott

regisztralt eseteit dolgoztam fel a szajliregi, gége, algarat és szajgarati régiokra
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ASR (W)

vonatkozoan. A magyar adatok is tiikrozik a vilagszerte tapasztalt valtozasokat. A fej-
nyaki daganatban szenvedd ndket illetden minden régido esetén enyhe ndvekedést
tapasztalunk, mig Osszességében (mindkét nem tekintetében) a szajgarati régio

kivételével minden lokalizacidban enyhe csokkenést tapasztalunk az éves esetszamban.

Azt, hogy ezzel a két daganattipussal kiemelten foglalkozzunk az is indokolja, hogy
Magyarorszag kirivoan rossz helyen all a vilag dsszes orszaganak adatait 6sszehasonlitd
Globocan 2012 adatbazis alapjan a daganatok incidencidjat és mortalitasat vizsgalva

egyarant (4. abra).

Hasnyalmirigy daganatok Fej-nyaki daganatok
(Globocan 2012) (Globocan 2012)
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4. abra: Hasnyalmirigy és fej-nyaki daganatok incidencidja és mortalitisa a
Globocan 2012-es felmérése soran vizsgalt orszagokban: Magyarorszag mindkét

daganattipus esetében kedvezotlen (2. és 4.) helyet foglal el.
2.2 Anatomia és patologia

Anatomia, lokalizacio
Fej-nyaki daganatok

A fej-nyaki daganatok (head and neck cancer) elnevezés tag értelemben minden fejen és
nyakon megjelend tumoros elvaltozasra vonatkozik, kivételt jelentenek a szemiiregi €s
kozponti idegrendszeri daganatok. Bar a régiot tekintve ebbe a kategoridba
sorolhatnank, szintén nem tartozik a fej-nyaki daganatok kdrébe a pajzsmirigy daganata

igen eltéré patologiaja és klinikuma miatt egyarant. A fej-nyaki daganatok 90%-a
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laphamrék (squamous cell carcinoma). Lokalizacid szerint ezen daganatok esetében az

alabbi kategoridkat szokas elkiiloniteni (forras: UICC):

Szajiireg: A szajlireg részei: a bukkalis mukdza, felsé alveolus és gingiva (felso iny),

alsé alveolus ¢és gingiva (also iny), a nyelv eliilsé kétharmada, szajfenék.
Garat:

Orrgarat (nasopharynx): Az orrgarat hatso-felso fala, a 1lagy- és kemény szajpad

hataratol a koponyaalapig huzodik, alsé hatara a lagyszajpad felso felszine.

Szajgarat (oropharynx): A szajagarat elolr6l a nyelvgyok, vallecula, oldalrdl a
garatmandula/tonsillaris garativek, feliilrél a lagy szajpad alsé felszine és uvula altal

hatarolt egység.

Algarat: A garat legalso, nyel6cs6hoz kozeli szakasza. Az algarat harom részre
oszthatd: 1) garat-nyeldcsd atmenet (postcricoid régid), 2) sinus piriformis, 3) hatulsé

garatfal.

Gége: A gégén belill harom régiot szokasos elkiiloniteni. A szupraglottikus régiot
(epiglottis, kannaporc, aryepiglottikus redd, alhangszalag), glottikus (comissura anterior

¢és hangszalag) és szubglottikus régiot.

Orr és Orrmellékiiregek: Ebbe a régioba tartozik az orrlireg also, oldalsé fala és az

orrsdvény mellett az arciireg és a rostacsonti lireg.

Nydlmirigyek: Hérom nagy nyalmirigyet ¢és tobb, elszortan elhelyezkedd kis
nyalmirigyet kiilonboztetiink meg. Nagy nyalmirigyek koz¢ tartozik a fiiltdmirigy, az

allkapocs alatti mirigy és a nyelv alatti mirigy.
Hasnyalmirigy daganatok

A hasnyalmirigy 12-15 c¢cm hosszusagl retroperitonealis szerv, melynek leggyakoribb
malignus elfajulasa a hasnyalmirigy adenokarcindma (ezt szokas altalanossagban
hasnydlmirigy rédknak nevezni). Az invaziv adenokarcindéma (definicidé szerint)
mirigyeket formal és beszliri a kdrnyezd szdvetet. Tobb varidnsat leirtak mar, amit az
adenoszkvamozus, kolliod vagy signet sejtes carcinoma. A szerv masodik leggyakoribb
tumortipusa a neuroendokrin tumor [18]. Dolgozatom tovabbi részében hasnyalmirigy

daganat elnevezés alatt kizarolag az adenokarcinomakat értem.
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Stadium, TNM

A daganat malignitasanak ¢és progndzisanak egyik legmeghatarozobb tényezdje a
daganat kiterjedése a diagnozis pillanataban. Ez a tényez6 meghatarozza a prognozis
mellett a tumor kezelési protokolljat is. A stadiumot 0-4-¢s skalas szokasos megadni: 0:
nem invaziv, in situ daganat, 1: lokalis daganat, 2: lokéalis daganat, kiterjedtebb invazio6
(esetleg nyirokcsomo attét) 3: lokalis, de kiterjedt daganat, kiterjedt nyirokcsomod
attétek, 4: lokalis daganat, nagyfoku invazi6, tavoli attét. A stddium beosztasban
daganattipusonként enyhe eltérés tapasztalhato. A UICC 1id6r6l-idére minden
daganattipusra kiad egy pontosabb beosztast lehetové tevé TNM-klasszifikacios
rendszert. Ebben a rendszerben a T paraméter a primer tumorra jellemz6 adat (0: nincs,
1-4: nagysdg, lokalis kiterjedés meghatarozasa), az N paraméter a regiondlis
nyirokcsomodkat jellemzi (0: nincs 4attét, 1-3: nyirokcsomd érintettség nodvekvd
mértékben) és az M paraméter a tavoli metasztazis jelenlétét irja le (0: nincs, 1: jelen

van)
Hisztologiai differencialtsagi fok (grade)

A grade a daganatsejtek differencialtsagat jellemz6é paraméter, melynek a terapia és a
progndzis meghatarozasiban/pontositasaban lehet szerepe. Altalaban 1-3 (vagy 4)
skalan szokésos meghatarozni, ahol 1-gyel a legdifferencidltabb (normal, nem
daganatos szovethez legjobban hasonlitd) és 3-as grade-del a differencialatlan

daganatsejteket jelolik.
2.3 Legfontosabb etiolégiai tényezok

Régota ismert tény, hogy a daganatok kialakuldsdban olyan genetikai elvaltozésoknak,
mutacioknak van szerepe, melyek a tumorok szdmara novekedési eldnyt hoznak létre.
Ezen mutaciok létrejottében kornyezeti (életmddbeli), Oroklott €s egyes kutatasok

szerint véletlenszerii (az osztodasok szamabol adodo) hatasoknak van jelentdsége [19].
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2.3.1 Fej-nyaki daganatokban

2.3.1.1 Kornyezeti tényezok (Kémiai/fizikai, fertozések)
Dohanyzas

A dohanyfiistben 69 karcinogén agens talalhatd, fébb toxikus vegyiiletek a nikotin, a
szén-monoxid, a hidrogén-cianid, valamint aldehidek, alkének, és aromas vegyiiletek
[20]. Tidbédaganatok esetén szamtalan jelatviteli utvonal érintettségét, aktivalddasat
mutattdk ki a dohanyzéssal Osszefliggésben. Ilyen jelatviteli rendszer a Rat/MAPK,
PI3K/Akt, NFkB és béta-adrenerg utvonalak [21]. A dohanyzas, mint etiologiai tényezd
szerepe a daganatok patogenezisében mar régdta ismert. Az elmult harminc évben a
szdjlregi és gégerakok kialakuldsa és a dohanyzas kozotti kapcesolat kutatdsaval tobb
tanulmany is foglalkozott. Behatoan vizsgaltak a kiillonbozd tipusok (cigaretta, szivar,
pipa), a dohanyzéds iddtartamanak ¢és gyakorisagdnak meghatdrozd szerepét a
daganatkeltésben [22-24]. Blot és munkatarsai igazoltak a dohanyzas dozisfliiggd rizikot
fokozo hatasat. Az enyhe cigarettafogyasztok esetében legfeljebb 1,5-szeres, mig a napi
1-2 dobozt is elszivok esetében akar 35-szords rizikofokozodast mutattak ki a
nemdohényzokhoz képest szdjiiregi és gégerakok kialakuldsara. A pipazas €s szivarozas
esetében leginkabb a szajiiregi régio volt érintett, itt kozel haromszoros volt a daganat

kialakulasanak rizikoja [22].
Alkoholfogyasztds

Az alkoholfogyasztds €s a dohdnyzas gyakran egyiittesen fennalld jelenség a daganat
kialakulasa soran. Az alkoholfogyasztds a dohanyzastdl fliggetleniil is megtripldzza a
garat- és gégerak kialakulasanak veszélyét [23]. Amennyiben az alkoholfogyasztas
dohéanyzassal tarsul, daganatkeltd hatasuk nem csupan 6sszeadddik, hanem szinergista

modon eldsegitve a daganat keletkezését a rakriziké megsokszorozodik [22, 24].
Taplalkozas

Az eddigi epidemiologiai tanulmanyok alapjan a gylimolcsdkben és zoldségekben
gazdag étrend csokkenti a fej-nyaki daganatok eléfordulasat [25]. Emellett a voros
illetve feldolgozott husok bevitele kozel masfélszeresre noveli a rakrizikdt ebben a
régioban [26]. Az allati eredetii termékeket, gabonakat és zsirokat egy kutatds szintén

Osszefliggésbe hozta a gége rakos megbetegedésével [27].
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Fertozések
Human papillomavirus (HPV)

A leginkabb rakkeltd kockazattal bir6 HPV torzsek (HPV16,18) gyakran vannak jelen
¢s okoznak daganatos megbetegedést az anogenitalis traktusban €s ezen a két tipuson
feliil még 13 HPV torzs sorolhaté a magas rakrizikdju kategoriaba (31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ¢és 82) [28]. A virus két onkoproteinnel (E6 és E7)
rendelkezik, melyek a p53 és retinoblastoma (Rb) fehérje inaktivalasan keresztiil
daganatképzodéshez vezetnek [29]. A p53 mutacid igen gyakori fej-nyaki tumorokban
[30], és bar a Rb fehérje mutacioja viszonylag ritka, szabalyozo fehérjéiben (TP16,
cyclinD) gyakran mutatkozik eltérés [31]. A HPV ebbe a két utvonalba beavatkozva
hasonlo funkcionalis valtozast okoz, mint a régéta jol ismert és gyakori mutacidk.
Gillison és munkatarsai 2000-es cikkiikben ok-okozati kapcsolatot mutattak ki az utdbbi
évtizedekben folyamatosan novekvd incidencidju széjgarati daganatok és a HPV
fert6zés kozott [15]. 253 fej-nyaki daganatos szovet vizsgalatat végezték el. A HPV
genomot PCR moadszerrel, Southern blottal és in situ hibridizadcidval mutattak ki.
Emellett a tumorok nagyobb részében elvégezték a TP53 gén szekvenalasat is.
Analizisiik soran Osszefliggést talaltak a HPV pozitivitds és a szajgarati lokalizacio
kozott. Ezek a daganatok alacsonyabb differencialtsagi fokkal (grade) rendelkeztek,
bazaloid morfologiajuk volt, és ritkabban tarsultak alkolhol- vagy cigarettafogyasztassal
a beteg anamnézisében. Emellett a HPV pozitiv daganattal rendelkezé betegek
szignifikdnsan  jobb  prognézissal rendelkeztek, mint azon tarsaik, akik
daganatmintajabol a virus nem volt kimutathato [15]. A HPV infekci jelenléte, és igy a
szajgarati régid rakos megbetegedése szignifikansan Osszefligg a szexudlis partnerek
szamaval [32]. Az Gjonnan bevezetett HPV-oltasok valdsziniileg megeldzhetik a HPV-
infekciot, és az ezzel Osszefliggd méhnyakrak mellett a szajgarati daganatok
csokkenéséhez is vezethetnek [33].

A PCR ¢és in situ hibridizaciés modszerek koltsége és eszkdzigénye miatt a rutin

6% immunhisztokémiai festést a

patologiai diagnosztikdban gyakran hasznaljak a pl
HPV kozvetett, indirekt markereként. Mig HPV E6 onkoproteinje a p53 fehérjét
inaktivalja, addig az E7 fehérje feladata a pRb inaktivalasa. Ennek hatasara az E2F

transzkripcios faktor felszabadul a pRb gatlo hatasa aldl és tobb gén atirasat is serkenti,
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melyek koziil az egyik a pl6™<*. A folyamat végeredménye tehat a pl6™ < fokozott
expresszidja [34]. A hasznalt modszerek pontossaga és ezaltal alkalmassaga a HPV
kimutatasara igen eltérd. Tobb Osszefoglald publikacid is foglalkozott a p16INK4
immunhisztokémia, HPV PCR, rtPCR, in situ hibridizacié és a modszerek
kombinaciojanak HPV kimutatasara vonatkozoé szenzitivitasaval és specificitasaval [35,
36]. A p16™"** immunhisztokémiaval szembeni legnagyobb kritika, hogy igen magas
(100%-o0s) szenzitivitasa mellett minddssze 80%-os specificitassal rendelkezik a virus
kimutatasat illetéen. Smeets ¢és munkatarsai tobb modszert Osszehasonlitdo atfogo
cikkiikben a legmagasabb specificitasi és szenzitivitasi értékeket akkor kaptak, ha a
p16™ . immunhisztokémia mellett HPV PCR-t is alkalmaztak [37]. Lewis &s

INK4
6

munkatarsai a magasabb specificitds elérése érdekében a pl immunhisztokémiai

pozitivitas hatarértékét 75%-0s vagy afeletti festddési aranyban javasoltak megallapitani

[38, 39].
Egyéb virusok

Tobb kutatocsoport Kimutatta az Eppstein-Barr virus jelenlétét fej-nyaki daganatokban,
[40, 41] azonban direkt szerepe a szajliregi rakok karcinogenezisében

megkérddjelezhetd [42].

2.3.1.2 Oroklitt tényezék

A fej-nyaki daganatok esetén az Orokletes tényezOk a kornyezeti faktorok mellett
elenyész0 jelentdségiick. Ennek ellenére tobb kutatdocsoport megfigyelte a régid
daganatainak csaladi halmozodasat [43]. Azonban nem zarhatjuk ki a kozos csaladi

szokasokat, illetve a dohanyfiist kdrnyezetre is gyakorolt negativ hatsat az 6sszképbdl

[44].
2.3.2 Hasnyalmirigy daganatokban

2.3.2.1 Kornyezeti tényezok (kémiai/fizikai, fertozések)
Dohanyzas

Becslések szerint a dohdnyzas a hasnyalmirigy daganatok 25%-aban van jelen koroki

tényezoként [45]. A dohanyzok esetében kétszer magasabb a hasnyalmirigy daganatok
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kialakulasanak esélye, mint a nemdohanyzé populacioban [46]. A karcinogenezisben a

fej-nyaki daganatok esetében részletesebben targyalt vegyiileteknek van szerepe [20].
Elhizas, taplalkozas, fizikai inaktivitas

Az elhizas pozitiv, mig a kozepes fizikai aktivitds inverz Osszefiiggést mutat a
hasnyalmirigy daganatok kialakulasaval [47]. A vords és feldolgozott hisok bevitele
fokozott rakrizikoval tarsult a hasnyalmirigy esetében, mig a fokozott zsirbevitel

esetében nem igazolodott 6sszefiiggés [48].
Alkoholfogyasztas

Az alkoholfogyasztds dohanyzastol ¢€s korabban lezajlott hasnyalmirigy gyulladastol
fiiggetleniil is noveli a hasnyalmirigy daganatok kifejlédésének valosziniiségét. A
rizik6fokozddas dozisfiiggd modon kovetkezik be, mig a gyenge, kozepes
alkoholfogyasztas nem noveli a kockazatot, a fokozott napi alkoholbevitel

szignifikdnsan 0sszefligg a magasabb rakrizikoval [49].

2.3.2.2 Ordéklitt tényezék

A csaladi ismétlédés régota megfigyelt jelenség a hasnyalmirigy daganatok esetében
[50]. A hasnyalmirigy tumoros elfajulasa tobb oOrdkletes daganatszindromaban
megjelenik. Ilyen daganatszindroma a Peutz-Jeghers, Familial Atypical Multiple Mole
Melanoma (FAMMM), Lynch szindroma. Emellett az orokletes emld és petefészek
daganatok esetében gyakori BRCAl és BRCAZ2 mutacidk is Osszefiiggésbe hozhatok

malignus hasnyalmirigy sejtszaporulat kialakulasaval [51].
2.4 Molekularis patologia

2.4.1 Fej-nyaki daganatok

A The Cancer Genome Atlas Network (TCGA) altal publikalt tanulmany 279 fej-nyaki
daganatos (foként szajiiregi, szajgarati és gége régiobol) beteg mintdjat dolgozta fol
génmutaciok és strukturalis kromoszomalis eltéréseket illetéen [52]. Génkopiaszam
valtozasok (CNA) tekintetében a fej-nyaki daganatok (HPV negativak és pozitivak
egyarant) a nem-kissejtes tiidérakra (NSCLC) hasonlitottak. Teljes-genom analizistikkel
a COSMIC adatbazisban is [53] reprezentalt gének érintettségét mutattak ki annyi
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kiilonbséggel, hogy a TP53 gén mutacidja sokkal gyakrabban fordult eld (41% helyett
72%), de igy mindkét adathalmazban ez bizonyult a leggyakoribbnak. A korabbi
vizsgalatokkal ellentétben nem talaltak kiilonbséget a HPV-pozitiv és HPV-negativ
daganatokban talalhaté mutaciok szama kozott. A mutaciok és CNA-k alapjan alcsoport
analizist végeztek, és igy harom fébb csoportot kiilonitettek el: a féként mutaciokon
(HRAS, PIK3CA, CASP8), foként CNA-kon alapuld tumorok csoportjat és az utobbibol
elkiilonitett harmadik csoportot, ahol a HPV pozitivitds és EGFR amplifikacio
kolcsondsen kizarta egymast. A dohanyzok korében szinte univerzalis volt a TP53
mutacid és a CDKN2A inaktivacioja, és a cigarettafogyasztokra jellemzd mutacios
mutaciok, CNA-k gyakorisaga alapjan elkiilonitettek HPV-negativ és HPV-pozitiv
predominans utvonalakat.

Stransky és munkatarsai kordbban a TCGA altal is alatamasztott mutdciok mellett
kiemelte a lapham differenciacioban szerepet jatszé gének gyakori mutacioit is
(NOTCHL, IRF6, TP53) [54].

A legfontosabb és leggyakoribb mutaciokat és azok sematikus kapcsolatat jelatviteli

utvonalakon keresztiil az 5. abran és 1. tablazatban Gsszegeztem.

1. tablazat: Fej-nyaki daganatok genetikai hattere: A leggyakrabban mutalodd gének
a COSMIC adatbazis adatai alapjan. A vad tipusu gének altal kodolt fehérje funkcioja az
NCBI adatbazisabol szarmazik [55, 56].

Mutdns gén Gyakorisag (%) Vad tipus feladata

TP53 38 Tumor szuppresszor

TERT 14 Telomeraz reverz transzkriptaz
CDKNZ2A 13 Tumor szuppresszor
NOTCH1 12 Membran receptor (jelatvitel)
FAT1 11 Tumor szuppresszor

PIK3CA 7 Protein kinaz (jelatvitel)
CASP8 7 Kaszpaz

KMT2D 7 Hiszton metilacio

HRAS 6 Kis GTPaz fehérje (jelatvitel)
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5. abra: Fej-nyaki daganatokban eléfordulé legfontosabb, terapias célpontul
szolgalé jelatviteli utakat és azok mdédosulasai: Ahol két adat talalhato, ott a

COSMIC/TCGA eltér6 eredményeit parhuzamosan tiintettem fel [52]. Az M+ a mutacio,

mig az IHC az immunhisztokémiai pozitivitas jelenlétét jeldli.

2.4.2 Hasnyalmirigy daganatok

A hasnyalmirigy daganatok molekularis patologidja igen jol feltart, az 6sszképet négy
kiemelkedéen gyakran mutalédd gén uralja, melyeket szokas ,hegycsucsoknak™ is
nevezni: KRAS, CDKN2A, TP53 és SMAD4 [57]. A KRAS mutacidja kiemelked6en
magas (70-90%-os) aranyban van jelen ebben a daganattipusban, ezt kdveti a masik
harom gén 50% koriili mutacios rataval, majd a kiemelkedd génektdl leszakadva a
kovetkezd gén mutacids gyakorisdga mar csak 10% korili (ezek pedig feltiinden a

kromatin modositds és DNS hibajavitas génjeit érintik) [58]. A KRAS mutacio igen
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hamar bekovetkezik a tumorgenezis soran, mar a legkorabbi prekurzor 1ézidkban is
megtalalhatd (PanIN IA), majd ezt koveti a CDKN2A mutécidja a progresszid soran,
végiil az invazivva valas el6tt a TP53 és SMAD4 mutacio [59].

Waddell és munkatarsai 2015-ben mutéacios mintazatuk alapjan négy csoportba soroltak
a hasnyalmirigy daganatokat: stabil (50-nél kevesebb strukturalis variacio), lokalisan
atrendezddott (fokalisan — egy-két kromoszoéman — elhelyezkedd variaciok), szétszorva
atrendezddott (jellemzden sok, de 200 alatti kromoszoma sériilés) €s instabil (200 feletti
kromoszéma sériilés) [60]. Ez a csoportositas tovabb pontosithatja a prognézist és a
terapia eldrejelzését.

A legfontosabb, gyogyszerfejlesztés célpontjaul is szolgalé mutaciokat és sematikus

jelatviteli kapcsolataikat a 6. abra és 2. tablazat mutatja.

2. tablazat: Hasnydlmirigy daganatok genetikai hattere: A leggyakrabban mutal6do
gének a COSMIC adatbazis adatai alapjan. A vad tipust gének altal kodolt fehérje
funkcidja az NCBI adatbazisabol szarmazik [55, 56].

Mutdns gén Gyakorisag (%) Vad tipus feladata

KRAS 71 Kis GTPaz fehérje (jelatvitel)
TP53 49 Tumor szuppresszor
CDKNZ2A 22 Tumor szuppresszor

SMAD4 20 Jelatvivé fehérje

ADID1A 6 Kromatin atrendez6dés
MLL3 4 Hiszton metilacio

PIK3CA 3 Protein kinaz (jelatvitel)
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6. abra: Hasnyalmirigy daganatokban eléfordulo legfontosabb, terapias célpontul
szolgalo jelatviteli utak és azok modosulasai: Az adatok a COSMIC adatbazisbol
szarmaznak [55]. A CNG (copy number gain) a gén kopiaszam emelkedésére utal, az M+

a mutécio, mig az IHC az immunhisztokémiai pozitivités jelenlétét jeloli.
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2.5 A daganat prognozisat meghatarozé molekularis

tényezok

2.5.1 Fej-nyaki daganatokban leggyakrabban hasznalt prognosztikai

markerek

HPV

A fej-nyaki daganatok HPV-statuszanak prognosztikai szerepe igen ellentmondasos a
szakirodalomban. Egyes vizsgdlatok kedvezdbb prognodzist mutattak ki a HPV-pozitiv
daganatokkal rendelkez6 betegek esetében [61], mig masok nem tudtak alatamasztani
ezt az elméletet [62]. A szajgarati régioban a HPV-pozitiv daganatok egyértelmiien jobb
prognoézissal rendelkeznek [63], és a progressziot kdvetden is jobbak a tulélési esélyeik

[64].
p53

A p53 tumorszuppresszor fehérjét kodold gén mutacidja igen gyakori azon daganatok
esetében, melyek patogenezisében a dohanyzas szerepe kiemelkedd. A dohanyzok
esetében igen szembetlindek a G/T mutaciok, melyek keletkezése a fiist karcinogén
anyagainak DNS-adduktképz6 hatasaval magyarazhatd [65, 66]. Nem meglepd tehat,
hogy a p53 mutacidja fej-nyaki daganatok esetén is igen gyakori [30]. Mind
alacsonyabb koltsége, mind széleskoriibb elterjedése miatt a p53 immunhisztokémiat
gyakran alkalmazzak a génben el6fordulé mutacié indirekt markereként [67]. Soland és
munkatarsai 2013-ban publikéltdk szakirodalmi attekintd cikkiiket, melyben a
leggyakrabban tanulmanyozott markerek progndzissal vald Osszefiiggését vizsgaltak
sz4jlregi rakok esetében. Az altaluk feldolgozott 11 tanulméanybdl 6 esetben talaltak
Osszefliggést a p53 expresszid €s a prognozis kozott, mig tovabbi Ot esetben nem
sikeriilt ilyen kapcsolatot kimutatni. Kiemelném azonban, hogy a szignifikans
kapcsolatot feltaro cikkek esetén a p53 fokozott expresszidja minden esetben rosszabhb

kimenettel volt 6sszekapcsolhato [68].
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Ki-67

A Ki-67 hisztopatologusok altal gyakran alkalmazott proliferaciés marker,
immunhisztokémiai (IHC) analizisét 1983 Ota hasznaljak rutinszertien [69]. A Ki-67
fokozott expresszidja szignifikdnsan Osszefligg a kezelésre adott kedvezoOtlenebb
valasszal, korai repalszussal szajgarati daganatok esetében [70]. A munkacsoportunk
altal 2014-ben kozolt tanulmany alapjan a vizsgalt fej-nyaki daganatos betegek korében
a Ki-67 negativitas szignifikansan (p=0,0243) jobb prognoézissal tarsult. Emellett
Osszefiiggést igazoltunk a Ki-67 pozitivitas és a TNM beosztas N paraméterével, mely a
nyirokcsomd metasztazis jelenlétével, kiterjedésével fligg Ossze. A Ki-67 pozitiv
daganatok esetében magasabb nyirokcsom6 stadiumot igazoltunk (p=0,0067). A
lokalizaci6 tekintetében is nagy eltéréseket tapasztaltunk. Mig az algarat tumorainak
93%-a mutatott Ki-67 pozitivitast immunhisztokémiai festéssel, addig a szajliregi
daganatok és a gége glottikus régioja esetén ez az érték 50% koriil mozgott [71]. Egy
korabbi, 2011-es tanulmanyunk sordn pedig az oropharynx region beliil mutattunk ki
expresszios kiillonbséget. Mig a garatmandula, illetve nyelvgyoki régié esetén minden
vizsgalt daganat Ki-67 pozitiv volt, a szajgarat egyéb régioiban (pl. lagy szajpad) a
daganatok fele negativ volt Ki-67 immunfestéssel [71].

EGFR

Az EGFR széleskoriien vizsgalt biomarker, szdmos daganat esetében kutattdk prediktiv
¢és prognosztikus jelent6ségét. Az EGFR membranfehérje az ErbB/HER fehérjecsalad
tagja, melynek aktivaciojakor foszforilacios kaszkad indul és a PI3K/Akt, MAPK/ERK
és Jak/STAT jelatviteli utvonalakon keresztiil részt vesz a proliferacié indukcioban,
invazioban, metasztazis képzésben illetve az angiogenezisben is [72, 73]. Az EGFR
aktivacigja tobb elvaltozdson keresztiil is megvaldsulhat, ugymint taltermelédéssel
(overexpresszioval), az EGFR gén felsokszorozodasaval (amplifikacioval) vagy a
fehérjeexpresszids valtozasa gyakori jelenség [74, 75]. A fehérje talprodukalasa, illetve
kopiaszam emelkedése és a talélés kozotti kapcsolatot mar szdmos tanulmany vizsgalta
[75-78]. Szabé és munkatarsai szignifikdns Osszefiiggést talaltak a gén kopiaszam
emelkedése illetve a fehérje overexpresszioja €s a betegek kedvezdtlenebb prognozisa

kozott [75], mig masoknak nem sikerilt Osszefiiggést igazolni [77, 78].
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Munkacsoportunk nem talalt dsszefliggést az immunhisztokémiaval kimutatott EGFR

expresszio €s a progndzis kozott 2014-ben publikalt vizsgalata soran [71].
Connexin 43

A connexinek — mint példaul a connexin 43 — sejtkapcsoléd struktarat (gap junction)
formalo fehérjék, mely porusképzo réskapcsolatok fontos szerepet jatszanak a sejt-sejt
kommunikacioban. Karcinogenezisben betoltott szerepiik régdta ismert, mint ahogy
szabalyozo6 szerepiik a proliferacioban, apoptdzisban, differenciacidban tigyszintén [79].
Emlérakok esetén diszfunkcidjukat mar tobb publikacio kapcsolatba hozta a
daganatkeletkezéssel és progresszioval [80, 81]. Munkacsoportunk bizonyitotta a
connexin 43 prognosztikus szerepét fej-nyaki daganatokban. A fehérjét jobban
expresszaldo tumorok esetében kedvezobb betegség kimenetelt tapasztaltunk [82]. A
connexin 43 foszforilacioja része a legfontosabb poszttranszlacios modosulasainak.
Foszforilalt formai (P1, P2) koriil-beliil 45 kDa-nak megfelelé6 magassagban, a Cx43
még foszforilalatlan formajaval egyiittesen gyakran felismerhetok Western blot analizis
soran [83]. A connexin 43 expresszid ¢és foszforilacio bizonyitottan valtozik
hasnyalmirigy daganatok progresszidja soran is [84]. Ezen sejtkapcsold struktira
foszforilacigjat Osszefiiggésbe hoztdk membranba helyezddésiikkel és funkcionalis
valtozasukkal. A fehérje defoszforilacidja gatolja a csatornak funkciojat, akadalyozza

kihelyezddésiiket a sejtmembranba [85, 86].

2.5.2 Hasnyalmirigy  daganatokban  leggyakrabban  hasznalt

prognosztikai markerek

p53

Mivel a hasnyalmirigy daganatok patogenezisében is jelentds szerepet kaphat a
dohanyzas, nem meglepd moddon gyakori ezen fehérje mutans valtozata ebben a
régioban is. A COSMIC adatbazis alapjan a hasnyalmirigy daganatok 42%-aban fordul
elé p53 mutacio [53]. Két munkacsoport is igazolta, hogy immunhisztokémiaval
kimutatott p53 pozitivitas illetve szekvenalassal igazolt mutacio kedvezdtlenebb
prognoézissal fligg Ossze [87, 88]. Ennek ellenére szamos egyéb tanulmanyban nem

talaltak ilyen 0sszefliggést [89].
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p16 INK4

A CDK4 és CDKG6 ciklinfiiggé kinaz a ciklin D-vel egyiittesen befolyasolja a Rb fehérje
foszforilacidjat, melynek hatasara az elongécios faktor 2 (E2F1) felszabadul a Rb gatlo
hatasa aldl, és proliferaciot indukal. A p16'NK4 tumorszuppresszor a CDK4 és 6 gatlasan
keresztiil meghatarozd szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban [90].
Funkciovesztése, alacsony expresszidja gyakori jelenség hasnyalmirigy daganatoban és
csokkent talélési esélyekkel, nagyobb daganatmérettel, magasabb attétképzési rizikoval

hozhat6 6sszefliggésbe [91].

2.6 Célzott daganatterapias lehetoségek és prediktiv

molekularis markereik

2004-ben a gefitinib EGFR-gatloszer elbukott két, tiidérakos betegek esetében végzett
klinikai vizsgalat soran is, vagyis nem sikeriilt szignifikans talélésbeli kiillonbséget
kimutatni a gefitinibbel és a placebo szerrel kezelt csoport kozott [92]. Ugyanezen
évben egy magyar, attétes tiid0 adenokarcinomaban szenvedd, nemdohinyzd nd
gefitinib kezelést kapott daganatara, mely hatdsara rovid idon beliil komplett
remisszioba kertilt. Késébb a molekularis vizsgalatok kimutattak, hogy a beteg daganata
deléciot hordozott az EGFR génben ¢és annak amplifikdcioja is fellelhetd volt
mintajaban [93]. Ezzel az esettel parhuzamosan t6bb EGFR-mutaciot hordozé tumornal
mutattak Ki remissziot ezen kezelGszer hatasara, igy a gefitinib forgalomban maradt
molekularis altipus specifikusan tiidédaganatok kezelésére [94]. Ez a példa is mutatja,
mennyire fontos lehet egy kezeloszer kivalasztdsaban a megfeleld, hatast

elérejelzd/prediktald molekularis marker ismerete.

Napjainkban 51 célzott daganatterapias szer (antitest vagy tirozin-kinaz inhibitor)
rendelkezik FDA vagy EMA engedéllyel és van forgalomban valamilyen szolid vagy
hematologiai daganattipus esetében (Fiiggelék, 1. tablazat) [95]. Bar a gatolt fehérje a
legtobb esetben pontosan meghatarozott és specifikus célpont, azonban csak néhany
esetben ismeriink olyan molekularis markereket, melyekkel megjosolhatnank és
kivalaszthatnank azt a betegpopuléciot, ahol a gyogyszer hatdsfoka a legmarkansabb
lenne. A gyogyszer hatasaval sszefiiggd, prediktiv markereket pozitiv biomarkereknek,

mig a rezisztencia fennallasat jelzoket negativ biomarkereknek nevezziik.
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2.6.1 Fej-nyaki daganatok

2.6.1.1 Standard, kemoterapidas lehetoségek

A fej-nyaki daganatok kezelésében nagy szerepe van a sebészi rezekcionak, mely az
utobbi évtizedekben nagy fejlédésen ment keresztiil, szem el6tt tartva a szerv és annak
funkcidinak meg6rzését. Korai stadiumu daganatok esetében igy elegend6 sebészi vagy
sugarterapia alkalmazasa, melyek hatékonysaga megegyezik [96]. Lokoregionalisan
elorehaladott daganatoknal a sebészi terapiat megel6z6 indukcids kemoterapia (vagy
kemoirradiaciés terapia) illetve a mutétet kdvetd posztoperativ citotoxikus kezelés is
szoba jon. A fej-nyaki daganatos megbetegedések kemoterdpias kezelésében
leggyakrabban platinaszarmazékokat (cisplatin és carboplatin), taxdn vegyiileteket
(paclitaxel és docetaxel) és 5-fuorouracilt alkalmaznak, altalaban kombinacioban [96].
Masodvonalbeli kezelésként alkalmazhaté a metotrexat kezelészer is [96]. Recidiv és/
vagy attétes daganatok esetében lehetdség van a kemoterapias kezelés cetuximabbal

valo kiegészitésére is [96, 97].

2.6.1.2 Engedélyezett (FDA, EMA dltal) célzott terdpids daganatellenes szerek
Cetuximab (Erbitux)

A cetuximab egy IgGl human-egér kiméra monoklonalis antitest, mely az EGFR
ligandkot6 helyéhez kapcsolodik. Az EGFR overexpresszidja gyakori jelenség fej-nyaki
daganatokban [74, 75], igy potencialis terapias célpontnak tinik. A cetuximab
kezeldszerrel 2001 6ta folynak kiilonbozé szintli klinikai vizsgalatok, hogy hatasat fej-
nyaki daganatok gyogyitasaban feltarjak [98]. Bonner és munkatarsai 2006-ban
kozoltek klinikai vizsgdlatuk eredményét, ahol radioterapias kezelést alkalmaztak
cetuximabbal kombinalva vagy 6nmagaban 424 lokalisan kiterjedt fej-nyaki daganatos
beteg esetében. Szignifikansan kedvezObb hatast talaltak a cetuximabbal kombinalt
agon, a betegek median lokoregionalis kontrollja majd 10 hdnappal hosszabbnak
adodott, mint az dnmagaban alkalmazott radioterdpia esetében és progresszidomentes
tulélésiik is kedvezobb volt. Emellett azt figyelték meg, hogy az akneiform kitités
kivételével komolyabb mellékhatasokat nem okozott a terapia cetuximabbal valo
kiegészitése [97]. 2009-ben az EXTREME Klinikai vizsgalatban kitjult vagy attétes fej-

nyaki daganatos betegeknél alkalmaztak elsd vonalban platina+5-fluorouracil kezelést
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cetuximabbal kombinalva vagy anélkiil. A f6 kérdés az volt, hogy javit-e — a toxicitas
szamottevé novekedése nélkiill — a betegek progressziomentes tulélésén a cetuximab
bevétele a terapias sémaba. A vizsgalat eredménye igazolta, hogy a cetuximab
alkalmazasa minden szempontbol elényds volt a kemoterapias kezelés mellett [99]. A
2014-ben publikalt RTOG 0522 klinikai vizsgalat ugyanakkor nem igazolt tulélési vagy
egyeb elonyt eldrehaladott daganatok esetén, amennyiben a radioterapia és cisplatin
mellett cetuximabot is alkalmaztak [100]. Sem az EXTREME, sem az RTOG 0522
vizsgalat soran nem taldltak Osszefliggést a daganatok EGFR expresszidja és a
cetuximab hatasa kozott. A legfrissebb (2016-0s) IMCL-9815 klinikai vizsgalat célul

6"™NK4_expresszio, HPV-statusz prediktiv voltanak vizsgalatat cetuximab +

tlizte ki a pl
radioterapia és radioterapia sikerességének eldrejelzésére. Az eredmények alapjan a
cetuximab alkalmazasa pl6™"*- és HPV-statusztol fiiggetleniil javitotta a klinikai

kimenetelt [101].

Vastagbélrak esetében (ahol a cetuximab szintén torzskdnyvezett hatdoanyag) a KRAS
mutacio negativ biomarkere a cetuximab terapia hatasossaganak, vagyis a KRAS vad
tipussal rendelkez6 daganatok jobban reagaltak a terapiara [102]. Ez a mutacié azonban
elenyészden ritka fej-nyaki daganatokban [53] és bar egy frissen kozolt tanulmany
Osszefiiggésbe hozta a KRAS egy 3’ nemtranszlalodé régioban talalhatod
polimorfizmusat a cetuximabra adott valasszal [103] — és ez az eredmény attorést

jelenthet — de modszertani részei miatt kritikaval kezelend6 [104].

Ezek alapjan lathato, hogy a fej-nyaki daganatok esetén jelenleg még nem rendelkeziink

megfeleld molekularis markerrel a cetuximab kezeldszer hatasanak eldorejelzésére.
Pembrolizumab (Keytruda) és Nivolumab (Opdivo)

A Pembrolizumab és Nivolumab két, frissen torzskdnyvezett immunterapias hatéanyag
kiujult és/vagy metasztatikus fej-nyaki daganatokban. Mindkét készitmény PD-1 ellenes
antitest, mely blokkolja a kapcsolatot a PD-1 és ligandja, a PDL-1 ko6z6tt és javitja a
betegek tulélését a standard terapidhoz képest [105, 106]. Merdben eltérd
hatasmechanizmusuk miatt azonban az immunterapias szerek ismertetésétél dolgozatom

soran eltekintek.
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2.6.1.3 Lehetséges terdpids célpontok
EGFR

Az EGFR prognosztikus ¢és terapias célpontként jatszott szerepe a monoklonalis antitest,
cetuximab részletezése soran emlitésre keriilt. Az antitest mellett kis molekulasulya
tirozin-kinaz gatloszerrel is gatolhatjuk az EGFR aktivitasat, melyek koziil jelenleg az
erlotinib, gefitinib, lapatinib és afatinib van klinikai forgalomban. Az erlotinib és
gefitinib szelektiven gatolja az EGFR receptort, mig a lapatinib az EGFR mellett a
HER?2 receptort is gatolja. Az afatinib irreverzibilis pan-HER-gatloszer, ami az EGFR
és HER2 receptorokon kiviil a HER4-et is gatolja. A gefitinib és a lapatinib klinikai
vizsgalatban nem hozott attorést [107, 108]. A cisplatinnal kombinalt erlotinib esetében
jol toleralhato és a standard kemoterdapidval 6sszemérhetd daganatellenes hatast mértek
[109], és monoterapiaban is gatolta a daganat progressziojat [110], de egyik kezelés
alkalmazasa sem hozott szignifikdns javulast. Egyediil az afatinib klinikai vizsgalata
zarult viszonylagos sikerrel, az afatinib kezelés a metotrexattal szembe allitva
szignifikansan hosszabb progresszidmentes talélést eredményezett. Az alcsoport

INK4
6

analizis alapjan a terdpia prediktiv markere a pl -negativitas [111].

MET

A MET tirozin-kinaz receptor expresszioja gyakori jelenség fej-nyaki daganatokban,
kiilonb6z6 vizsgalatok szerint a tumorok 41-82%-aban taltermelédik [112]. Ez
onmagaban felveti a MET-inhibitorok hasznalatanak lehetdségét ebben a
szembeni rezisztencia kialakuldsaban kettds. A fehérje fokozott aktivacidja egyrészt
negativ prediktiv faktor NSCLC-ben [113], bar mas kutatasok szerint ez csak nagyon
magas génkopiaszam esetén all fenn (t6bb, mint 12 kopia/sejt) [114]. Masrészt a
gefitinibbel és erlotinibbel szembeni masodlagos rezisztencia-mechanizmusok kozott
gyakori a MET amplifikacio, mely fontos célpontta teszi ezt a fehérjét azokban az
esetekben, ahol szerzett rezisztencia alakul ki EGFR-gatl6 terapiaval szemben [115]. In
vitro és in vivo adatok alapjan a MET amplifikacioé pozitiv prediktiv markere lehet a
crizotinib kezelésnek [116, 117]. A foretinib MET-gatloszer azonban legfeljebb stabil

betegséget, illetve minimalis daganatcsokkenést eredményezett kitjult és/vagy attétes
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fej-nyaki daganatokban, igy alkalmazasa csupan kombinacids terapia részeként

megfontolhato [118].
FGFR1

Az FGFR1 receptor génjének amplifikacioja a fej-nyaki daganatok 12%-aban van jelen
[52], mig fokozott termelddése a tumorok 82%-at érinti [119]. Goke és munkatarsai azt
talaltak, hogy a gén kopiaszdm valtozdsa nem, csak mRNS expresszidja korreldl a

daganatok FGFR-gatloszerre adott valaszaval [120].
PI3K/Akt/mTOR

A PIK3CA az egyik leggyakrabban mutalodo onkogén a fej-nyaki daganatokban [52,
53, 121]. A helikaz domén mutacidoja mind HPV-pozitiv, mind HPV-negativ
tumorokban hasonléan szamottevd [121]. A TCGA adatbazisaban a betegek 21%-a
rendelkezett PIK3CA mutacioval, 25%-uk egyben a gén kopiaszam emelkedésével is
rendelkezett [52]. Emellett PTEN mutéacié ¢és delécid is befolyasolja az utvonal
aktivitasat [122]. A PIK3CA aktivaciojat osszefiiggésbe hoztak NCI-60 daganatsejtek
EGFR-gatloval szembeni rezisztenciajaval [123]. Emellett a vastagbél és méhnyak
daganatokban eléfordulé PIK3CA mutacid cetuximab rezisztenciaval tarsul [124, 125].
A PI3K-gatlo buparlisib fazis II klinikai vizsgalatban szignifikdnsan hosszabb talélést
eredményezett paclitaxellel kombinalva, mint a kemoterapias kezelés 6nmagaban, bar a
mellékhatasok sulyosabbnak bizonyultak. A most kovetkezd fazis III vizsgalatok
fognak fényt deriteni a gyogyszer klinikai hasznara [126].

Src

Az Src citoplazma lokalizacioju fehérje taltermelddése agressziven progredialo
daganathoz vezet a fej-nyaki régioban [127]. Gatloszere, a dasatinib multikinaz
inhibitor (Src, PDGFR, BCR-ABL, c¢-KIT) ugyanakkor elbukott a klinikumban [128].
Mivel korabbi vizsgalatok feltartak, hogy a Src overexpresszioja MET aktivalason
keresztiil erlotinib rezisztencidhoz vezet, felmeriilt a két szer (dasatinib és erlotinib)

kombinalasanak lehet6sége [129]. Ez a stratégia sem jart sikerrel [130].
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2.6.2 Hasnyalmirigy daganatokban

2.6.2.1 Standard, kemoterapids lehetoségek

A hasnyalmirigy adenokarcindmak 50%-a mar klinikailag elérehaladott, metasztatikus
allapotban keriil felismerésre. Emellett a betegek 30-40%-anal, bar a daganat csak
lokalisan terjed ki, mutéti eltavolitasa mégsem Iehetséges. Ez a tulélési esélyeket az
elébbi esetben 7-11 hénapra, mig az utobbi esetben 11-18 hoénapra korlatozza [131].
Miitéti eltavolitas csupan a betegek 20%-anal johet szoba [132]. 1996-ban a gemcitabin
nukleozid-analog terapia bekeriilt a hasnyalmirigy daganatok terapids protokolljaba,
mivel az addig alkalmazott 5-FU terapianal hatasosabbnak bizonyult. Ez a median
tulélésben egy bd honapos javulast jelentett (5,6 honap gemcitabinnel vs. 4,4 honap 5-
FU-t alkalmazva) [133]. Ez a szer maradt az elmult husz évben a hasnyalmirigy
malignitasok elsoként valasztandd hatdéanyaga [132]. Az évtizedek soran természetesen
rengeteg probalkozas tortént az eldrehaladott hasnyalmirigyrak terapias lehetdségeinek
bdvitésére, a tulélés javitdsdra, azonban ezek nagy része negativ eredménnyel zdrult
[131, 132]. Csupan harom esetben végzddtek a klinikai vizsgalatok pozitiv, biztatd
eredménnyel. A gemcitabin + erlotinib [134], gemcitabin + Nab-paclitaxel (egy
albuminhoz kapcsolt paclitaxel hatéanyag) kombinaciok [135] és a FOLFIRINOX
(oxaliplatin, irinotecan, fluorouracil és leucovorin kombinacidja) [136] esetében.
Jelentds javulast a progressziomentes és teljes tulélésben — a gemcitabin monoterapiaval
szemben — csupan a FOLFIRINOX kezelés ért el (PFS 6,4 vs. 3,3 honap, OS 11,1 vs.
6,8 honap), azonban az Uj kezeldszer-kombinacid toxicitdsa nehezen tolerdlhatonak
bizonyult [136]. Emellett a legutobbi vizsgalatok alapjan gemcitabin terapiat kovetden,
masodvonalban a FOLFOX6 terapiaval (nanoliposzomas irinotecan fluorouracillal és
leucovorinnal kombinélva) is kedvezd hatast értek el toleralhatd mellékhatas profil

mellett [137].

2.6.2.2 Engedélyezett (FDA, EMA dltal) célzott terapidas daganatellenes szerek

Erlotinib

Jelenleg az  egyetlen célzott  daganatterdpids  lehetdség  hasnyalmirigy

adenokarcinomaban az erlotinib kis molekulasulyu EGFR tirozin-kinaz inhibitor. A szer
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terapias alkalmazasa egy 2007-ben publikalt klinikai vizsgalaton alapszik, ahol a
gemcitabin ¢és erlotinib kombinacidjaval kezelt betegcsoport teljes talélésén egy bd
honapot javitott a kontrol, csupan kemoterapiaval kezelt aghoz képest [138]. Ez az
eredmény csekély, de mindenképp figyelemre méltod, mivel minden mas célzott terapias

szerrel valdé kombinacié addig és azdta is kudarcot vallott.

Az egyetlen, a terapia sikerét eldrejelzé esemény a kezelés hatasara 1étrejovo kiiités,
molekularis markerrel egyelére nem tudtak Osszefiiggésbe hozni hatasat. A vizsgalat

ezen kiviil nem igazolt Osszefiiggést a szer hatdsa és a daganat EGFR statusza kozott

sem [139].

2.6.2.3 Lehetséges terapids célpontok
EGFR

Mivel az EGFR a hasnyalmirigy daganatok 40-70%-aban tultermel6dik [140, 141],
lehetséges gyogyszercélpontnak tekinthetjitk. Az erlotinibet 2007-ben engedélyezték
sejtvonalakon végzett kisérletekben [142]. A KRAS mutacidja azonban gyakran okoz
rezisztenciat EGFR-gatloszerekel szemben, igy — bar az erlotinib térzskdnyvében nem
szerepel korlatozas ezen a téren — a receptor tirozin-kinaz gatloszerek alkalmazasa a
csupan relativ ritka KRAS vad tipusu daganatokra korlatozodik [143]. A jelatviteli
utvonalban a receptortodl lejjebb elhelyezkedd, gyakran aktivalodé fehérjék miatt
leginkabb kombinacios terapiakban meriil fel az EGFR-inhibitorok hasznalata — mint az
alabb a KRAS esetében részletes ismertetésre keriil. Ugyanakkor még hianyoznak azok
a markerek, melyekkel kivalaszthatdo az a betegpopulacio, amelyiknek potencialisan

elénye szarmazhat a monoterapiabol [144].
KRAS

A KRAS mutacié kiemelkedé gyakorisaga miatt kézenfekvd célpont hasnyalmirigy
daganatok esetében. A KRAS direkt gatlasa ugyanakkor nehézkes. A RAS fehérjék
membranba helyez6déséhez a farnezil-transzferaz enzim aktivitasa sziikséges, igy tobb
probalkozas iranyult ezen enzim gatlasara. Ezek az inhibitorok (tipifarnib, lonafarnib)
egyelére nem hoztak pozitiv eredményt a klinikai vizsgalatokban [145]. Az eddigi

vizsgaltok sikertelensége a kutatasokat az indirekt, jelatviteli uton lejjebb elhelyezked6
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fehérjék gatlasa iranyaba terelte. llyen fehérje a MEK protein kinaz, melynek szamos
gatloszerét (CI-1040, selumetinib, trametinib, PD0325901, refametinib) tesztelték mar
MEK-gatlok a daganat remissziojat illetéen valamennyivel jobban teljesitettek a
standard kemoterapidhoz képest, a betegek talélését nem hosszabbitottak meg
statisztikailag szignifikansan [58, 146, 147]. A gatloészerek hatastalansagara
magyarazatot adhat egy 2012-ben, Prahallad és munkatarsai altal k6zolt vizsgalat, ahol
a RAS/Raf/MEK/ERK fttvonal gatlasa (BRAF-inhibitor alkalmazasaval) CDC25C
fehérjén keresztiil torténd visszacsatolas révén az EGFR/PI3K/Akt utvonal
aktivalodasat eredményezte. A munkacsoport ezen a szalon elindulva szinergizmust
mutatott ki a BRAF- és EGFR-inhibitorok kozott [148]. Az elébb emlitett mechanizmus
létezését hasnyalmirigy daganatokban is igazoltak és bizonyos esetekben MEK-
inhibitorokat PI3K-gatloszerekkel kombinalva értek el szinergista a hatast [149, 150].
Azonban a tumorok kozotti molekularis mintazatbeli kiilonbség, ami meghatarozna

ezen terapias kombinaciok hatasat tovabbra sem ismert.
PI3K/Akt

A PI3K/Akt tvonal gyakran aktivalodik hasnyalmirigy adenokarcindmakban, melynek
egyik oka a PTEN alacsony szintje ezekben a daganatokban [151-154]. A
clinicaltrials.gov adatbazis szerint t6bb Akt-inhibitor (RX-0201, BKM120, triciribine)
van jelenleg is klinikai vizsgélatban és az Akt egyik jelatviteli célpontjat, az mTOR
fehérjét gatlo everolimus is jol szerepelt az eddigi vizsgalatokban [154].

MET

A MET tirozin-kindz receptor overexpresszidja gyakori jelenség hasnyalmirigy
daganatokban ¢és Osszefiigg a daganat agressziv viselkedésével [155]. Avan és
munkatarsai kimutattak, hogy MET-inhibitor crizotinib képes gatolni a hasnyalmirigy
daganatokban egy Ossejt-szeri sejtpopulacido novekedését és hatasa gemcitabinnal
kombinalva feler6sodik [156].

Egyéb

A KRAS mellett leggyakrabban mutalodé masik harom gén (TP53, CDKN2A, SMAD4)

tumorszuppresszor fehérjéket kodol, igy csupan indirekt moédon lehetséges a funkcidjuk

kiesésekor aktivalodott titvonalak gatlasa [58].
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2.7 Precizios onkoldgia és transzlacios medicina jelentosége a

daganatterapiaban

A humén genom publikacidja ota eltelt b6 15 évben a szekvenaldsi moddszerek
gyorsasaga jelentdsen megnétt és a koltségek is megfizethetokké valtak. Vilagszerte
vizsgalatok a leghatékonyabb terapia kivalasztasa érdekében (precizidos medicina). Az
uj-generacios szekvenalds lehetové tette tobb gén akar Osszes exonjanak nagy
lefedettséggel, egyszerre torténd vizsgalatat. Akar tobb személybdl szarmazo daganat
orokitbanyaganak vizsgalata is lehetséges ugyanazon a chip-en egyedi ,,vonalkod”-
ligalasi technologia segitségével. Mara mar tobb cég (Illumina, Thermo Fisher-
IonTorrent) arul daganat specifikus géneket célzottan szekvenalé NGS-paneleket, mint
az ,lonTorrent Ion Ampliseq Cancer Hotspot Panel”-je (50 onkogén ¢és
tumorszuppresszor), ,,Comprehensive Cancer Panel”-je (t6bb, mint 400 daganatokkal
kapcsolatba hozhaté gén) vagy az Illumina ,,TruSeq Amplicon - Cancer Panel”-je. A
genetikai hattér ilyen mértéki feltérképezésével azonban hatalmas adatmennyiség keriilt
a klinikusok birtokaba, melybdl a ténylegesen hasznalhat6, terapids relevancidval
rendelkezé informacié kinyerése szinte lehetetlennek tlinhet [157]. A nyers genetikai
informacié6 mellett annak terapias hasznar6l szo6lo esettanulmanyok is hasznos
visszajelzést jelenthetnek a kutatok és klinikusok szamara egyarant, ami az adatbankok

1étrehozasat, informatikai technologiak fejlesztését tette siirgetévé [158, 159].

Emellett, mivel egy génen beliil tobb, a funkciojat legkiilonb6z6bb modokon modositd
mutacid, tultermelédés, citogenetikai eltérés fordulhat eld, fontossa valt ezek minél
pontosabb megismerése, mely in vitro modszerekkel lehetséges. Tehat egyre inkabb ugy
tlinik, hogy a klinikai kutatoknak a legnagyobb hatasfok érdekében kollaboralni kell az
alapkutatas bioldgusaival, statisztikusaival és informatikusaival a daganatokban talalt
eltérések ,,driver”, azaz a daganat kialakulasat/progresszidjat iranyit6 szerepének minél
pontosabb megismerése érdekében. Az alapkutatasban talalt megallapitasok klinikai
hasznat el6szor in vitro daganatsejtes modelleken, majd allatmodelleken kell igazolni,
mieldtt a tényleges kezelésbe épitenék Oket. Ezen preklinikai modellek feladata, hogy

athidaljak a rést az alapkutatas ¢és klinikai kutatas kozott, azaz ,,leforditsak”, atalakitsak
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az alapkutatds eredményeit a betegek szamdra is hasznosithaté termékekké,

modszerekké. Ezért is hivjak ezt a tudomanyagat transzlacios medicinanak [160].
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3 Celkituzeések

Kutatasunk soran archivalt (formalin-fixalt, paraffinba agyazott, FFPE) daganatos

szovetmintakat vizsgaltunk, mely lehetdséget nyujtott a daganatokban eldforduld

DNS/mRNS/fehérje szintii elvaltozdsok pontosabb megismerésére. Segitségiikkel

meghatarozhattuk a kiilonb6zo lokalizacioji daganatok genetikai hatterét, feltarhattuk a

lehetséges célpontokat, amik akar egy fej-nyaki vagy hasnyalmirigy tumorban — tehat

lokalizaciotol fiiggetleniil is — azonosak lehetnek. A daganatos sejtvonalakon végzett in

vitro kisérletek segitségével pedig vizsgalhattuk a talalt célpontok gatlasanak terapids

hatasat.

A bemutatasra keriil6 munka konkrét célkitiizései a kovetkezok voltak:

Archivalt FFPE szovetmintak vizsgalata DNS/fehérje szinten a lehetséges
molekularis markerek irdnydba, melyek potencidlis célpontok vagy
prognosztikus illetve prediktiv markerek lehetnek a daganatterapia soran.
Fluoreszcens in situ hibridizaciés modszert alkalmazva kivantuk vizsgalni a
PIK3CA és MET gének kopiaszam valtozasat. Emellett célul tiiztiik ki a
p16"™““immunhisztokémia és a HPV DNS-alapi detektalasanak
osszehasonlitasat, prognosztikus értékének vizsgalatat.

Sejtvonalak tanulményozasa, genetikai hatteriik pontos elemzése és hasznalata
a lehetséges tirozin-kindz gatloszeres kezelések hatasdnak modellezésére.

Célul tiztik ki a hasznalt sejtvonalakban eléfordulé mutaciok
meghatarozasat wuj-generacios szekvenalassal. Vizsgialni kivantuk a
fehérjeexpressziot és a jelatviteli utvonalak aktivitasat.

Molekularis biomarkereken alapulé alcsoportok meghatarozasa, amelyben
egy-egy kezelészer vagy kezelészer kombinacié kiemelkedden jo hatasprofillal
rendelkezik, majd ezek hatas- illetve rezisztencia mechanizmusainak feltarasa.
Eletképesség vizsgalatokkal kivantuk meghatarozni a sejtvonalak
kezeloszer-érzékenységét. Rezisztencia esetén a mechanizmus feltarasat,

kombinacios kezelések kidolgozasat tiiztiik ki célul.
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4 Anyag ¢s modszerek
4.1 Szovettani mintakon alkalmazott modszerek

4.1.1 Fej-nyaki daganatok

4.1.1.1 Adatgyiijtés, betegek

Fej-nyaki daganatos betegek archivalt, formalin-fixalt, paraffinba agyazott tumor
mintdit vizsgaltuk. A betegek 18 év felettiek voltak tovabba a nyalmirigy, orrgarati,
orrmellékiireg és nem lapham eredetli daganatok eltéré patologidjuk és klinikumuk
miatt kizarasra kertiltek. Az elhelyezkedés alapjan négy nagyobb régiot kiilonitettiink el,
ugymint cavum oris (szdjiireg), oropharynx (szajgarat), hypopharynx (garat), larynx
(gége). A laryngealis régid daganatait elhelyezkedés, kiterjedés alapjan harom alrégiéra
osztottuk, ugymint szupraglottikus, glottikus és transzglottikus tumorok. A klinikai

adatokat a korhaz elektronikus rendszeréb6l és korlapokbol gytijtottiik ki.

1. kohorsz:
152 fej-nyaki tumorral rendelkez6 beteg tumormintajanak vizsgalatat végeztiik el,
akiket 2000 és 2008 kozott kezeltek a Jahn Ferenc Korhdz Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-
Nyaksebészeti Osztalyan. A betegek kozel 80%-a eldrehaladott stddiumu daganattal
rendelkezett (3. tablazat).
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3. tablazat: A betegek paraméterei a diagnézis idépontjaban: Az 1. kohorsz esetén

Klinikopatologiai ~ Betegek
paraméterek (N=152), N (%)
Nem

Ferfi 112 (73,7)

N6 40 (26,3)
Eletkor 28,05

Stadium besorolas
T

T1

T2

T3

T4

Nem eléerhetd

NO
N1
N2
N3
Nem elérheto
M
MO
M1

Nem elérheto

2. kohorsz:

intervallum: 36-86

19 (12,5)
38 (25,0)
52 (34,2)
39 (25,7)
4 (2,6)

61 (40,1)
35 (23,0)
45 (29,6)
7 (4,6)
4 (2,6)

136 (89,5)
12 (7,9)
4 (2,6)

Klinikopatologiai Betegek
paraméterek (N=152), N (%)
Stadium
| 14 (9,2)
I 18 (11,8)
11| 42 (27,6)
v 74 (48,7)
Nem elérheto 4 (2,6)
Grade
| 19 (12,5)
I 92 (60,5)
11| 36 (23,7)
Nem elérheté 5(3,3)
Lokalizacio
Szdajiireg 10 (6,6)
Szajgarat 53 (34,9)
Algarat 32 (21,1)
Gége 55 (36,2)
Szupraglottikus 28 (18,4)
Glottikus 20 (13,2)
Transzglottikus 7 (4,6)
Nem elérhetd 2(1,2)

124 fej-nyaki laphamrakkal rendelkez6 beteg tumormintajanak vizsgalatat végeztiik el,

akik 2012 ¢és 2014 kozott a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-

Nyaksebészeti Klinik4jan részesiiltek kezelésben. A betegek részletes adatait a 4.

tablazatban Gsszegeztiik.
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4. tablazat: A betegek paraméterei a diagnozis idépontjaban: A 2. Kohorsz esetén

Klinikopatologiai

Betegek

Klinikopatologiai Betegek
paraméterek (N=124), N (%) paraméterek (N=124), N (%)
Nem Stadium

Férfi 99 (79,8%) I 16 (12,8%)
’ N6 25 (20,2%) I 18 (14,4%)
Eletkor 60,36 m 24 (19,2%)

intervallum: 41-91 IVa 46 (36,8%)

Stadium besorolas Vb 14 (11,2%)
T IVe 6 (4,8%)

T1 22 (17,6%) Nem elérhetd 1 (0,8%)

T2 36 (28,8%) Grade

T3 32 (25,6%) I 10 (8,0%)

T4a 24 (19,2%) I 56 (44,8%)

T4b 10 (8,0%) m 44 (35,2%)

Nem elérhetd 1(0,8%) Nem elérhetd 15 (12,0%)
N Lokalizacio

NO 59 (47,2%) Szajiireg 3 (2,4%)

N1 19 (15,2%) Szdjgarat 46 (36,8%)

N2a 7 (5,6%) Algarat 27 (21,6%)

N2b 19 (15,2%) Gége 49 (39,2%)

N2¢c 15 (12,0%)

N3 5 (4,0%)

Nem elérhetd 1 (0,8%)
M

MO 117 (93,6%)

M1 7 (5,6%)

Nem elérhetd 1 (0,8%)

4.1.1.2 TMA-blokk

Mindkét kohorsz esetén 7-7 TMA-blokk késziilt TMA Master késziilék segitségével
(3D HISTECH Kift., Magyarorszag). A blokkok 2 mm atmérdjii szovethengereket

»core”) tartalmaztak. Minden beteg esetén 3-5 szovethenger kiszardsa tortént
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crer

A péarhuzamos mintak értékelésekor mindig a legmagasabb csoportbeosztast vettiik
figyelembe. Az elkésziilt blokkokbol 4 um vastag metszetek késziiltek adhézios

lemezre, melyeket a tovabbiakban ismertetett vizsgalatokhoz hasznaltunk fel.

4.1.1.3 Immunhisztokémia — manualis

A mintédk feliratozasat kdvetden deparaffinalast végziink, mely sordn haromszor 3 perc
xilolos aztatast, abszolut alkoholos Oblitést és leszalld alkoholsort (96%-90%-70%)
alkalmazunk kiivettanként szintén harom percig. A rehidraladsi folyamatot harom
desztillalt vizes Oblitéssel zarjuk, ahol kiilondsen iigyelink a szovethengerek
sértetlenségére.

Az endogén peroxidazok blokkoldsat a miattuk keletkezd erdteljes hattér
kikiiszobolésére alkalmaztuk. Ehhez 60 ml metanolhoz (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) iiveg kiivettaba 1 ml 30%-os hidrogén-peroxid (Sigma Aldrich) oldatot mértiink
¢és a lemezeket belehelyezve 15 percig inkubaltuk. Az inkubalast haromszori csapvizes,
majd haromszori desztillalt vizes Oblités zarja, allitja le.

Az elsddleges antitest minél effektivebb bekotddése érdekében sziikség van az
antigének feltarasara. Erre tobb modszer allt rendelkezésiinkre, melyek kozil mi a
HIER, avagy hdindukalta epitop feltarasi modszert alkalmaztuk. A minél egyenletesebb
feltaras érdekében mikrohulldimi melegitést hasznaltunk (Whirpool JT 366
mikrohullamu késziilék). A kivalasztott feltaro puffer oldatot (TRIS-EDTA) megfelel6
koncentraciora higitottuk és 500 ml-t toltottiink beldle egy milanyag edénybe. Ebbe
fektettiik bele a lemeztartd allvanyba helyezett mintakat és foliaval lefedve 45 percig
melegitettiik a kivalasztott programon. A melegités utan a mintakat a puffer oldatban 10
percig hiilni hagytuk, majd hadromszori desztillalt vizes oblitést kovetden TBST oldatba
helyeztiik harom percre.

A connexin 43 antitest esetén az effektivebb antigén-hozzaférés érdekében emésztést
alkalmaztunk. Ehhez 49 mi desztillalt vizhez 1 ml tripszint (Gibco) mértiink, melyet 10
masodpercig alkalmaztunk, majd a mintakat TBST oldatba helyeztiik.

Az indifferens fehérjék blokkoldsat parasitdo allvanyban végeztiik. Az allvany véjatait
desztillalt vizzel toltottiik fel, és a lemezeket a vizszintes mintatartd mélyedéseibe

helyeztiik. A lemezekre el6zéleg egyenletesen 100 ul 5%-0s TBS-ben (pH 7,4) oldott
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BSA oldatot vittiink fel, amely igy egyenletesen fedte a szovetmintdkat. A mintakat az
oldat parolgésat elkeriilendd lefedtiik és az inkubaciot 20 percig végeztiik.

Az inkubdcios 1d6 leteltekor a blokkolo oldatot leitattuk a lemezekrdl és 100 pl 5%-0s
BSA oldatban megfelelé aranyban kihigitott (lasd 5. tablazat) elsddleges antitestet
mértiink fel rdjuk, amit egyenletesen eloszlattunk ¢és figyelve a vizszintes
elhelyezkedésre a parasitd allvanyba helyeztiik oket egy €jszakara (koriilbelil 16 ora
inkubacio).

Masnap az elsddleges antitest oldatot TBST-vel ledblitettiik, és harom percig mostuk.
Ezutan Novolink Post-Primary (nytlban termelt anti-egér IgG) antitestet vittiink fel
rajuk, és parasitd allvanyon 30 percig inkubaltuk. Ezt ismételt TBST oldatos blités és
mosas kovette. Masodlagos antitestként 2 csepp Novolink Polymer (anti-nytl poly-HRP
IgG) oldatot hasznaltunk 30 percig, melyet az inkubacios id6 letelte utan ledblitettiink.
A peroxidaz aktivitast UltraVision DAB kromogénnel tettiik lathatéva. Ehhez 100 pl
DAB kromogén + szubsztrat oldatot alkalmaztunk 1:50 aranyban higitva mikroszkdpos
kontroll mellett a barna szinreakcidig (5-10 perc). Deszillalt vizes 6blitést kovetden
hematoxylin oldattal magfestést végeztiink, és a felszallo alkoholsoros dehidralast
kovetden xilolbdl kiemelve Surgipath feddmédiummal fedtiik. 24 6rds szaradas utén a

mintak digitalizasra készek voltak.

5. tablazat: Immunhisztokémia soran alkalmazott antitestek és higitasuk

Név p53 Ki67 p16™K EGFR Connexin 43

Gyarto Novocastra ~ DAKO LabVision- Ventana- Cell Signaling
Thermo Roche

Higitas 1:400 1:1 1:400 11 1:100

Kiértékelés
Legalabb harom, minimum 200 tumorse;jtbdl a1l régidt vizsgaltunk.

6™ 4  connexin 43), illetve az

A festett tumorsejtek szdzalékos aranya (Ki67, p53, pl
érintett tumorsejtek szdzaléka és festddésiik intenzitdsanak szorzata (EGFR) alapjan a 6.

tablazatban 6sszefoglalt csoportositdsokat alkalmaztuk.
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6. tablazat: Immunhisztokémiai festés kiértékelésekor elkiilonitett csoportok

Csoportok 1 2 3 4
Ki-67

p53 <5% 6-20% 21-60% >61 %
connexin 43

Csoportok 1 2 3

EGFR ‘ 0-200 201-300 301-400
Csoportok 1 2

p16™r ‘ <75 % >75 %

4.1.1.4 Immunhisztokémia — gépi

A p16™* antitest a rutin diagnosztikiban alkalmazott, igy esetében a 2. kohorsz
folyaman gépi festés is rendelkezésiinkre allt, mely ndveli a reprodukalhatosagot és
ezaltal jobban validalhato.

Az immunhisztokémiai jelolést Benchmark XT IHC/ISH fest6automataval végeztiik. A
deparaffinalas EZ Prep (Ventana, Tucson, AZ, USA) oldattal tortént, melyet az epitop
feltaras kovetett elészor 30 percig 95°C-on, majd 4 percig 100°C-on Cell Conditioning
Solution pH 8 (Ventana) oldattal. Az endogén peroxidazok blokkolasara UV inhibitor
(Ventana) oldatot hasznaltunk 6 percig 37°C-on. Az els6dleges antitestet (Clone CINtec
E4H6, Ventana) 32 percig alkalmaztuk 37°C-on 1:100 higitasban. A masodlagos
antitest, UV HRP UNIV MULT (Ventana) oldatot 8 percig hasznaltuk szintén 37°C-on.
A szinreakci6 eldhivasa DAB kromogénnel tortént (XT Ultraview DAB v3 kit) a
megfestéshez pedig HEMATOXYLIN II (Ventana) oldatot hasznaltunk. A folyamat
egyes lépései kozott mosasokat alkalmaztunk, melyeket Reaction Buffer Concentrate
(Ventana) megfeleléen higitott oldataval végeztiink. A folyamat végén a lemezeket

fedomédiummal fedtiik le és digitalizaltuk.
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4.1.1.5 Fluoreszcens in situ hibridizdacio

A metszeteket az immunhisztokémianal emlitett moédon xilollal és leszallé alkoholsorral
deparaffinaltuk. Ezt kdvetden citrat pufferrel (pH 6) 30 perces mikrohullamua héindukalt
antigén feltarast végeztiink. A citrat pufferbol kiemelve a lemezeket desztillalt vizzel
ledblitettiik és 1-2 csepp pepszin oldatot oszlattunk el a szovetmintdkon. A pepszines
emésztés 37°C-on tortént nedveskamraban 5 percig, majd a folyamatot SSC pufferes
mosassal allitottuk le. Felszallo alkoholsorral tortént mosasok utan 10 ul kozvetleniil,
kettésen jelolt gén (PIK3CA és MET) + centromer (CEN3 és CEN7) specifikus probat
oszlattunk el a jelolendo felilleten (PIK3CA: Zytovision ZytoLight SPEC
PIK3CA/CEN3 Dual Color Probe, MET: Zytovision Zytolight SPEC MET/CEN7 Dual
Color Probe), fedélemezzel buborékmentesen fedtiik és Fixogum ragasztocementtel
szigeteltik mindegyiket a parolgas elkeriilése végett. A mintakat Termobright
hibridizal6é (Abbott) nedveskamraban inkubaltuk 10 percig 75°C-on, majd egy éjszakan
keresztiil 37°C-on. Masnap a mintakat vizfiirdoben eldmelegitett mosopufferben
mostuk haromszor 5 percig. Felszallo alkoholsorral térténd dehidralas utan pedig 15 pl
DAPI (Vector Laboratories) fedémédiummal magfestést végeztiik. A szdvetmintakat
fedolemezzel fedtiik és a felesleges fedomédiumot 10 perc inkubalas utan leitattuk. A
mintakat a sziikséges sziirokkel rendelkezé szkennerrel digitalizaltuk. A sziirdvaltas a
lehetséges képpont elcsuszasok elkeriilése érdekében latoterenként (field of view)

tortént.

Kiértékelés:

40 nem atfedd sejtmagban megszamoltuk ¢és regisztraltuk a piros (centromer
specifikus/CEN) és zold (gén specifikus/lokusz specifikus/L) jelek szamat. A
vizsgélatot két gyakorlott kiértékeld egymastdl fliggetleniil végezte. Nem egyezd
eredmények esetén harmadik vizsgélot vontunk be, akit az eldzetes besorolasokrol nem
tajékoztattunk. A csoportok megallapitasaban a UCCC-Cappuzzo kritériumrendszer
alapjan jartunk el, melyet tobb klinikai vizsgalatban is alapul vettek [161, 162]. A

pontos besorolast a 7. tablazatban osszegeztiik.
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7. tablazat: Fluoreszcens in situ hibridizaciés vizsgalat soran elkiilonitett csoportok

L= 2/sejt L= 3/sejt L=4+/sejt | L/CEN
Diszomia > 90%
Alacsony triszomia >10% <10%
< 40%

Magas triszomia > 40% <10%
Alacsony poliszomia >10%

< 40%
Magas poliszomia > 40%
Amplifikacio >2

A mintadk digitalizalasa

A konnyebb archivalds, a mérés reprodukalhatosidga ¢és a kiértékelés konnyitése
érdekében a mintdkat Panoramic Scan ¢és Midi késziilékekkel, 20-40x objektivvel
digitalizaltuk. A digitalizalt mintdk kiértékelésében Panoramic Viewer program, azon
beliil pedig az adatbazis-kapcsolt TMA Modul szoftver volt segitségiinkre. Ez a
program a mar elézetesen tablazatba foglalt klinikopatoldgiai adatokat kapcsolja a TMA

metszet megfeleld core-jahoz.

4.1.1.6 HPYV genotipizalds

A 2. kohorsz esetében HPV genotipizalast végeztiink. Ehhez az eldzetes vizsgalatunk

NK%_pozitivnak bizonyult FFPE mintdkbol DNS-t izolaltunk. Az extrakci6

soran pl6
QIAmp FFPE Tissue Kittel tortént a gyarto altal javasolt protokoll szerint (Qiagen,
Németorszag). A magas-kockazata HPV DNS kimutatasat CONFIDENCE™ HPV teszt
felhasznalasaval és HPV16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 genotipizdlassal a NEUMANN
Diagnostics (Budapest, Magyarorszag) cég végezte el. Az altaluk hasznalt TagMan-

alapt real-time PCR (QuantStudio™6 Flex platform) médszer HPV16 és 18 torzseket
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kiilon, mig a tobbi torzset egyidejileg vizsgdlja, majd pozitivitds esetén kiilon

reakcioban genotipizalja.

4.1.1.7 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist IBM SPSS Statistics for Mac v.22.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) szoftverrel végeztilk. A betegségspecifikus talélést a diagnozis idOpontja €s az
utols6 konzultacios alkalom kozott eltelt idobol hataroztuk meg. Az eseményt
megtorténtnek tekintettiik betegséghez kapcsolodd haldlozas esetén, vagy ha az egyén
az utolso vizsgalat alkalmakor nem volt tumormentes. A tlélés vizsgalatdra Kaplan-
Meier analizist hasznaltunk log-rank teszttel és Cox-regresszido analizist. Az
Osszefliggések vizsgalatara xz-pr(')bét ¢és Fisher-féle egzakt tesztet hasznaltunk Monte
Carlo szimulacioval. 95%-os konfidencia intervallumot hasznaltunk minden teszt
esetében és egy Osszefliggést szignifikansnak tekintettiink, amennyiben a p-érték 0,05
alattinak bizonyult.

4.1.2 Hasnyalmirigy daganatok

4.1.2.1 Adatgyiijtés, betegek

138 esetben, 2012 és 2016 kozott vizsgalt hasnyalmirigy daganatos beteg szekvenalasi
adatait gyjtottiik ki az Oncompass Medicine Hungay Kft. (Budapest, Magyarorszag)
adatbazisabol. 114 esetben uj-generacidos szekvendlds (NGS) tortént (IonTorrent
platform), mely 50 onkogén és tumor szuppresszor gén (8. tablazat) 207 amplikonjat
fedte le (Ion Ampliseq Cancer HotSpot panel v2), mig 24 esetben Sanger szekvenalas

tortént a KRAS 2-es exonja esetében.

8. tablazat: Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 iltal vizsgalt 50 gén

ABL1 BRAF EGFR FGFR1 GNAS IDH2 KRAS NPM1 PTPN11 SMO

AKT1 CDH1 ERBB2 FGFR2 GNAQ JAK2 MET NRAS RB1 SRC
ALK  CDKN2A ERBB4 FGFR3 HNF1A JAK3 MLH1 PDGFRA RET STK11
APC  CSFIR EZH2 FLT3 HRAS KDR  MPL PIK3CA  SMAD4 TP53

ATM  CTNNB1 FBXW7 GNAl1l IDH1 KIT NOTCH1 PTEN SMARCB1 VHL
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4.2 In vitro modszerek

4.2.1 Daganatos sejtvonalak szarmazasa és tenyésztésiik

4.2.1.1 Hasnydlmirigy daganatos sejtvonalak

Harom hasnyalmirigy daganatos sejtvonalat hasznaltunk in vitro kisérleteinkhez:
MiaPaCa2, BXPC3 és Pancl. Mindharom sejtvonal az ATCC sejtbankjabol szarmazott.
A Pancl sejtvonalat 10% FBS-t (fetal bovine serum, Lonza) és 1% antibiotikum mixet
(MZ, MycoZap Plus-CL, Lonza) tartalmaz6 DMEM médiumban tenyésztettiik, a
MiaPaCa2 sejtvonal esetében az el6bb emlitett médium még 2,5% 16szérumot is
tartalmazott (horse serum, Lonza), mig a BXPC3 sejtvonal tenyésztéséhez 10% FBS-t és
1% MZ-t tartalmazé RPMI médiumot hasznaltunk. A sejtek fenntartasa, tenyésztése és
a kisérletek inkubacidja egyarant 37°C-on és 5% CO, tartalmu parasitott termosztatban

tortént.

4.2.1.2 Fej-nyaki daganatos sejtvonalak

Vizsgalatainkhoz két fej-nyaki daganatos sejtvonalat hasznaltunk: FaDu (szarmazas:
algarat, primer tumor) és Detroit 562 (szarmazas: garat, metasztazis). Mindkét sejtvonal
az ATCC sejtbankjabol szarmazott. A Detroit 562 sejtvonalat EMEM, mig a FaDu
sejtvonalat DMEM médiumban névesztettiik 10% FBS, 1% MZ antibiotikum mix és

0,1% hozzaadott natrium-piruvat jelenlétében.
4.2.2 Tirozin-kinaz inhibitorok

Munkank sordn féként az FDA altal mar engedélyezett, klinikai haszndlatban 1évd
szereket, esetleg fazis III klinikai vizsgalatban 1év$ tirozin-kinaz gatloszereket
hasznaltunk. Az EGFR (HER-receptorcsalad) gatloszerei: afatinib (Selleckchem,
Miinchen, Németorszag), erlotinib (Selleckchem), MEK-inhibitorok: trametinib
(Selleckchem), refametinib (RDEA119, ChemieTek, Indianapolis, IN, USA),
PD0325901 (ChemieTek) selumetinib (AZD6244, SYNthesis), Akt-gatloszer:
triciribine (MK2206, ChemieTek), Src-inhibitor: dasatinib (Selleckchem) voltak.
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4.2.3 Eletképesség mérések

A sejteket a mar emlitett koriilmények kozott 80%-os konfluencidig novesztettiik. Ezt
kovetden a sejteket 96 lyuku steril sejttenyésztd lemezekre (Perkin Elmer) raktuk ki
ugy, hogy minden pozicidban 1000 sejt legyen 150 pul médiumban. A sejteket 24 6ran at
hagytuk letapadni, majd monoterapia esetén 5 uM-0s, kombinacids terapia esetén 5+5
uM-0s maximalis koncentraciordl inditott csokkend kinaz-inhibiror higitasi sorral
kezeltik meg. 72 oOra inkubacid elteltével a sejtek életképességét CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Németorszag) segitségével allapitottuk
meg. A lumineszcencidt BioTek Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader késziilék
segitségével mértilk meg. A kisérleteket minden esetben legalabb hdromszor ismételtiik
meg. A gorbék illesztése GraphPad Prism version 7.00 for Mac (La Jolla, CA, USA)

szoftverrel tortént.
4.2.4 Gyogyszer-szinergizmusok vizsgalata (Compusyn)

A lehetséges gyogyszer-szinergizmusokat és az 50%-0s effektiv dozisnal definialt
kombinacios indexeket (ClI) Compusyn programmal allapitottuk meg. A program a
median-effektus és a kombinacios index - isobologram elveken alapszik [163].

A program altal generalt kombinacios indexek 1-es érték alatt gyogyszer-szinergizmust
jelolnek. Leginkabb additiv hatast jelent a 0,75 és 1 kozotti Cl érték, mig efelett
antagonizmusrol beszéliink. Kutatasunk soran allandé (1:1) aranyban alkalmazott

hatéanyag kombindciokat hasznaltunk.
4.2.5 DNS izolalasa sejtvonalakbol és tj-generacios szekvenalas

A daganatos sejtvonalakbol torténé DNS kinyerésére azonos modszert alkalmaztunk,
mint amely tumoros szovetmintak esetén szokasos. Ezzel is igyekeztiik
Osszehasonlithatobba tenni eredményinket. Megkozelitéleg 500000 darab sejtet
gyljtottink be DNS izolalas céljabol, melyet QlAamp DNA FFPE Tissue Kittel
(Qiagen) végeztiink el a gyartd itmutatasai alapjan. A DNS-konyvtarat ITon AmpliSeq™
Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval készitettiik a gyartd altal
megadott protokollt kdvetve. Roviden, 50 gén 207 génfragmentumanak amplifikalasat

végeztiik el multiplex PCR-rel (lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2, Thermo Fisher
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Scientific). Az igy kapott szekvenciakra részleges emésztés utan specialis, ugynevezett
,vonalkod” szekvenciakat ligaltunk (Ion Xpress™ Barcode Adapters), mely lehetové
teszi a kiilonb6z6 mintakbol szarmazo konyvtarak egyszerre torténd szekvenalasat. A
konyvtarak megtisztitdsa a reagensektol AgencourtTM AMPure™ Xp reagenssel tortént,
az elualds DNaz-mentes vizzel tortént, amely igy nem zavarja a késobbi reakciok
sikerességét. A tisztitott konyvtarakat Agilent Bioanalyzer DNA chip (High Sensitivity
DNA Kit, Santa Clara, CA, USA) segitségével kvantifikaltuk és 318 Chip-en lon PGM
késziilékkel szekvenaltattuk meg a Sequomics Kft. laboratériumaban (Moérahalom,
Magyarorszag). Az atlagos mintankénti leolvasasok szama 200000 vagy afeletti volt.
Az eloforduld génvariansokat az Oncompass Medicine Kft. erre a célra fejlesztett

szoftverével elemeztiik kisziirve az alacsony mindségti, alpozitiv eredményeket.

4.2.6 Western blot vizsgalat

A sejteket 90%-0s lefedettségig novesztettilk 6-lyukt steril sejttenyészté lemezen.
Amennyiben a fehérjeexpresszid és foszforilacié vizsgalata volt a cél ezt kovetden,
inhibitoros kezelés esetén 4/6 oras inkubacios id6 utan jégbe hiitott PBS-sel mostuk és
lizis pufferben (50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NacCl, 1% (v/v) NP-40, 2 mM EDTA, 2
mM EGTA, 50 mM NaF, 1 mM ditiotreitol, ImM natrium-ortovanadat and proteaz
inhibitor keverék (Merck KgaA, Darmstadt, Németorszag)) kapartuk fel a sejteket,
melyben tovabbi 30 percig jégen inkubaltuk. A lizatumokat 13000 g-n, 4°C-on 15
percig centrifugaltuk. A fehérjekoncentraciot Bradford méréssel hataroztuk meg. SDS-
PAGE segitségével 5-30 ug fehérjét szeparaltunk, majd PVDF membranra juttattuk at
elektrotranszfer modszerrel. A membranokat a megfeleld aranyban higitott elsddleges
antitestekkel (9. tablazat) 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk, majd mosast kovetéen
HRP- (tormaperoxidaz)-konjugalt masodlagos antitestbe (10. tablazat) helyeztiik,
melyben szobahémérsékleten 1 oran keresztiil inkubaltuk. A fehérjespecifikus csikokat
Western Lightning Plus-ECL, Enhanced Chemiluminescence szubsztrat segitségével
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) tettiikk lathatova és Image) v1.48 szoftverrel
kvantifikaltuk.

A fej-nyaki daganatos sejtvonalakon végzett inhibitoros kisérletek esetén 24 oras
¢heztetés és 100 nM Epidermal Growth Factorral (EGF) 30 percig torténd indukciot

kovetden tortént a sejtekbdl a fehérje kinyerése.
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Minden mérést legalabb haromszor ismételtiink meg azonos koriilmények kozott.

9. tablazat: Western blot analizis soran alkalmazott elsédleges antitestek

felismert fehérje gyarto klon katalogusszam  higitas
EGFR Cell Signaling D38B1 4267 1:4000
pTyrl068EGFR Cell Signaling D7A5 3777 1:1000
MET Cell Signaling L41G3 3148 1:2000
pTyrl234/1235 MET | Cell Signaling D26 3077 1:1000
HER?2 Cell Signaling D8F12 4290 1:1000
pTyrl221/1222HER2 | Cell Signaling 6B12 2243 1:1000
HER3 Cell Signaling D22C5 12708 1:1000
pTyrl289HERS Cell Signaling D1B5 2842 1:1000
Akt Cell Signaling 40D4 2920 1:4000
pSer473Akt Cell Signaling D9E 4060 1:2000
ERK 1/2 Cell Signaling 3A7 9107 1:8000
pThr202/Tyr204

ERK 1/2 Cell Signaling D13.14.4E 4370 1:4000
Src Cell Signaling 36D10 2109 1:1000
pTyr416Src Cell Signaling 2101 1:1000
connexin 43 Cell Signaling 3512 1:1000
a-tubulin Sigma- DM1A T9026 1:40000

Aldrich

10. tablazat: Western blot analizis soran alkalmazott masodlagos antitestek

Specificitas gyarto katalogusszam higitas
Anti-nyul 19G ‘ Cell Signaling 7074 1:2000
Anti-egér 19G ‘ Cell Signaling 7076 1:8000
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4.2.7 Fluoreszcens immuncitokémia

A sejteket steril 24-lyuku sejttenyészt6 lemezbe helyezett 12 mm-atméréji kerek
fed6lemezekre novesztettiik. Miutan a kelld konfluenciat elérték, 4%-0s pufferelt
formalin oldattal fixaltuk 6ket. Haromszori PBS-sel torténd mosast kovetéen 0,1%-0S
TBS-ben higitott Triton-X oldattal 10 percig permeabilizaltunk, majd az oldatot PBS-es
oblitéssel eltavolitottuk. Az indifferens fehérjék blokkolasa 5%-0s (m/V) BSA (bovine
serum albumin) oldattal tortént 30 percen Kkeresziil. Az els6dleges antitesteket
szobahdmérsékleten alkalmaztuk a megadott higitdsban (11. tdblazat). Masnap TBS-es
mosast kovetden kétféle fluoreszcens masodlagos antitestet (12. tablazat) vittiink fel
egyidejiileg a mintakra és hagytuk bekotni 1,5 6ran keresztiil. Végezetiil a be nem kotott
antitesteket eltavolito PBS-es mosast kovetéen DAPI (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) magfestést alkalmaztunk, a mintdkat Nikon Labophot 2 fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk és Spot kameraval készitettiink reprezentativ felvételeket.

11. tablazat Fluoreszcens immuncitokémia soran alkalmazott elsédleges antitestek

felismert fehérje gyarto klon katalogusszam  higitas
connexin 43 ‘ Cell Signaling 3512 1:100

a-tubulin ‘ Sigma-Aldrich DMI1A T9026 1:40000

12. tablazat Fluoreszcens immuncitokémia soran alkalmazott masodlagos antitestek

felismert fehérje  gyarto katalogusszam higitas
Alexa-Fluor 488 | Thermo Fischer A11001 1:500
anti-eger

Alexa-Fluor 546 | Thermo Fischer A110035 1:500
anti-nyul
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5 Eredmények

5.1 Prediktiv és prognosztikus biomarkerek vizsgalata fej-

nyaki daganatokban

5.1.1 APIK3CA és MET CNG gyakorisaga

Fluoreszcens in situ hibridizacios modszer alkalmazasaval a fej-nyaki daganatos mintak
koziil 7 esetben (5%) PIK3CA és 3-as kromoszoéma diszomiat, 35 esetben (26,5%)
alacsony triszomiat, 3 esetben (2%) magas triszomiat, 55 esetben (42%) alacsony
poliszomiat és 26 esetben (20%) magas poliszomidt mutattunk ki. Hat szovetminta
(4,5%) esetében valddi amplifikaciot figyelhettiink meg. A MET gént illetéen 26
esetben (20%) diszomiat talaltunk az emlitett gén és a 7-es kromoszomara vonatkozoan,
alacsony triszémia 58 (44%), mig magas triszomia 3 (2%) esetben igazolddott. A
poliszomias daganatos mintdk koziil 37 (28%) alacsony, mig 7 (5%) magas aranyban
sem sikeriilt igazolnunk. (13. tablazat) A fluoreszcens in situ hibridizacios vizsgalat

reprezentativ mikroszkdopos képei a 7. abran lathatok.

13. tablazat: A FISH-vizsgalat soran elkiilonitett csoportok: A betegeket a UCCC-
Cappuzzo kritériumrendszer alapjan az alabb lathato hat csoportba osztottuk. Bekeretezve
a kopiaszam emelkedéssel rendelkez6 (CNG) kategoriaba sorolt csoportok lathatok: MET

gén esetében alacsony és magas poliszomia, mig PIK3CA esetében magas poliszomia és

amplifikacio.
MET, N (%) PIK3CA, N (%)

Nincs adat 21(13,8) 20 (13,2)

Diszomia 26 (17,1) 7 (4,6)

Alacsony triszomia 58 (38,2) 35 (23,0)

Magas triszomia 3(2,0) 3(2,0)

Alacsony poliszomia 37 (24,3) 55 (36,2)

Magas poliszomia 7 (4,6) _56_6_7—5 ___________________ ‘i
Amplifikacio 0 (0) 6 (3,9) i
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7. abra: Fluoreszcens in situ hibridizaciés vizsgialat reprezentativ mikroszképos
felvételei: PIK3CA gén (z6ld) és 3-as kromoszoma centroméra (piros) esetén a) normal

génkopiaszam b) és c) PIK3CA amplifikacio d) PIK3CA és 3-as kromoszoma poliszomia

5.1.2 APIK3CA és MET CNG prognosztikai szerepe

A UCCC-Cappuzzo kritériumrendszer alapjan 6 csoportot kiilonitettiink el. Hogy
érzékelhetdveé tegyiik a kiilonbozo csoportok betegségspecifikus tulélésbeli kiilonbségét,
Kaplan-Meier analizist hasznaltunk log-rank teszttel és Cox proporcionalis hazard
regressziés modellt alkalmaztunk. A grafikonon a tobbitél szignifikansan elkiiloniilve
futott a PIK3CA amplifikacidéval és magas poliszomiaval rendelkezd esetek tulélési
gorbéje. Ezen citogenetikai elvaltozdsok esetén a betegek szignifikdnsan rosszabb
prognodzissal rendelkeztek, mint az alacsony poliszomidval, alacsony és magas
triszomiaval vagy normal généllomannyal rendelkezd tarsaik. A MET gén esetében
kutatasunk soran nem taldltunk valodi génamplifikaciot, de a magas poliszomias

kategoriaba sorolt betegek mellett az alacsony poliszomidval rendelkezdk esetében is
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szignifikansan kedvezdtlenebb progndzist igazoltunk a tobbi csoporthoz (alacsony és
magas tirszomia illetve diszomia) képest.

Megfigyeléseinket alapul véve a génstatusz prognosztikai szerepe alapjan két csoportot
kiilonitettiink el. A PIK3CA gén esetében a magas poliszomiaval és az amplifikacioval
rendelkez6 eseteket neveztiilk magas kopiaszamuaknak (copy number gain, CNG), mig
a MET gén esetében a magas poliszomiaval rendelkezd esetek mellett az alacsony
poliszémiaval rendelkezdket is ebbe a kategoriaba soroltuk.

Szignifikdns Osszefiiggést talaltunk a MET ¢és PIK3CA génstitusz ¢és a
betegségspecifikus tulélés kozott. A normal génstatusszal rendelkezd (CNG nélkiili)
betegek esetében szignifikdnsan hosszabb tulélést, kedvezdbb prognozist allapitottunk

meg. (MET: 31 vs. 19 honap; p=0,013 és PIK3CA: 23 vs. 16 honap; p=0,037, 8. abra)
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8. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbe normal (kék) és emelkedett génképiaszammal
(CNG, zold) rendelkezé betegek esetében: A) PIK3CA és B) MET génekre

vonatkozoan
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5.1.3 PIK3CA CNG osszefiiggése a p16'"*-statusszal

Szignifikans 0sszefliggést taldltunk az alacsony p16INK4 -expresszio (75% vagy azalatti)
¢s a PIK3CA gén kopiaszam emelkedése kozott, mig a MET gén esetében ugyanez az
Osszefliggés nem adodott szignifikansnak (14. tablazat). Ez a megfigyelés utalhat arra,
hogy a HPV-negativ daganatok a PIK3CA gént gyakrabban sokszorositjak fel, mint a
HPV infekcidval rendelkezok.

14. tablazat: Osszefiiggés a p16'™** immunhisztokémiai festédés és PIK3CA/MET
CNG kozott: A PIK3CA génkopiaszam emelkedése szignifikansan gyakoribb volt a

p16"™“-negativ esetekben.
p16™ 4 IHC p-érték
negativ pozitiv
PIK3CA Normal 712 27 p=0,036
PIK3CA CNG 29 3
Nincs adat 13 7
MET Normal 61 26 p=0,279
MET CNG 34 9
Nincs adat 17 4

514 A PIK3CA é MET CNG osszefiiggése a betegek

klinikopatologiai paramétereivel

¥’-proba és Fisher teszt hasznalataval elemeztik az sszefiiggést a klinikopatologiai
paraméterek (tumor stadium, grade, lokalizacio, TNM) és a vizsgalt gének kdpiaszam
valtozasa kozott.

A grade és stadium vizsgalatakor nem talaltunk szignifikans dsszefliggést a PIK3CA és
MET gének citogenetikai statuszaval.

Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a négy major lokalizacio és a vizsgalt genetikali
elvaltozas kozott, habar az algarat esetében gyakoribb volt a kdpiaszam emelkedéssel
rendelkezé betegek szama a tobbi lokalizacidhoz képest (p=0,09). A gége régio6

daganatai koziil a glottikus daganatok esetében szignifikdnsan kevesebb PIK3CA és
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MET CNG-s esetet talaltunk, mint a supraglottikus daganatok esetében (Fisher-féle
egzakt teszttel vizsgalva PIK3CA p=0,036; for MET p=0,033) A vizsgalt paraméterek,
festések Cox-regresszid analizisének eredményei a 15. tablazatban keriilnek

ismertetésre.

15. tablazat: Egyvaltozés Cox-regresszio analizis: a klinikopatologiai paraméterek,

biomarker expresszio és gén kopiaszam emelkedés esetén fej-nyaki daganatos betegekre

vonatkozdan

Paraméter p-érték HR 95% KI

Alsé Fels6
Kor 0,860 1,038 0,689 1,562
Stadium 0,000 1,754 1,346 2,285
Grade 0,004 1,650 1,176 2,316
Lokalizacio 0,000 0,750 0,639 0,881
EGFR 0,004 0,512 0,326 0,804
p16'™ 0,416 0,814 0,496 1,336
Ki-67 0,217 1,447 0,805 2,601
MET CNG 0,013 1,179 1,130 2,801
PIK3CA CNG 0,037 1,650 1,031 2,642

5.1.5 A MET CNG osszefiiggése a daganat EGFR expresszigjaval

Héaromcsoportos rangsorolasi rendszert alkalmaztunk az EGFR immunhisztokémiai
festés intenzitdsdnak megitélésére. Az alacsony és kozepes intenzitasu festéssel
ellentétben a magas proteinexpressziot mutatd mintadkban alacsonyabb aranyban volt
jelen MET génkopiaszam emelkedés (p=0,019). A PIK3CA esetében nem talaltunk
szignifikans kapcsolatot az EGFR proteinexpresszioval. A Ki-67 beosztas esetén egyik
gén kopiaszam ndvekedése sem volt Osszefliggésbe hozhato a proliferacio intenzitasat
tikrozo festodéssel (PIK3CA p=0,1, MET p=0,123). Nem talaltunk Osszefliggést a

vizsgalt CNG-k és a p53 immunhisztokémiai pozitivitas kozott sem.
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5.1.6 pl16™““statusz lokalizaciobeli Kkiilonbségei és prognosztikai
jelentosége fej-nyaki daganatokban

Az 1. kohorsz betegeit is tartalmazd, de annal nagyobb esetszamu, korabbi kutatasunk

6/NKe expressziojat egy korabbi beosztas szerint vizsgaltuk, mieldtt

soran a daganatok pl
megjelent volna a 75%-o0s homogén mag és/vagy citoplazma festddésre vonatkozo
ajanlas. Ebben az esetben a Ki-67 festés soran is alkalmazott immunfestédési
szdzalékokat hasznaltuk, tehat 21% feletti festddés esetén soroltuk a daganatot a
pl 6'NK4_

immunhisztokémia esetében ritkdn beszélhetiink intermedier festédésrol, legtobbszor

6™ pozitiv  kategéridba. Tapasztalataink alapjan azonban a pl

vagy alig fest6dé vagy igen erételjes festddést mutatd mintakkal talalkozunk. Emiatt
eredményeinket a 2. kohorsz esetében alkalmazott, szigoribb kiértékeléssel
Osszehasonlithatonak tartjuk.

A korabbi vizsgalat sordn szignifikdns Osszefiiggést taldltunk a betegek tulélése és a
pl

tuléléssel rendelkeztek, mint a pl

INK4 INK4
6 6

-statuszuk kozott. A pl -pozitiv betegek szignifikdnsan jobb median

INK4 - . e . 1n
6 " "-specifikus immunreakciéval nem fest6do

tumorral rendelkezdk (median talélés 55 honap vs. 20 honap, p=0,0049, 9. abra).

100%
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60%
B p16™K4 pozitiv

B p16™NK4 pegativ

Tulélési hanyad
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9. abra: p16'*‘-stitusz és a betegségspecifikus tiilélés dsszefiiggése (1. kohorsz): A

INK4-
6

Kaplan-Meyer gorbéket 6sszehasonlitva a pl pozitiv betegek (piros gorbe) tulélése

INK4
6

szignifikansan jobb volt, mint a p1 -negativaké (kék gorbe).
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A 2. kohorszban 110 beteg esetében itéltilk meg ugy, hogy a szovethengerek festddése
megfeleléen értékelhetd. A 110 esetbél 19 (17,3%) bizonyult p16"™<*-pozitivnak (75%-
kos vagy afeletti tumorsejt festddési arany). A p16™K4-expresszié pozitiv és negativ
besorolast kapott szévetmintdinak reprezentativ mikroszkopos felvétele a 10. abran
lathato. A legmagasabb aranyu pozitivitast a szajgarat tumorai kdzott tapasztaltuk, mig
a tobbi régidé daganatai alacsonyabb aranyban (gége: 4,8%, algarat: 4,2%) vagy

egyaltalan nem (szajiireg: 0%) tartalmaztak ple™<

-pozitiv daganatmintat. A
lokalizaciobeli eltérések szignifikansnak bizonyultak (p<0,001). Az immunhisztokémiai

festés reprezentativ mikroszkopos felvételei a 10. abran lathatok.

%

6N immunhisztokémiai

10. 4bra: Reprezentativ mikroszkopos felvétel a pl
festésérol: A) p16™ “-pozitiv szovetminta (a daganatsejtek festédési aranya 75% vagy
afeletti) B) p16™<*-negativ szovetminta (gyakorlatilag nem figyelhetd meg fest6dd

tumorsejt)
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Amikor a prognosztikai analizis soran az Osszes elhelyezkedést vizsgaltuk, az elsé

publikacionk eredményeivel ellentétben nem talaltunk szignifikans eltérést a pl6"™<‘-

6'NK4-negatiV daganattal rendelkez6 személyek betegségspecifikus

festodott és pl
tulélésében (median talélés: 17,5 vs. 30,3 honap, p=0,107 log-rank teszttel, Cox-
regresszio: HR: 0,5 (95% CI: 0,212-1,181), p=0,114, 11A. 4bra)

Ezzel szemben, ha a vizsgalat soran kiemeltiik a szajgarat daganatait és ezen
lokalizacioban megvizsgaltuk a p16'NK4-pozitiV ¢s negativ daganattal rendelkezd
paciensek betegségspecifikus talélését, szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg. A
p16™K
p16™“negativ esetekhez képest (median talélés: 30,3 vs. 8,8 honap, p<0,001 log-rank

teszttel; Cox-regresszio: HR: 0,175 (95% CI: 0,059-0,520), p=0,002, 11B. abra). Nem
6NKé

‘_pozitiv szajgarati daganatok esetén szignifikdnsan jobb prognézist talaltunk a

talaltunk Osszefiiggést a daganatok pl -kifejezdése ¢és a T, N és M statusz,

stadium, hisztologiai differencialtsagi fok és a beteg kora kozott. Ez a megfigyelés mind

a szajgarati, mind az Osszes lokalizaciot egyiittvéve igaz volt.

A Osszes lokalizacio

pl6

I negativ

I pozitiv
= neg.-cenzoralt
poz.-cenzoralt

Tualélési hanyad

0,0+

T T T T T
0 10 20 30 40

Betegségspecifikus talélés (hdnap)
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11. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbe: pl -negativ (kék) és pl pozitiv (z6ld)

daganattal rendelkez6 betegek esetében A) az Osszes tumorlokalizaciora és B) a szajgarati

régiora vonatkozdan

5.1.7 A HPV-situtsz prognosztikai szerepe és a pl6'"<*-festés

specificitasa ennek elorejelzésére

A p16'NK4-pozitiV esetekben DNS-t izolaltunk és real-time PCR modszerrel HPV-
kimutatast végeztiink rajtuk 7 magas kockazatat HPV altipusra vontkozdéan (HPV
16,18,31,33,45,52 és 58). A 19 darab p16'NK4-pozitiV esetbdl 9 beteg daganatmintdjaban
tudtuk kimutatni a korokozot (HPV-pozitiv esetek), melybdl 8 esetben a leggyakoribb
HPV altipus, a 16-0s volt jelen. A fennmarad6é egy tumormintaban a HPV 33-as
altipusat mutattuk ki. Minden HPV-pozitiv minta a szajgarati régiobol szarmazott (16.
tablazat). Ez 21,4%-0s HPV- pozitivitasi aranyt jelent ebben a régioban (9/42).
Azonban a p16 HPV-pozitivitast prediktalo specificitasa a szajiiregi régiodban is csupan
56,3%-nak adodott (a szajgarati régioban 16 pl6-pozitiv esetbdl 9-nél mutattuk ki a

korokozo jelenlétét).

63



A HPV-pozitiv szajgarati tumorral rendelkezd betegek betegségspecifikus tulélése
szignifikansan jobb volt, mint a HPV-negativ esetekben (p16-negativ és p16 pozitiv, de
HPV PCR negativ) (median talélés: 25,9 vs. 9,5 honap, p=0,024 log-rank teszttel; Cox-
regresszio: HR: 0,217, 95% CI: 0,051-0,932, p=0,04, 12. 4bra)

16. tablazat: A pl6™K* -pozitivitis és a HPV-pozitivitasi arany Kkiilonbozé
p p p y

elhelyezkedésii daganatok esetén

Szdjgarat Gége Algarat Szdjiireg  Total

N (%) 42 42 24 2 110
(38,2%) (38,2%) (21,8%)  (1,8%) (100%)
p16™“_pozitiv | N 16/42 2142 1/24 0/2 19
% 38,1 4,8 4,2 0 17,3
HPV-pozitiv. | N 9/42 0/42 0/24 0/2 9
% 21,4 0 0 0 8,2
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12. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbe: HPV-negativ (PCR ¢és p16-statusz alapjan, kék)

és HPV pozitiv (z61d) daganattal rendelkezd betegek esetében a szajgarati régidban

INK4
6

5.1.8 A dohanyzas etiolégiai szerepe a pl -pozitiv fej-nyaki

daganatos paciensek korében

Mivel igen nagy ardnyban figyeltink meg HPV-negativ eseteket a p16'NK4-

immunhisztokémiaval pozitivitdst mutaté mintak kozott, megvizsgaltuk a dohdnyzési
szokasokat a pl6™*-pozitiv betegek esetében HPV-pozitiv és HPV-negativ
alcsoportokra bontva 6ket. Erdekes modon a HPV-pozitiv betegek korében nem
talaltunk a felmérés pillanatdban is dohanyzo6 egyént, és 55,4%-uk betegtorténetében
nem is fordult eld ez a tényezd. Mashonnan megkozelitve a HPV-negativ betegek
67,7%-a vallotta magat a kérddiv kitdltésekor is dohdnyzonak, mig minddsszesen 7%
volt, aki sosem dohanyzott.

A csoportok kozott tapasztalt kiilonbség szignifikdns volt a dohényzas tekintetében
(Fisher-féle egzakt teszt: p=0,002), mig az alkoholfogyasztasi szokasaikat illetéen nem

talaltunk szdmottevd eltérést a HPV-pozitiv és negativ esetek kozott.
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16. tablazat: Dohanyzas és HPV-statusz kozotti osszefiiggés pl -pozitiv betegek

esetében
Dohdnyzasi szokdsok Soha Régen Jelenleg is
HPV PCR - 7% 25,3% 67,7%
p16'NK4 +

‘ HPV PCR + 55,6% 44.4% 0,0%

Emellett érdekes modon nem talaltunk szignifikans estérést a plG'NK4

-pozitiv daganattal
rendelkezd betegeket vizsgalva a HPV-asszocialt és HPV-negativ esetek tulélésében
(13. abra, p > 0,05). Ez szintén utalhat arra, hogy a kivaltd tényez6t6l, mechanizmustol
fiiggetlentil (hogy az HPV-fert6zés vagy egyéb mutaciok, epigenetikai tényezok

hataséra torténik) a p16"™<*-expresszidja a prognozist meghatarozoé tényezs.

p16™K4-pozitiv daganatok
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HPV-negativ
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13. abra: p16"™*-pozitiv betegek Kaplan-Meier tulélési gorbéi HPV-pozitiv és HPV-

negativ esetekben
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5.1.9 Fej-nyaki daganatos sejtvonalak molekularis hattere és tirozin-

kinaz inhibitor érzékenységiik kozotti osszefiiggés

Munkénk kovetkezd szakaszdban olyan fej-nyaki daganat sejtvonalakat kerestiink,
amelyek minél jobban modellezik a betegmintakban feltart genetikai profilokat.

Western blot analizissel elvégeztik a FaDu ¢és Detroit 562 sejtvonalak
fehérjeexpresszios és foszforilacios vizsgalatit EGFR/pEGFR, HER2/pHER?2,
HER3/pHER3, MET/pMET, Akt/pAkt, Src/pSrc, ERK1/2/pERK1/2 fehérjéket illetden
(a pontos foszforilacios helyek megnevezése a 9. tablazatban taldlhatd). A vizsgalt
sejtvonalak mutacidi régdta ismertek a legfontosabb géneket illetden. A sejtvonalak
molekularis genetikai hatterét és MET-expressziobeli kiilonbségét a 14. abra mutatja be.
A FaDu és Detroit 562 sejtvonalak esetében a ErbB/HER-fehérjecsalad expressziojat
tekintve hasonlé eredményt kaptunk, a FaDu esetében tapasztaltunk enyhén magasabb
aktivitast, de ez a kiillonbség nem volt jelentds. A legszembetiindbb kiilonbség a MET-
expresszidban €s még inkabb a MET-aktivitasaban adodott, ami a Detroit 562 esetében
jelentdsebb. Emellett a receptoroktdl lejjebb elhelyezkedd fehérjék esetén (Akt, Src,
ERK) sem taldltunk nagyobb eltérést az expresszid, foszforilacid terén. Elmondhat6
tehat, hogy a két sejtvonal expresszidja a vizsgalt fehérjék koziil foként a MET

kifejezddésében és aktivitasaban tér el.

FaDu Detroit 562

e Mutans gén FaDu Detroit 562
3 ’ pY1234/1235 MET
C— TP53 R248L R175H
f—:' MET
“ a-tubulin PIK3CA H1047R

14. abra: A vizsgilt fej-nyaki daganatos sejtvonalak legfontosabb molekularis
eltérései: Mindkét sejtvonal TP53 mutaciot hordoz, emellett a Detroit 562 aktivald
PIK3CA mutaciot is. A két sejtvonal expresszios profilja a vizsgalt fehérjéket illetéen

kozel azonos, kiemelkedé azonban MET-expresszids és -aktivaciobeli eltérésiik.

A kis molekulasulyt, tirozin-kinaz inhibitoros kezelés soran kisebb, kétszeres

kiilonbséget tapasztaltunk a sejtvonalak afatinib érzékenységében, a Detroit 562
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PIK3CA mutians és MET overexpresszaldo sejtvonal esetében magasabb ICsp
koncentraciot mértiink. A dasatinib (multikinaz-, féként Src-gatldészer) kezelés
tekintetében azonban az el6bbinél joval nagyobb volt az eltérés a FaDu és a Detroit 562
sejtvonalak novekedésgatlasaban. A Detroit 562 sejtvonalon majdnem egy
nagysagrenddel kisebb ICso-koncentraciét mértiink. A két kezeldszer 1:1 ardanyt
kombinacidja pedig mindkét esetben szinergista hatast ért el (15. abra), azonban ez a

Detroit 562 esetében nem jelentett jelentés dozisredukciot a dasatinib monoterapiahoz

képest.
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—— Afatimib + dasatinib 1Csp: 22,37 nM —— Afatimb + dasatimb  ICsp: 29,4 nM

15. dbra: A vizsgalt fej-nyaki daganatos sejtvonalak inhibitor érzékenysége afatinib
és dasatinib kezeldszerre: Mindkét sejtvonal esetében szinergizmust tapasztaltunk a két
kezeldszer kombinacidjakor, azonban ez a Detroit 562 esetén nem jelentett jelentOs

dozisredukciot a dasatinib monoterapiaval szemben.

Amikor megvizsgaltuk az EGFR fehérje foszforilaciojanak valtozasat 1 uM dasatinib
kezelés hatasara a FaDu sejtvonalon, azt figyeltik meg, hogy a relativ EGFR-
foszforilacié atlagosan kozel duplajara nétt, mig a Detroit 562 esetében ez a valtozas
nem volt jelentds (16. abra). A jelatvitelben lejjebb elhelyezkedd, altalunk vizsgalt
fehérjék (Akt, ERK) aktivitdsa egyik esetben sem valtozott Iényegesen. Ezért azt
feltételezziik, hogy a HER-csalad minden tagjat jelentds mértékben expresszalé FaDu
esetében emiatt a visszacsatolas miatt tapasztalunk szinergista hatast a két kezeldszer
kozott kombindcidban alkalmazva. A dominansan MET-fiiggé Detroit 562 esetén a

visszacsatolasnak nincs mérvadd szerepe, a dasatinib monoterapia Onmagaban
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célravezetd lehet. A monoterapia sikere az Src fehérje MET aktivaldo képességében
keresendd, mig a FaDu esetében a MET-receptor blokadja a jelatviteli utak
atrendez6désén keresztiil az EGFR iranyaba tereli az aktivitast.

Annak tisztazasara, hogy a visszacsatolas milyen fehérjén keresztiil torténik és hogy az
Src-fehérje vagy valamilyen mas célpont (a dasatinib multi-kinaz gatlészer volta miatt)
valtja ki az EGFR aktivalodasat tovabbi, géncsendesitéses €s protein array vizsgalat

sziikséges.
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16. abra: Reprezentativ Western blot abra és harom fiiggetlen Kkisérlet
kvantifikacioja FaDu és Detroit 562 sejtvonalak dasatinib kezelése esetében: A FaDu
sejtvonal vizsgalata sordn dasatinib kezelés hatasara az EGFR-aktivitas kozel
kétszeresére novekedett, mig Detroit 562-nél a valtozas nem volt jelentds (atlagosan 1,16-

SZOros).
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5.1.10 A connexin 43 foszforilacioja és membran lokalizacioja

Megvizsgaltuk a kordbbi munkank soran prognosztikus értékiinek itélt connexin 43
fehérje expressziobeli és foszforilacios valtozasat a FaDu fej-nyaki daganatos
sejtvonalon az altalunk potencialis terapias agensnek itélt dasatinib és afatinib
kezelészerek esetében. Ehhez a sejteket 1 pM kezeldszerrel inkubaltuk 6 és 24 6ran
keresztiil és ezt kovetden az elkészitett sejtlizatumbol Western blot analizist végeztiink.
Ennek soran azt talaltuk, hogy a kontroll és dasatinibbel kezelt sejtek esetében a total-
connexin 43 fehérjérespecifikus jel felett két masik is jelen van (P1 és P2), mig az
afatinib esetében ez a masodik jel eltiinik és csupan a foszforilalatlan fehérje van jelen a
lizatumban (17. abra). Mas munkacsoportok korabban bizonyitottak, és ezt az antitest
gyartbja is megerGsitette, hogy ezek a szamfeletti csikok a connexin 43 fehérje
foszforilalt formai [85]. A vizsgalt foszforilacios helyek tobbek kozott az Akt-fehérje
célpontjai. Western blot analizisiink sordn azt talaltuk, hogy az afatinib teljesen legatolja
az Akt fehérjét, mig a dasatinib kezelést kovetéen az Akt tovabbra is szdmottevd
aktivitast mutat. A tapasztalt foszforilacios valtozas tehat az afatinib kezeldszer Akt-
gatld hatasanak tudhat6 be. Balla és munkatarsai oriassejtes csonttumorok esetében azt
tapasztaltdk, hogy a connexin 43 csokkent foszforilacidja esetén kevesebb fehérje
helyezddik ki és stabilizalodik a membranban.

Annak vizsgalatara, hogy hogyan valtozik a connexin 43 fehérje membranba
helyez8dése afatinib ¢és dasatinib kezelés hatasara fluoreszcens immuncitokémiat
végeztiink. Ehhez a fed6lemezen tenyésztett sejteket 6 ords kezeldszer inkubacionak
tettiik ki, majd a modszerek fejezetben leirt modon elvégeztik a fluoreszcens
immunreakciot. A reprezentativ mikroszkopos abran lathatd, hogy a kontroll és
dasatinibbel kezelt sejtmintak esetében érzékelhetden tobb connexin 43 plakkot latunk,
mint az afatinibbel kezelt sejtek esetében (17. abra). Az elégtelen feltaras és a FaDu
sejtvonal nagy sejtmag/citoplazma aranya miatt azonban nem latjuk a foszforilacié
csokkenése miatt a sejten beliil esetlegesen felhalmozodott, foszforilalatlan fehérjét.
Fontos megjegyezniink, hogy bar az esetszam nem reprezentativ, de 4 beteg esetében
rendelkezéstlinkre allt FFPE minta a daganatbol kezelés elott és a kezelés utan kigjult
recidivabol. Ebb6l harom esetben TPF (paclitaxel—cisplatin—5-Fluorouracil (5-FU))
kezelés tortént, aminek hatdsara két esetben csokkent, egy esetben pedig nem valtozott a

connexin 43 expresszidja a sejtmembranban. Igy mindenképp érdemes a tobbi
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hatéanyag, illetve a  paclitaxel rovid ¢és  hosszii  tavl,  connexinek
kifejez6désére/kihelyez6désére gyakorolt hatasanak vizsgalata a daganatos sejtvonalak

esetében.

kontroll afatinib dasatinib

Kl K2 Al A2 D1 D2

R AR ea B

Cx43 —> ‘ = e - K: kontroll
' R— A: 1 uM afatinib
’ D: 1 uM dasatinib

pSer473 Akt

Al i . 1.  mintasor: 6 oras kezelés
t - ) 2. mintasor: 24 oras kezelés

17. abra: Reprezentativ mikroszkopos felvétel és Western blot analizis connexin 43

(Cx43) fehérje foszforilaciojanak és membran lokalizaciéjanak vizsgalatara:
Afatinib kezelés hatasara a connexin 43 fehérje foszforilacioja eltiinik és 6 oOra kezelést
kovetden a membran lokalizacio6 is latvanyosan lecsokken. Ezt a jelenséget az afatinib

Akt-gatl6 hatasanak tudhatjuk be. A nyilak a connexin 43 plakkokat jelolik.
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5.2 Prediktiv és prognosztikus biomarkerek vizsgalata

hasnyalmirigy daganatokban

5.2.1 Hasnyalmirigy daganatos paciensek és sejtvonalak NGS

eredményének vizsgalata

A 138 vizsgalt DNS-szekvenalasi reakcido mindegyikében megtortént a KRAS onkogén
leggyakrabban el6forduléd (hotspot) mutacidinak vizsgalata. 114 esetben a vizsgalathoz
49 masik gén uj-generacios amplikon szekvenalasi adatai is rendelkezésiinkre alltak,
mig 24 beteg esetében csupadn az emlitett gén vizsgalata tortén meg Sanger-
szekvenalassal. Uj-generacios szekvenalassal 114-b3l 90, mig Sanger szekvenalassal
24-bd1 16 esetben talaltunk mutaciot a sériilékeny régiokban. Osszesitve tehat 106/138
esetben, a daganatok tobb, mint haromnegyedében igazolhaté volt KRAS mutécio. A
leggyakoribb elvaltozas a 2-es exon 12-es kodonjanak glicin/aszparaginsav cseréje volt
(G12D, 43/138), ezt koveti a valin (G12V) és az arginin (G12R). 9 esetben volt érintett
a 3-as exonban talalhato 61-es kodon, 1-1 alkalommal a 13-as és 19-es kodonok, mig
2/138 daganat glicin/cisztein (G12C) aminosevcserét hordozott a 12-es kodonban.

Az 10j-generacids szekvenalassal vizsgalt daganatmintdk esetében rendelkezésiinkre
allnak tovabbi gének amplikonjainak szekvencia analizis adatai is. A négy,
hasnyalmirigy daganatban leggyakrabban mutal6d6 gént illetéen TP53 mutacid 64/114
(56%), SMAD4 mutacio 16/114 (14%), mig CDKN2A mutacio 10/114 (9%)
daganatminta esetében igazolodott.

Ezen négy ,,hegycsticsnak” is nevezett gén mutacioja illetve azok egylittes eldfordulasa
a betegmintak ¢€s sejtvonalak esetében a 18. dbran lathato.

Az in vitro vizsgalatokhoz harom altalanosan hasznalt sejtvonalat alkalmaztunk:
MiaPaCa2, Pancl és BxPC3. A rajtuk elvégzett 0j-generacids szekvenalasi reakcid
eredményeként a kovetkezé mutaciokat igazoltuk: MiaPaCa2 (homozigdta mutacid
KRAS G12C, p53 R248W, NOTCH1 L2457V), Pancl (homozigéta mutaci6 a p53
R273H és heterozigbta mutaci6 KRAS G12D), BxPC3 (homozigéta mutdcid p53
Y220C és KDR Q472H). A {6bb drivereket érintd mutacidos mintazat alapjan a hasznalt
sejtvonalak a vizsgalt betegek 44,4%-at (51/114) reprezentaljak (18. abra).
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Fontos megjegyezni, hogy a BxPC3 sejtvonal esetén is kimutatott KDR Q472H
mutdciot tovabbi 42/114 esetben megtalaltuk a tumoros mintdkban is. Emellett
megemlitendd, hogy a MiaPaCa2 sejtvonalban jelen 1év6 NOTCHI mutdci6 nem
funkcionalis fehérjerészt érint és eziddig nem igazoltdk semmilyen hatasat a fehérje
aktivitasara, mig a KDR fehérjében talalt Q472H mutéciot korabban megfigyelték
melanémas betegek tumormintdiban, ahol csiravonalbelinek bizonyult és emelkedett

KDR foszforilacioval tarsult.
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18. 4bra: Hasnyalmirigy daganatok és sejtvonalak uj-generaciés szekvenalasi
adatai: A kodolo régioban el6forduld (misszenz, nonszenz, kereteltolddasos) mutaciok a
vizsgalt 50 gén esetében (sorok), a mintak (oszlopok, N=114) jelolésiikkel reprezentaljak
a mutaciok egylittes eléfordulasat. A csiravonalbeli mutaciokat eltérdé szinnel jeloltiik.
Piros kerettel jeloltik a COSMIC adatbazis alapjan legjelentésebb négy gént, melyet a

daganatsejtekkel vald dsszehasonlitasban figyelembe vettiink.

5.2.2 A sejtvonalak KRAS mutacioja és MEK-inhibitor érzékenysége

kozotti osszefiiggés

Megvizsgaltuk négy, elterjedten hasznalt MEK-inhibitor gatlé hatasat a harom
karakterizalt sejtvonalon. In vitro modelliinkben a MiaPaCa2 sejtvonal kiemelkedéen
nagy érzékenységet mutatott a MEK-gatloszerekkel szemben, viszont a Pancl
sejtvonalon A BxPC3

mindegyik hatastalannak  bizonyult. sejtvonalon  a
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kezel6szereknek a MiaPaCa2 sejtvonalnal tapasztaltnal valamivel gyengébb hatasa volt.
A legalacsonyabb ICsy koncentraciot akkor tapasztaltuk, mikor a sejteket trametinib
MEK-inhibitorral inkubaltuk (18. tablazat). A MiaPaCa2 sejtvonalon tehat a trametinib
mar monoterapiaban is erésen daganatellenes, akar klinikumban alkalmazhatd hatast
produkal.

A jobb hatas, klinikumban is alkalmazhato terapias dozis elérése €s a toxicitas esetleges
csokkentése érdekében a legjobb hatasfoku trametinibet a BxPC3 és Pancl
sejtvonalakon EGFR-inhibitorral kombinaltuk. Mivel in vitro koriilmények kozott az
afatinib dozisa in vitro jobban toleralhatobbnak bizonyul, mint az FDA altal
hasnyalmirigy daganatok esetén torzskonyvezett erlotinib (18. tablazat), igy ezt
alkalmaztuk a trametinibbel kombinacioban. A dozisredukcié mellett szinergista hatast
értiink el a KRAS vad tipusit BXPC3 sejtvonalon, mig a Pancl esetében csupan additiv
volt a két kezeldszer egyiittes hatasa (19. tablazat). Emellett megvizsgaltuk a trametinib
hatasat triciribine Akt-inhibitorral kombinalva is (19. abra). A két kezelOszer egyiittes
alkalmazasa mind a BXPC3, mind a Pancl sejtvonalon szinergista hatast ért el. Azonban
a Pancl sejtvonal esetében a szinergista hatas ellenére sem sikeriilt in vivo toleralhatd

kezeldszer koncentraciot elérni.

18. tablazat: A vizsgalt hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak inhibitor érzékenysége
életképesség vizsgalatuk alapjan: 1Cs, étrékek MEK-, EGFR-, és Akt —inhibitorokra

vonatkozdan MiaPaCa2, BxPC3 és Panc1 sejtvonalakon.

MiaPaCa2 BxPC3 Pancl
MEK-inhibitorok
PD0325901 30nM 380 nM >5 uM
selumetinib 130 nM 1270 nM >5 uM
refametinib 140 nM 830 nM >5 uM
trametinib <0,3 nM 38 nM >5 uM
EGFR (HER-csalad)-inhibitorok
erlotinib >10 uM 2,24 uM >10 uM
afatinib 1,19 yM 1,03 M 1,92 M
Akt-inhibitorok
triciribine 8,83 uM 4,56 uM 6,9 uM
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19. abra: Hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak inhibitor érzékenysége: I1Cs5, gorbék
MEK-inhibitor (trametinib), Akt-inhibitor (triciribine) €s EGFR-inhibitor (afatinib)
monoterapias illetve MEK+Akt (1:1)-/ MEK+EGFR (1:1) -inhibitor kombinacios kezelés

esetén BxPC3 ¢és Pancl sejtvonalakon, a gorbék GraphPad Prism version 7.00 for Mac
(La Jolla, CA, USA) szoftver felhasznalasaval késziiltek.
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19. tablazat: Szinergizmus igazolasa kombinaciés kezelések esetében: A kiilonbozo,
1:1 aranyban alkalmazott gydgyszerkombinacié ICsy koncentracioja BxPC3 és Pancl
sejtvonalakon, illetve Compusyn programmal megallapitott kombinacios index értékek

ugyanazon gyogyszerkombinaciok esetében.

IC5o koncentracio afatinib triciribine
BxPC3 <1 nM 7,97 nM
trametinib
Pancl 2,86 uM 3,69 uM
Kombinacios index (CI) afatinib triciribine
: tinib BxPC3 0,11 0,59
rament Pancl 0,79 0,23

5.2.3 A hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak tirozin-kinaz inhibitor

érzékenysége molekularis altipustol fiiggo

Western blot analizissel elvégeztik a harom sejtvonal fehérjeexpresszios és
foszforilacios  vizsgalatat EGFR/pTyrl068EGFR, Akt/pSer473Akt és ERK/
pThr202/pTyr204 ERK1/2 proteinekre vonatkozoan (20. abra). A Pancl és BxPC3
sejtvonalak rendelkeztek a legkiemelked6bb EGFR expresszioval, azonban csupan a
BxPC3 sejtvonal esetén volt kimutathaté szamottevé aktivacio is. A MiaPaCa2
sejtvonal rendkiviil alacsony EGFR-fehérjeszintet mutatott a tobbi sejtvonalhoz
viszonyitva. A Pancl sejtvonal esetében az Akt fehérje expresszidja mellett
foszforilacidja is jelentésnek bizonyult. Az ERK aktivitas legalacsonyabbnak a G12D
mutans Pancl sejtvonal esetében mutatkozott.

A KRAS G12D mutacidja esetén tiidorakos és vastagbél sejtvonalakban szakirodalmi
adatok alapjan a PI3K/Akt jelpalya aktivitasbeli novekedése jelentdsebb, mint a
MEK/ERK jelatviteli atvonalé. G12C mutacid esetében épp forditva, a MEK/ERK
jelpalya aktivitasa a szamottevobb. Vad tipusi gén esetén a két jelpalya jelentdsége
kozel azonos [164, 165]. Ezt a megfigyelést tiikrozi és alatdmasztja az altalunk hasznalt

hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak jelatviteli aktivitasa is.
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A MiaPaCa2 sejtvonal genetikai hattere szerencsés mutacids €s expresszios egyiittest
hordoz. A KRAS G12C mutacié foként a MEK/ERK jelpalyat aktivalja és az extrém
alacsony EGFR expresszi6 és aktivacio elhanyagolhatd visszacsatolasos Akt
aktivaciohoz vezet a trametinib kezelést kovetéen. Igy esetében a trametinib
monoterapia elegendd.

A Pancl sejtvonal esetében a PI3K/AKkt jelpalya jelentés aktivitasaval érthetdvé valik,
hogy ebben az esetben a trametinib egyediil a triciribine Akt-inhibitorral egyiittesen
alkalmazva ér el szinergista hatast.

A BXxPC3 sejtvonal nem hordoz KRAS mutaciot. Esetében a MEK/ERK ¢és PI3K/Akt
jelpalya hasonloan fontos, de kiemelked6 EGFR aktivitasa miatt a MEK-ERK-EGFR
negativ visszacsatolasi kor fontos szerephez jut. igy a MEK-gatlo trametinib
alkalmazasakor az EGFR foszforilacidoja megnd, atterelve a jelatviteli folyamatot a
EGFR-PI3K-Akt jelpalyara. Ebben az esetben tehat mindkét kombinacioval

dozisredukcid érhet6 el.
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20. abra: Protein expresszios és foszforilaciés analizis hasnyalmirigy daganatos
sejtvonalakon: A) EGFR ¢és pY1068 EGRF, Akt és pS473 Akt, ERK1/2 és
pT202/pY204 ERK analizise SDS-page/Western blot modszerrel. (B) A fehérje
expresszio ¢és foszforilacio szintje a KRAS vad tipusi BxPC3 sejtvonalhoz viszonyitva.
Az Osszes fehérje mennyiség kontrolljaként a-tubulint alkalmaztunk. A grafikonokon

legalabb harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagai lathatok.
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Ezt kovetden megvizsgaltuk a trametinib kezelészer EGFR-Akt utvonalra gyakorolt
hatasat a feltételezett visszacsatolasi mechanizmuson keresztil (21. 4bra).
Hipotézisiinkkel egybecsengd modon a MiaPaCa2 sejtvonal esetében nem taldltunk
valtozast az Akt fehérje aktivitdsdban a kontroll mintdhoz képest. Ezzel szemben az
aktiv EGFR fehérjét tultermeld BxPC3 sejtvonal kiemelkedden magas Akt aktivacioval
reagalt ugyanezen kezelésre. A Pancl sejtvonal Akt aktivitdsa a kezelt és kontrol
mintakban egyarant jelent6s volt, ami a kezelés hatasara nem valtozott. Ez az eredmény
egybecseng azzal a megfigyelésiinkkel, hogy egyediil a MiaPaCa2 sejtvonal volt

érzékeny trametinib MEK-inhibitor monoterapiara.

10 nM trametinib kezelésre adott valasz
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21. abra: Hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak valasza trametinib kezelésre: Total-
Akt és Akt aktivacios szint (pS473) Western blot analizissel vizsgalva. Az Osszes fehérje

mennyiség kontrolljaként a-tubulint alkalmaztunk.
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6 Megbeszéles

6.1 Precizios medicina: Molekularis marker alapa kezelés

jelentosége az onkologiaban

6.1.1 Génkopiaszam valtozasok szerepe a daganatok prognozisaban és

kezelésében (MET és PIK3CA)

Régota ismert, hogy a MET receptor tirozin-kinaz fehérje fontos szerepet jatszik a
tumortipus, tobbek kozott a fej-nyaki daganatok patogenezisében is felmeriil, igy
potencialis terapias célpont lehet [166]. Seiwert és munkatarsai immunhisztokémiaval
jelentés MET expressziot mutattak ki a fej-nyaki daganatok 85%-aban, mig qPCR
modszerrel magas génkopiaszamot (4-10 kopia/sejt) a tumorok 65%-aban talaltak [167].
Emellett a MET fehérjének jelentdséget tulajdonitanak fej-nyaki tumorok Ossejt-szerii
daganatsejtjeinek szaporodasaban is [168].

A MET génamplifikacio lehetséges prediktiv biomarkere a crizotinib ALK/ROS-1/MET
tirozin-kinaz inhibitor terapia sikerének, mely Gjabb bizonyitéka annak, hogy a MET
fehérjének vezetd, iranyitd (driver) szerepe van szamos daganat kifejlodésében [169].
Emellett nem-kissejtes tiidérakok masodlagosan kialakult EGFR-gatloszerrel,
dominans jelatviteli utvonal aktivaciojan keresztiil is [115]. A MET aktivacio szerepe az
EGFR-ellenes kezelésre mar meglévd, elsédleges rezisztencidban csak igen magas
(sejtenként 12 feletti) kopiaszam esetén johet szoba [114, 170]. Turke és munkatarsai
ugyanakkor mar a kiindulaskor is jelen 1év6 MET-amplifikalt klonokat mutattak ki
azokban a daganatokban, amelyekben késObb, a terdpia soran alakult ki az EGFR-
inhibitorral szembeni érzéketlenség. Ez utdbbi bizonyiték lehet a kezelés hatisara
kialakulo klonalis szelekciora, mely sordn az inhibitor érzéketlen, MET-amplifikalt
daganatsejtek felszaporodnak a tumorban, igy az ismételten névekedésnek indulhat
[171].

Vizsgalatunk sordn egyik betegmintdban sem taldltunk kromoszéman beliili MET

amplifikaciot. Ez az eredmény ellentmond a kordbban szajiiregi rdkokban talaltaknak
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[172]. Osszefiiggést mutattunk ki viszont az alacsony és magas kopiaszam (kopiaszam
novekedés) és a betegség kedvezdtlenebb kimenetele kozott. Ez az eredmény
egybecseng az Ach ¢és munkatarsai altal kozoltekkel, ahol hasonld Osszefliggést
igazoltak nyalmirigy daganatokban [173]. Ezek az esetek qPCR modszerrel nem lettek
volna detektalhatok vagy helytelen médon az amplifikélt kategdriaba soroltdk volna
Oket. A FISH modszert gyakran éri kritika szubjektivitdsa miatt, mivel a kiértékelés
mikroszkoppal torténik, azonban a qPCR modszerrel ellentétben a FISH képes a
tumoron beliili heterogenitas észlelésére. Ez utobbi tulajdonsaga pedig képessé teszi
arra, hogy kisebb, eltérd génstatusszal rendelkezd sejtpopulaciokat is ki tudjon mutatni.
A PIK3CA a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat 3-kinaz (PI3K) katalitikus p100a
alegységét kodolja, mely az egyik leggyakrabban mutalodo és gyakran felsokszorozddo
onkogén tobbek kozott a fej-nyaki daganatokban is [174]. Kiilonféle tumorok vizsgalata
alapjan kijelenthetd, hogy a PIK3CA génben eléforduld pontmutacionak nincs befolyasa
a tulélésre [175], de jobban eldrejelzi a PI3K-inhibitorok kedvezd hatdsat, mint az
amplifikacio [122]. A szakirodalom szerint a PIK3CA mutacioval rendelkez6 daganatok
kevésbé érzékenyek az EGFR-gatld kezelésre [124, 125], azonban az amplifikacio
szerepe ezen a téren még nem tisztazott. A kiértékelésre és kategorizalasra vonatkozo
algoritmus a PIK3CA esetében még nem olyan Kkiforrott és pontosan definialt a
szakirodalomban, mint a HER-2 vagy EGFR gének esetében. A leggyakrabban
alkalmazott modszer ebben az esetben is a qPCR, mely 6nmagédban nem képes a
poliszomia és valodi amplifikacio elkiilonitésére.

Korabban 0Osszefiiggést mutattak ki a PIK3CA amplifikiacié és a nyirokcsomod
metasztazis megléte (N) és a daganat kiterjedése (T paraméter) kozott, azonban ez a
tanulmany csupan 33 fej-nyaki daganatos beteg vizsgalatat tartalmazta [176]. Suda és
munkatarsai kimutattdk, hogy a qPCR moddszerrel megallapitott PIK3CA kopiaszam
emelkedés nyirokcsomé metasztazissal nem rendelkezd fej-nyaki daganatos betegeknél
kapcsolatban all a tumor korai kiujulasaval [177]. Az altalunk végzett kutatasban nem
csupan az amplifikalt esetekben, de a magas poliszémiaval rendelkezé tumoroknal is
kedvezdtlenebb tulélést tapasztaltunk.

Szignifikans Osszefiiggést talaltunk a daganat kiterjedése (T paraméter) és a PIK3CA
génkopiaszam kozott, azonban ugyanezt az Osszefliggést a nyirokcsomd metasztazist

vagy tavoli metasztazist illetden nem igazoltuk. Az elébbi megfigyelés tulajdonithatd
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annak is, hogy a 3q kromoszomalis régi6 felsokszorozodéasa a daganat progresszidjanak
egy késoi eseménye [178]. Nem talaltunk Osszefiiggést a négy fobb eclhelyezkedést
illetéen a daganat lokalizacioja és a PIK3CA gén kopiaszamanak emelkedése kozott,
azonban meg kell emliteniink, hogy az algarati régioban bar nem szignifikdnsan
(p=0,09), de hatarozottan gyakrabban fordult el6. Mivel munkacsoportunk korabban
kimutatta, hogy a tobbi elhelyezkedéssel 6sszehasonlitva ezen régi6é daganatainak van a
legrosszabb prognozisa [71], igy az algarati régioban kimutathaté lehetséges célpontok
jelentds valtozast hozhatnak a fej-nyaki daganatok progndzisaban. A gége daganatai
esetén a glottikus alrégioban viszont szignifikansan kevesebb PIK3CA kopiaszam
emelkedést talaltunk, amely aldtdmasztja a munkacsoportunk altal korabban igazolt
expressziobeli elkiiloniilését és lehetséges magyarazat a daganat tobbi régidhoz képest
jobb prognozisara [71].

Az EGFR fehérje taltermelddése a fej-nyaki daganatok kozel 90%-aban megfigyelhetd,
azonban a cetuximab kezelésre adott pozitiv valasz mindossze 10-13%-0s. Az
emelkedett EGFR-expresszido prognosztikus jelent6ségét korabban igazoltak ezen
tumortipus esetében [75]. Kutatdsunk soran szignifikans, forditott Osszefiiggést
igazoltunk a MET CNG ¢és magas EGFR-expresszid kozott. Ez a megfigyelés tobbek
kozott azért is érdekes, mivel a MET és EGFR gének egyarant a 7-es kromoszoman (bar
mas karjan) helyezkednek el. A jelenség magyardzatara harom lehetséges indoklast
talaltunk:

(1) A UCCC kritériumrendszer a génspecifikus jeleket veszi figyelembe kategoriak
felallitasaban, emiatt a poliszomids esetekben lehetséges, hogy a sejtben a kromoszéma
specifikus jelek szama a génre specifikusakénal alacsonyabb volt.

(2) Az EGFR FISH és IHC eredmény nem mindig egybecsengd. Bar néhany tanulmany
igazolt kozottik 6sszefliggést [75], masok nem tudtak alatamasztani ezt a megfigyelést
[179]. Tehat a kérdés tovabbra is nyitott, lehetséges, hogy az emelkedett EGFR
expressziot a kopiaszam valtozason tul egyéb szabalyozd mechanizmusok is alakitjak.
(3) Végiil, bar a MET esetében mar 10%-os poliszomia is fontosnak bizonyult, a magas
EGFR expresszioval rendelkezé mintdk esetében a tumorsejtek 80%-a esetén intenziv
immunreakciét talaltunk.

Az EGFR-expresszio és MET CNG kozott talalt forditott Osszefiiggést okozhatja a

daganat MET onkogén dependencidja is, mely negativ visszacsatolds révén csokkenti az
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EGFR utvonal jelentdségét a patogenezisben. Ez a megfigyelés tovabbi bizonyitékot
jelenthet a MET szerepére a klinikopatologiai tulajdonsagok kialakitasaban a MET
CNG-vel rendelkezd alcsoportban.

A p16'NK4-fehérje expresszioja gyakran hasznalt kozvetett jelzéje a HPV-fertézésnek.
Fej-nyaki daganatokban kozel 100%-o0s szenzitivitassal és 80-85%-os specificitassal bir
[180]. Munkénk soran forditott sszefiiggést igazoltunk a pl6™<*
PIK3CA CNG kozott, ami fontosabb szerepet tulajdonithat a PIK3CA CNG-nek
p16'NK4

a 3q26/28 régio — amely a PIK3CA gént is tartalmazza — kopiaszam emelkedése gyakori

-expresszio és a
-negativ/ HPV-negativ daganatokban. A TCGA nemrég publikalt adatai alapjan

volt a dohanyzassal Osszefliggd fej-nyaki tumorokban. Ezen tal mindossze két MET
amplifikacidoval rendelkezd daganatot taldltak, de minkét esetben kimutathatd volt a
dohanyzéas, mint kivalté tényezd. Kutatdsunk soran bar nem talaltunk szignifikans
osszefliggést a p16"™ *-expresszios és a MET CNG kozétt, azonban elmondhatd, hogy a
p16™K* _negativak kozott nagyobb ardnyban fordultak elé. Meg kell emliteni azonban,
hogy a TCGA adatbazisaban leginkabb szdjiiregi és gége daganatok talalhatok, csupan
kevés a szajgarati és algarati régiobol [52].

A Ki-67 a sejtosztodas szokasos markere. A proliferacié 6sszefligg a daganat agressziv
viselkedésével és terapiara adott valaszaval [71]. Bar a MET és PIK3CA egyarant fontos
szabalyozoi a sejtosztodasnak, mégsem figyeltiink meg Osszefliggést CNG-jiik és a Ki-

67 expresszio kozott.

6.1.2 p16"™<“-expresszié és HPV-pozitivitais magyar betegek fej-nyaki

daganataiban

nyaki daganatokban. Chaturvedi és munkatarsai novekvd incidenciat mutattak ki a nék
szajgarati, szajliregi és tiidé daganata esetében, mig a fiatal férfiak korében egyediil a
szajgarati régio daganatait érintette ez a tendencia [181]. Ez az eredmény is alatamasztja
a HPV-fert6zés hatasat a szajgarati daganatok novekvd eléforduldsara. A Castellsagué
¢s munkatarsai altal kozolt adatok alapjan a HPV pozitivitds ardnya 24,3%-0s a
szdjgarati régioban HPV-DNS/p16'NK4-expressziés kettés teszt alkalmazdséaval
vizsgalva [182]. Kutatasunk soran 21,4%-0S HPV-pozitivitast mutattunk ki az szajgarat
daganatai kozott pl6™* IHC/HPV DNS PCR egyiittes alkalmazasaval. A tobbi
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lokalizaciot illetden nem talaltunk mindkét modszerrel pozitiv kategériaba sorolhato
daganatot.

Habar tovabbra sincs megegyezés a szakemberek kozott, hogy mely modszerrel
torténjen a HPV kimutatasa [183, 184], Sache és munkatarsai az alkalmazott nyolc
lehetséges modszer illetve modszer kombinacid koziil a legmagasabb specificitast és
szenzitivitast a pl6™* THC és HPV DNS PCR egyiittes alkalmazasaval tudta elérni
[185]. Munkank soran a két javasolt moédszert egyidejiileg alkalmazva igen magas
aranyban mutattunk ki p16'NK4-pozitiV/HPV-negatiV daganatokat. Ez megmagyarazhat6
egyrészt a retinoblastoma (pRb) jelpalya érintettségével a dohanyzo betegekben,
masrészt nem vizsgalt HPV-torzsek szerepével a karcinogenezisben.

A p16™ *- ¢s HPV DNS-pozitiv esetekben egyarant szignifikansan jobb prognézist

mutattunk ki, mint a p16™<

-negativ és HPV DNS-negativ csoportban. Mar masok is
megfigyelték az indukcids kemoterapia és kemoradioterapia nagyobb hatasfokat HPV-
pozitiv betegekben [186]. Figyelembe véve a sebészi beavatkozas ¢és a kemoradioterapia
jelentés mellékhatasai mellett a HPV-asszocialt tumorral rendelkez6 betegek fiatalabb
¢letkorat, rengeteg Klinikai vizsgalat iranyul a terapia intenzitasanak lehet0ség szerinti
csokkentésére ¢és a toxicitds mérséklésére. Ang és munkatarsai a szajgarati daganatokat
alacsony, kodzepes, magas rizikoju csoportokba soroltak HPV-statuszuk, dohanyzasi
szokasaik, a daganatstadium és nyirokcsomod statusz alapjan [63]. O’Sullivan és
munkatarsai kockazatbecsld rendszer hasznélatat ajanljak a HPV-statuszt figyelembe
véve [187]. Ezek a klasszifikacios ajanlasok segithetnek, a terapia intenzitdsanak
csokkentésében anélkiill, hogy veszélyeztetnénk a pozitiv klinikai kimenetelt.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a p16'NK4-pozitiVités pontosabban elkiilonitette a
prognosztikus csoportokat, mint a p16™<“/HPV DNS PCR kettSs pozitivitds. Bar
dolgozatomnak nem képezi részét ezen markerek prediktiv szerepének vizsgalata,
Osszegzésként el kell mondanom, hogy mind a p16'NK4-p0zitiV, mind a p16'NK4/HPV
DNS PCR kettés pozitiv daganatoknak kedvezObb volt a neoadjuvans kemoterapidra
adott valasza.

A dohanyzas és az alkoholfogyasztés a fej-nyaki daganatok ismert kockazati tényezdje.
Ng ¢és munkatérsai publikdciojukban a dohanyzasi szokasok mérseklddését mutattak ki.
A népesség novekedésével a dohanyzok abszolut szama azonban tovabbra is

szignifikansan emelkedik [188]. Ebbdl fakadoan a dohanyzas tovabbra is fontos
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daganatkeltd agensnek szamit. Korabbi kozleményiinkben a magyarorszagi fej-nyaki
daganatos és egészséges egyének dohanyzasi szokasait vizsgaltuk, mely sordn azt
tapasztaltuk, hogy a fej-nyaki daganatosok 88%-a dohanyzott, mig az egészségesek
esetén ez az arany 54%-nak bizonyult [189]. Ezek a megfigyelések alatamasztjak, hogy
a dohanyzas, mint rakkeltd tényezdé hatasaval tovabbra is szamolnunk kell. A fej-nyaki
daganatok heterogén etiologidja miatt pedig figyelembe kell venniink annak a
lehetdségét, hogy a HPV patogén hatdsa €s a dohanyzas vagy alkoholfogyasztas hatasa
egyidejlileg all fenn. Munkéank soran azt figyeltiik meg, hogy a dohanyzéas gyakoribb
volt a HPV-negativ betegek esetében, de a HPV-hez kothetd daganattal rendelkezd
betegek esetében is 44,4%-volt ezen karos szenvedély eléfordulési gyakorisdga. Utdbbi
esetben szdmolnunk kell mindkét tényezd hatasaval. Erdekes médon a pl6™ *-
pozitivVHPV DNS PCR-negativ betegek 93%-anak anamnézisében fordult elé a
dohanyzas, ami alatamasztja a dohanyzas pRb jelatviteli Gitvonalra kifejtett, feltételezett
mutagén hatasat.

A TCGA legfrissebb adatai alapjan szignifikans eltérés van a HPV-negativ és HPV-
pozitiv daganatok molekularis hatterében [52]. Ezt tamaszthatja ala az a kutatasi
eredményiink is, hogy a PIK3CA génkopiaszam és pl6"™<*-expresszio kozott
szignifikans Osszefliggés all fenn. Ezek a kiilonbségek a mutaciokban vagy strukturalis
eltérésekben lehetové teszik szdmunkra, hogy a fej-nyaki daganatokon beliil
molekularis alapon alcsoportokat hozhassunk létre. Eredményeink hozzajarulhatnak
ahhoz, hogy a klinikai vizsgalatokba célzottan bevont, elGszelektalt populaciot
pontosabban behatarolhassuk és segitenek a legmegfelelobb, leghatasosabb terapias
lehetdség kivalasztasaban.

Tovéabbi, tobb intézet bevonasaval torténd, nagy esetszammal végzett vizsgalatok
sziikségesek, hogy validaljuk a p16™ * fehérjeszint fliggetlen prognosztikai értékét, és

bevezethetdvé valjon a mindennapi klinikai gyakorlatba.

6.1.3 Progresszios markerek potencialis valtozasa a daganat kezelése

soran — connexin 43

A connexin 43 egy régbta vizsgalt sejtkapcsold struktura, melynek expresszidja
Osszefliggést mutat egyes daganatok prognézisaval, progresszidjaval [80, 81]. Korabbi

publikéacionkban Osszefliggést talaltunk a connexin 43 fehérje expresszidja és a fej-
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nyaki daganatok prognodzisa kozott. Az alacsonyabb expresszidoval rendelkezd
daganatok esetében szignifikansan rosszabb volt a betegség kimenetele. [82]

Fej-nyaki daganatos sejtvonalon végzett Western blot vizsgalatunk soran mar 6 oras
afatinib kezelés hatasara (a connexin 43 kihelyez6dési ciklusa igen rovid, 5 ora koriili)
megfigyeltiik a P1 és P2 foszforilacios helyekre specifikus csikok eltinését. Balla és
munkatarsai az altalunk alkalmazottal (Cell Signaling, katalogusszam: 3512) azonos
antitestet hasznaltak, és a gyartd informacidja illetve PhosphocytePlus adatbézis
(www.phosphosite.org) alapjan ugy talaltdk, hogy antitestiink a Ser369, Ser372 és
Ser373 foszforilacios helyeket ismeri fel [85]. Ezek a foszforilacios helyek az Akt-
fehérje ismert szubsztratjai és defoszforilalt allapotban a csatorna miikodése gatolt, mig
foszforilalt allapotban a csatorna nyitasat, membranba helyez6dését eredményezik [85,
86].

Immuncitokémiai vizsgalatunk soran afatinib kezelés hatasara a connexin 43 specifikus
plakkok eltinését figyeltilk meg a sejtmembranbol. A dasatinib kezelés hatdsara nem
talaltunk valtozast sem Western blot vizsgalattal, sem fluoreszcens mikroszkopidval a
kontroll mintahoz képest. Mivel a felismert foszforilacios helyek modositasa az Akt-
fehérje aktivitdsdhoz kothetd, és az afatinib kezelés hatdsara (a dasatinib kezeléssel
szemben) az Akt S473 foszforilacio csokkent, feltételezhetéen ez a mechanizmus
vezetett a megfigyelt valtozdshoz. A jelenség mechanizmusanak pontos tisztazasa és
igényel.

Ugyanitt meg kell jegyezniink, hogy a 2., fej-nyaki daganatos kohorsz vizsgalata soran
néhany esetben rendelkezésiinkre allt a kezelés eldtti allapotbdl és utana a kigjult
daganatbol is archivalt szovetminta. Bar az esetszdm nem reprezentativ, elmondhato,
hogy a standard kezelést kovetden (paclitaxel, cisplatin, 5-FU) nagyobb aranyban
talaltunk a kitjult daganatban csokkent connexin 43 kifejez6dést a sejtmembranban. Bar
a hosszu tava kemoterapia hatasat nem vizsgaltuk sejtvonalakon, a klinikai mintakon
észlelt valtozas tovabbi iranyt ad a kutatdsunknak. Ugyanis ez a tendencia vélhetdleg a
terapia hatdsara alakul ki, igy tovabbi, nagyobb esetszdmon torténd vizsgalatot
terveziink a terapia és a connexin 43 expresszid/foszforilacié kapcsolatanak tényleges

bizonyitasara.
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6.2 Transzlacios medicina: Daganat sejtmodellek hasznalata

a rakkutatasban

6.2.1 Célzott terapias agensek eltéré hatasanak lehetséges okai fej-

nyaki daganatokban

Fej-nyaki daganatok esetében a célzott terapias lehetéségek igen korlatozottak, tovabbra
is intenziv kutatas folyik a lehetséges kezeloszerek, megfeleld molekularis markerek és
terapiat elorejelz6 hatasuk tisztazasara.

Az agressziv viselkedésli fej-nyaki daganatokban gyakran aktivalodo Src fehérje idedalis
célpontnak tlinhet [127], azonban gatloszere a dasatinib hatastalannak bizonyult a
klinikai vizsgalatokban [128]. Mivel az erdsen aktiv Src-vel rendelkezd daganatokban
EGFR-gatloszerrel szemben rezisztenciat figyeltek meg [129], felmeriilt a két Gtvonal
egylittes gatlasa (erlotinib+dasatinib), azonban ez a prébalkozas is kudarcba fulladt
[130].

Az éltalunk vizsgalt sejtvonalak esetében a Detroit 562 MET overexpresszalo és magas
alapaktivitasi sejtvonal érzékeny volt a dasatinib kezelésre, mig a FaDu sejtvonal
domindns HER-fehérjecsalad aktivitassal, azonban jelentéktelen MET aktivitassal
rezisztenciat mutatott a kezeldszerrel szemben. Erre a jelenségre magyarazatot adhat az
a kutatasi eredmény, mely szerint a MET fehérje az Src szubsztratja és gyakran HGF-
independens modon képes a receptor ativitdsanak fenntartasara [190]. A MET-
dominans sejtvonal esetében ez a mechanizmus vezethetett alacsony dasatinib doézisban
is jelentOs életképesség csokkenéshez. A FaDu sejtvonal esetében dasatinib kezelés
hatasara tapasztalt EGFR aktivaci6é (melyet a Detroit 562-nél nem sikeriilt igazolnunk)
pedig a jeldtviteli Gtvonalak atrendezddésének eredménye lehet a MET inaktivacio
hatasara. Ez az eltolodas (,,pathway shift”) gyakran megfigyelheté a két utvonal
gatloszerei esetében. EGFR-gatlasndl a MET, mig MET-gatlas esetén az EGFR
aktivitasanak névekedése vezet a daganat ,,megmenekiiléséhez” [114, 170, 191-193]. A
FaDu sejtvonalnal a dasatinib és afatinib (pan-HER gétloszer) egyiittes alkalmazasa
jelentds dozisredukciot eredményezett.

A pontos mechanizmus és a MET szerepének tényleges igazoldsa tovabbi kutatast

igényel.

86



6.2.2 Terapias valasz elorejelzése eltéré molekularis altipusba sorolt

hasnyalmirigy daganatok esetében

Kutatasunk soran 138 hasnyalmirigy daganatos beteg uj-generacios ¢és Sanger
szekvenalasi adatat elemeztiik. A daganatokban talalhato mutaciok el6fordulasi
gyakorisaga a COSMIC (cancer.sanger.ac.uk) adatbazisban fellelhet6vel kozel azonos
volt [53]. A KRAS és TP53 mutaciok gyakran fordultak el6 egyiittesen a daganatokban,
mig a CDKNZ2A és SMAD4 elvaltozasai ritkabban tarsultak hozzajuk. Mindossze egy
olyan esetet figyeltink meg, ahol a négy gén muticidja egyiitt volt jelen. Erdekes
modon a daganatok koézel 40%-aban jelen volt a KDR Q472H mutacidja, melyet
melanomakban, nem-kissejtes tiidérakban ¢és Ewing szarkémaban csiravonali
mutacioként azonositottak, ¢és  Osszefiiggésbe hoztak a receptor fokozott
foszforilacidjaval és az érhalozat stiriségével [194-196]. Ez a mutacié megfigyelhetd
volt a BxPC3 sejtvonalban is, de behatobb vizsgalatatol ezen kutatdsom soran
eltekintettem.

A vizsgalt sejtvonalak a KRAS mutacioval rendelkez6 hasnyalmirigy daganatok
genetikai sokféleségének a felét reprezentaltak. Az NGS vizsgalataink alapjan a
leggyakoribb KRAS mutacié ezen daganattipus esetén a G12D. A G12C (1-2%) csere
sokkal ritkabb a kaukazusi népesség korében. Ez utobbi mutacié vélhetdleg eltérd
fenotipusban nyilvanul meg, mivel jelenlétében a NSCLC betegek szignifikansan
kedvezdtlenebb prognozissal rendelkeztek [197]. Erdekes médon a japan populacioban
a G12C mutacio sokkal gyakoribb: a hasnyalmirigy daganatok 63%-aban igazoltak
jelenlétét [198].

Bar ugy tiinik, hogy a kaukazusi populacioban a G12C mutacio szerepe kevésbé fontos,
azonban kiemelked6en rossz prognodzisa és gyakori eléfordulasa mas népcsoportok
esetében fontos célpontta teszi hasnyalmirigy daganatok esetében is.

Emellett a COSMIC adatbazis alapjan a G12C mutacio a KRAS leggyakoribb 12-es
kodonbeli elvaltozasa tiidérakokban (39%), és vastagbél daganatokban szintén gyakran
megtalalhat6 (10,3%) [53].

In vitro farmakologiai modelliinkben négy MEK-gatloszer, két EGFR-inhibitor és egy
Akt-gatld vegyiilet hatasat vizsgaltuk. A kezel6szerek kozil a MEK-gatloszerek,
azokon beliil is a trametinib hatasa volt a legjelentdsebb a MiaPaCa2 sejtvonalon.
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Ebben az esetben szignifikans novekedésgatlas tudtunk elérni pusztan MEK-inhibitor
monoterapia alkalmazasaval is. Ez az eredmény egybecseng a Pentazzoni és
munkatarsai altal kozolt adatokkal, miszerint a MiaPaCa2 setjvonal esetében az
erlotinibbel valé kombinacio nem javitott szamottevéen a monoterapia hatasan [149],
azonban kutatasuk nem tért ki ezen jelenség molekularis hatterére. Az erlotinib jelenleg
az egyetlen FDA altal hasnyalmirigy daganatokban engedélyezett célzott terapias
hatéanyag, azonban Walters és munkatarsai kimutattak, hogy tobbek kozott a HER-2
receptor is fontos, gyakran tultermelédé protein ezen daganattipusban [199]. Nem
meglepd tehat, hogy kisérleteinkben az afatinib pan-HER inhibitor in vitro minden
esetben nagyobb hatast mutatott az EGFR-szelektiv erlotinibnél, igy a kombinacids
kezelésekben ezt alkalmaztuk. Erés szinergista hatast mutattunk ki az afatinib +
trametinib kombinacio alkalmazasakor a KRAS vad tipusu BXPC3 sejtvonalon, mig a
trametinib Akt-inhibitorral (triciribine) torténd egyiittes alkalmazasa a BXPC3 és Pancl
sejtvonalakon egyarant kedvezObb gatld hatast eredményezett, szintén Szinergista
modon.

Egy vastagbé¢l daganatos sejtmodellben Modest és munkatarsai eltéré ERK aktivitast
mutattak ki kiilonboz6 KRAS mutaciok jelenlétében [165]. lhle és munkatarsai a
kiilonféle KRAS mutécios altipusok esetében mas-mas jelatviteli itvonal aktivalodasat
figyelte meg [164]. Azt talaltak, hogy a G12C mutans tiidédaganatos sejtvonalak inkabb
MEK, mig a G12D mutansak inkabb PI3K-inhibitorokra érzékenyek. Prahallad és
munkatarsai  bizonyitottak  vastagbél —daganatokban, hogy BRAF-inhibitorok
alkalmazasakor az EGFR visszacsatolassal (a negativ visszacsatolas gatlasaval)
aktivalodik [148], melyhez hasonlé mechanizmust igazoltak MEK-gatlok vizsgalata
soran hasnyalmirigy daganatokban [150]. Azt is feltartak, hogy az emlitett
visszacsatolasnak igazan jelentds szerepe azokban a daganatokban van, ahol az EGFR
tultermelédik  [148]. Kutatasunk soran a MiaPaCa2 sejtvonal bizonyult a
legérzékenyebbnek MEK-gatloszerekkel szemben (kiemelkedden alacsony ICsq értéket
mértiink a trametinib esetében), mely sejtvonalnak az igen alacsony EGFR termelés
mellett KRAS G12C mutécidja van. Bloomston és munkatarsai a hasnyalmirigy
adenokarcinomak 69%-a esetén figyeltek meg EGFR taltermelést, ami azt is jelenti,
hogy a daganatok 31%-a a MiaPaCa2 sejtvonalhoz hasonléan alacsonyabb EGFR
expresszioval rendelkezik [141]. A BxPC3 és Pancl sejtvonal MEK-inhibitorokkal
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szemben tanusitott alacsonyabb érzékenysége szintén megmagyarazhatd eltéré KRAS
mutaciojukkal és EGFR expressziojukkal. A G12D mutans Pancl sejtvonal nagyobb
Akt alapaktivitast mutatott, ami a G12D mutans KRAS fehérje allando indukcidjanak
tudhat6 be. Ebben az esetben tehat az EGFR-gatloszerrel vald kombinacié nem vezetett
eredményre. A BXPC3 sejtvonal esetében a vad tipusi KRAS egyenléen aktiv,
valoszinlileg a magas EGFR aktivitastol fiiggdé MEK/ERK és PI3K/Akt utvonalakat
eredményez. Ebben az esetben a visszacsatolasi huroknak is nagyobb jelentésége van. A
BXPC3 sejtvonalnal tehat mindkét kombinacio (MEK+EGFR-gatlas, illetve MEK+AKkt
gatlas) szinergista gatld hatast ért el. Feltevésiink igazolasara az Akt fehérje
aktivitasanak trametinib hatasara bekovetkezé valtozasat vizsgaltuk meg. Az, hogy
kizarolag a BXPC3 sejtvonal esetében talaltunk aktivitas emelkedést MEK-gatloszer
hatasara, alatdmasztja elméletiinket.

A MEK ¢és PI3K/Akt vagy EGFR gatloszerek (erlotinib, labatinib) kombinacidjanak
szinergista hatasat korabban tobb esetben leirtak [149, 200, 201], illetve tobb klinikai
vizsgalat folyik az emlitett kezel6szerek egyiittes alkalmazasaval. Habar kutatasunk
csupan harom sejtvonalat vizsgalt, a KRAS G12D ¢és G12C mutacio, illetve EGFR
protein expresszid meghatarozo szerepét a MEK-gatloszerekkel szemben mutatott
érzékenységben eddig még sosem irtak le hasnyalmirigy daganatok esetében. In vitro
farmakologiai modelliink és a sejtvonalak gatloszer érzékenységének Osszesitd

eredményei a 22. abran lathatoak.
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22. abra: In vitro hasnyalmirigy daganat sejtmodell: Ez a modell az altalunk mért

protein expresszios ¢és életképesség vizsgalaton alapul. A MiaPaCa2 sejtvonal KRAS
G12C mutécioval és alacsony EGFR expresszioval kiemelkedéen nagy érzékenységet
mutat trametinib monoterapiara. Gyogyszerkombinacié alkalmazésa nem sziikséges,
csupan a kezelés toxicitasat novelné meg. A BxPC3 vad tipusu KRAS fehérjéje és magas
EGFR expresszidja/foszforilacidja miatt a trametinib hatasara bekovetkezd
EGFR/PI3K/Akt aktivacio jelent6s. Ebbdl kifolyolag a MEK-inhibitor EGFR- vagy Akt-
gatloszerrel vald kombinacidja egyarant jo valasztas, mivel mindkét esetben gyogyszer-
szinergizmus mutathaté ki. A Pancl sejtvonal rezisztens a MEK-gatlo kezelésre és az
EGFR gatlokkal valdo kombinacido sem csokkenti az ICsy értéket megfeleld szintre.
Modelliink alapjan a G12D mutacié (ami a PI3K/Akt utvonalat aktivalja) és az Akt-
protein emelkedett expresszidja egyarant a MEK+Akt-gatloszer kombinacid alkalmazasa

felé mutat.

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a nem-kissejtes tiidérakhoz hasonldéan a KRAS-
mutans hasnyalmirigy adenokarcinoma sem kezelhet6 egységes, homogén csoportként.
A KRAS G12C mutacioval rendelkezé sejtvonalak feltehetden mas daganattipusok

esetén IS nagyobb érzékenységet mutatnak MEK-gatloszerekkel szemben. A
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kombinacios terapiak esetén jelentésen megndvekednek a toxikus mellékhatasok [202],
ami korlatozhatja tényleges klinikai alkalmazasukat. Ezért is fontos egy olyan csoport
felismerése, ahol a monoterapia megvalosithato. Egy friss vizsgalat maris feltarta, hogy
a selumetinib (MEK-gatloszer) hatasa kifejezettebb volt G12C és G12V mutans
tidédaganatokban [203]. Ezen felil a KRAS G12C specifikus gatloszerek biztato
terapias lehet6séget jelentenek majd, de hasznalatuk még kutatasi fazisban van [204].

Emellett természetesen fontos, hogy amennyiben gyogyszerkombinacié hasznalatara
keriil sor mas molekularis altipusa daganatok esetében, akkor az a leghatasosabb
legyen. Eredményeink alapjan KRAS vad tipust hasnyalmirigy adenokarcinomaban,
EGFR- és MEK-gatloszeres kezelés lehet célravezetd. A G12D mutans daganatokban az
Akt-gatloszerek talan szenzitizaljak a sejteket MEK-inhibitor kezeléssel szemben,
azonban az ICsy koncentracié még igy is a klinikai alkalmazhatosag felett van, igy

ebben az esetben valoszintlileg mas hatéanyag fejlesztése valik sziikségessé.
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1 Kovetkeztetések

A munkam eredményeibdl levont kovetkeztetéseket az aldbbi pontokban foglalom

0ssze:

1.

Fej-nyaki daganatokban a PIK3CA és MET génkdpiaszam emelkedés (CNG)
gyakori jelenség és Szerepe van a daganatok primer €s szekunder inhibitorral
szembeni rezisztencidjanak megjelenésében is. Eredményeink alapjan a két
vizsgélt gén hasznalata biomarkerként vagy fehérjéik terdpias célpontként
megfontolando.

A PIK3CA ¢és MET koépiaszdm emelkedés prognosztikus jelentdséggel bir fej-
nyaki daganatokban. Mind a PIK3CA, mind a MET CNG jelenléte
szignifikansan kedvezdtlenebb betegségspecifikus taléléssel tarsul ezen
daganattipus esetében.

A PIK3CA CNG és a pl6™“*-expresszio kozott szignifikans osszefliggés all
fenn. Az alacsony p16™K*-expresszioval rendelkezé daganatok esetében
gyakoribb volt a PIK3CA génkopiaszam emelkedése. A pl6™<“-expressziot
indirekt a HPV-markerként alkalmazva ez az eredmény azt jelentheti, hogy a
PIK3CA CNG HVP-negativ tumorokban nagyobb jelentdséggel bir. Mivel tobb
aziranyu torekvés is van a klinikumban és a kutatdsban, hogy a HPV-statusszal
Osszefiiggd molekularis markereket keressiink és ennek megfeleléen molekularis
altipusokat hatarozzunk meg, eredményiink hozzajarulhat az alcsoportok
pontosabb karakterizalasdhoz.

A daganat MET koépiaszama és EGFR-expresszidja kozott forditott osszefiiggés
all fenn. Ez az eredményiink utalhat a daganatok meghatarozott jelatviteli
utvonal dominancidjara, novekedési faktor fliggésére.

A MET ¢és PIK3CA gének kopiaszdm emelkedése eltér a gége régid
alcsoportjaiban. A glottikus daganatok esetében ritkabb volt ezen gének
felsokszorozodasa, mint a szupraglottikus régioban. Tobbek kozott ezzel is
magyarazhat6 a glottikus daganatok jobb tulélése.

A p16™“*expresszio HPV pozitivitastol fiiggetleniil 6nalld prognosztikus

marker szajgarati daganatokban.
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7.

10.

11.

A magyarorszagi fej-nyaki daganatos betegeket vizsgalva a ple™<t-

immunpozitivitdas HPV-pozitivitast prediktald specificitdsa 56%-os a szajgarati

régidban. A p16™

-immunpozitiv betegek kozott azon esetekben, ahol HPV-
fertézés nem igazolhatd, a dohanyzas etiologiai szerepe szignifikans.

A fej-nyaki daganatok in vitro modelljében mutacioik és fehérje expresszidjuk
ismeretében a dasatinib és afatinib érzékenység prediktalhatd, kombinacidjuk
pedig szinergista hatdssal bir.

hogy prognosztikus jelentdsége van fej-nyaki daganatokban. A connexin 43
expresszio csokkenése kedvezo6tlenebb kimenetelll betegséggel tarsult. Munkank
soran kimutattuk, hogy a fehérje foszforilacidjaban tirozin-kinaz inhibitorok
hatasara bekovetkez6 valtozas befolyasolhatja a connexin 43 fehérje membranba
helyez6dését. Ezt az eredmény fontos lehet a connexin 43 szabalyozasa
szempontjabol.

A hasnyalmirigy daganatok in vitro modelljében a KRAS mutécios altipusok és
a daganat fehérje expresszidja meghatirozza a RAS/Raf/MEK/ERK és
PI3K/Akt jelpalyak aktivitasat és igy befolyasolja a MEK-gatld kezeléssel
szembeni érzékenyseégiiket.

A hasnyalmirigy daganatok in vitro modelljében molekularis és expresszios
mintdzat alapjan altipus-specifikusan megtervezhetd a leghatasosabb, szinergista

gyogyszerkombinacio.
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8 Osszefoglalas

A személyre szabott, célzott terapia egyre elterjedtebbé valik a daganatok kezelésében.
A szdvettanon €s anatomidn tulmutato, genotipus alapu csoportositas egyre gyakrabban
figyelhet6 meg a klinikai vizsgalatok tervezésekor. A leghatdsosabb terdpia
kivalasztasahoz sziikségilink van pozitiv és negativ molekularis markerekre, melyekkel
elorejelezhetjiik az adott kezelOszer hatasat vagy a mar kiindulaskor fennalld
rezisztencia jelenlétét is. Emellett intenziv kutatas folyik a betegség kimenetelét,
progndzisat meghatarozé biomarkerek irdnyaba is.

Kutatasunk sordn célunk prediktiv és prognosztikus molekuldris markerek vizsgélata
volt a hazankban kiemelkedden rossz incidencia €s mortalitdsi adatokkal rendelkezd
hasnyalmirigy és fej-nyaki daganatok esetében.

Igazoltuk a PIK3CA ¢és MET gének kopiaszam novekedésének prognosztikus
jelentdségét fej-nyaki daganatokban. Emellett Osszefiiggést mutattunk ki a vizsgalt
gének kopiaszam valtozasa és az EGFR expresszio, illetve p16™ 4 statusz kozott. Ez az
Osszefliggés pontosithatja a fej-nyaki daganatok genotipus alapti kategorizalasat, igy

6'NK4_statusz 6nallé, HPV-

segitheti a megfeleld terapia kivalasztasat. Kimutattuk a pl
statusztol fiiggetlen prognosztikai jelentdségét fej-nyaki laphamrakokban —kiilondsen a
szajgarati régioban—, mely modosithatja a diagnosztikai algoritmust. Emellett feltartuk a

dohanyzés szerepét a nagy ardnyban el6fordulod p16INK4

-pozitiv, de HPV-negativ
daganatok patogenezisében. Célzott daganatterapia alkalmazasakor valtozast figyeltiink
meg a connexin 43 foszforilacidjaban és membranba helyezédésében, melynek szerepe
lehet a daganat terapia hatasara bekovetkezé megvaltozott viselkedésében.

Mind a hasnyalmirigy, mind a fej-nyaki daganatok esetében sikeriilt in vitro, daganat
sejtvonalakon fehérjeexpresszids és mutacios hatteriik alapjan molekularis alcsoportokat
elkiiloniteniink, mely segitheti a legmegfelelobb hatéanyag vagy kezeldszer kombinacid
kivélasztasat.

Eredményeink hozzajarulhatnak a vizsgalt daganattipusok molekularis alcsoportokra
osztasahoz, mely eldsegitheti a legmegfelelobb genotipus alapt terapia kivalasztasat az
adott betegpopulacidé szamara. Emellett eldrevetitik a vizsgalt daganatokhoz hasonld

molekularis genetikaval rendelkezd tumortipusok (példaul a tiidé vagy vastagbél egyes

daganatainak) kezelési lehetdségeit is.
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9 Summary

Precision medicine, targeted therapies are becoming more and more common in
oncology. Genotype based grouping, beyond histopathology and anatomy based, is
more often observed when planning clinical trials. To select the most effective therapy
we need positive and negative molecular markers that can predict the effect of the
particular agent or the presence of existing drug resistance at the beginning. In addition,
intensive research is in progress on biomarkers, defining the outcome of the disease and
the prognosis.

The aim of our research was to investigate the possible predictive and prognostic
markers in case of head and neck (HNSCC) and pancreatic cancers, which has
extremely high incidence and mortality rates in Hungary.

We have verified the prognostic value of PIK3CA and MET gene copy number gain in
HNSCCs. A correlation was found between the examined genes and EGFR-expression,
p16™"“_status. This relationship may refine the genotype based categorization of head
and neck tumors, thus helping to select the right therapy.

We revealed, that the p16™<*-expression is of prognostic and predictive value in
HNSCCs, especially in oropharyngeal cancers independent of human papillomavirus
status, which can modify the diagnostic algorithm. We also propounded the possible
role of smoking in the pathogenesis of the numerous p16™<“-positive and HPV-
negative cases. In the use of targeted tumor therapy, a change in the phosphorylation
and membrane position of connexin 43 has been observed, which may play a role in the
therapy-induced alteration of tumor behaviour.

In both pancreas tumors and HNSCCs molecular subgroups were defined according to
the in vitro profiling of protein expression and mutational background of cancer cell
lines. This finding can facilitate the subgroup specific selection of the most effective
targeted treatment or drug combination.

Our results may contribute to the subdivision of the examined tumor types into
molecular subgroups, which can help select the most suitable genotype based therapy
for the particular patient population. They also anticipate treatment options for tumor
types, such as certain tumors of the lung or colon, with molecular genetics similar to the

tumors investigated.
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14 Fuggelck

1. tablazat: FDA és EMA engedélyezett célzott terapias hatéanyagok: Pirossal

bekeretezve lathatok a hasnyalmirigy adenokarcinomak és fej-nyaki laphamrakok

terapiajaban jelenleg engedélyezett gyogyszerek (NSCLC: nem-kissejtes tiidorak, ALL:

akut limfoid leukémia, AML: akut mieloid leukémia, CML: kronikus mieloid leukémia,

GIST: gasztrointesztinalis stroma tumor, LAM: lymphangioleiomyomatosis)

Név

Célpont

Engedély idépontja

Daganattipus, amiben

engedélyezték
EGFR, HER2, NSCLC, EGFR T790M esetén
1 (SN HER4 AU els6 vonalban
2 AXITINIB VEGF, PDGF 2012 Vesesejtes karcinoma
3 BELINOSTAT HDAC 2014 Refrakter vagy visszatérd
periférias T-sejtes limfoma
Attétes vastagbélrak,
elérehaladott NSCLC, veserak,
4 BEVACIZUMAB VEGF 2004 petefészekrak, méhnyakrék,
glioblastoma
265 Mieloma multiplex
5 BORTEZOMIB proteoszoma, 2003 . + MuTtip -
NE-KAPPAB kopenysejtes limfoma
6 BOSUTINIB ABL, SRC 2012 CML Philadelphia-
kromoszdéma pozitiv
MET, RET,
VEGFR-1,-2, - s
7 CABOZANTINIB 3, KIT, FLT-3, 2012 eIl PaJZIi““r.lg?’t“m"k’
TIE-2, TRKB, Vesesejtes karcindoma
AXL
NSCLC (crizotinib
8 CERITINIB ALK 2014 rezisztencia és ALK
transzlokacid esetében)
Metasztatikus vastagbélrak,
9 CETUXIMARB EGER 2004 rekurrens, lokalisan kiterjedt
vagy metasztatikus fej-nyaki
daganatok
Nem rezekabilis vagy
metasztatikus melandma
10 COBIMETINIB M(QPEZSl 2015 (BRAF mutéci6 jelenlétében

vemurafenibbel
kombinécioban)
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Nem rezekabilis vagy
metasztatikus melanéma
12 DABRAFENIB BRAF 2013 (V60OE mutécio jelenlétében
onalldéab vagy kombinacidban
trametinibbel)

NSCLC (EGFR mutécid
esetén elsd vonalban, lokalisan
elérehaladott vagy

2004 (TARCEVA); metasztatikus esetben

14 ERLOTINIB EGFR 2014 (ERLOTINIB masodvonalban), nem
HYDROCHLORIDE)  rezekabilis vagy metasztatikus

hasnyalmirigy
adenokarcindoma

(gemcitabinnal)

Lokalisan elérehaladott vagy
metasztatikus NSCLC (EGFR
mutécio esetén, amennyiben
mas terapia nem lehetséges)

16 GEFITINIB EGFR 2003

EGFR, HER2,
ERK1-2, AKT

18 LAPATINIB 2007 Emlérak (HER2+)

Attétes NSCLC (els6 vonalban
gemcitabinnal és cisplatinnal

20 NECITUMUMAB EGFR 2015
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kombinacidban)

VEGFR,
FGFR, NSCLC (EMA éltal
22 NINTEDANIB PDGFR, SRC, 2014 engedélyezett)
FLT-3

NSCLC (EGFR-inhibitor
24 OSIMERTINIB EGFR 2015 terapiat kovetd progresszid
esetén, T790M jelenlétében)

Metasztatikus vagy
26  PANITUMUMAB EGFR 2006 terapiarezisztens vastagbélrak
(KRAS vad tipus)

VEGFR-1,2,3, El6rehaladott vesesejtes
28 PAZOPANIB PDGFR, 2009 karcindéma, lagyszovet
FGFR daganatok

ABL, VEGFR, ALL, CML (Philadelphia-
30 PONATINIB FGFR, TIE2, 2012 kromoszoma és egyéb mutacio
FLT-3, RET jelenlétében)

VEGFR-2, 3, foos .
RET KIT Attétes vastagbél,
32 REGORAFENIB i ' 2013 attétes/lokalisan kiterjedt/nem
PDGFR, RAF, s
FGFR rezekalhaté GIST

34 RUXOLITINIB JAK-1,2 2011 Mielofibrozis, policitémia vera
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VEGFR-2, GIST, attétes, elérehaladott

2006 (SUTENT), 2014

36 SUNITINIB PDGF, Rb, C- (SUNITINIB neuroendokrin daganat
KIT, FLT-3, MALATE) (hasnyalmirigy), attétes
RET, FGFR vesesejtes karcindma

Elérehaladott vesesejtes

38 TEMSIROLIMUS mTOR 2007 .,
karcindbma

Gyomor vagy gyomor-
nyeldcsdé atmenet
adenokarcinémaja (HER2+),
attétes emlérak (HER2+)

40 TRASTUZUMAB HER2 1998

Inoperabilis vagy attétes
42  VEMURAFENIB BRAF-V600E 2011 melanéma (BRAF V600E
mutacio jelenlétében)

Terapiarezisztens kutan T-
sejtes limfoma

44 VORINOSTAT HDAC 2006

Inoperabilis vagy attétes

melandéma, PD-L1 expresszald

NSCLC (amennyiben mas
célpont nem talalhato, igy nem
46 PEMBROLIZUMAB PD-1 2014 alkalmasak ALK- vagy EGFR-
gatloszeres kezelésre), Attétes

vagy kiujult fej-nyaki

laphamrak, amely standard

terapiara progredialt

Adjuvans terapiaként mar
48 IPILIMUMAB CTLA-4 2011 operalt, attétes vagy
inoperabilis melanéma
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50 SIROLIMUS mTOR 2015 LAM
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