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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben szemléletvaltas kovetkezett be a daganatterapidban. A
Human Genom Projekt betekintést engedett az emberi 6rokitanyagba és egyre
tobb betegség, tobbek kozott a rosszindulati daganatok esetében is megkezdddott a
genetikai hattér felderitése. Ez a folyamat lehetdvé 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 ritkdn kovetik az anatomiat,
hisztologiat, inkabb egyéb biomarkereken (mutacid, expresszid, génkopiaszam
valtozas), tehat a daganat molekuldris hatterén alapulnak. Az utobbi években a
klinikai vizsgalatok tervezésében is hasonld eltolodast figyelhetiink meg. A
szOvettani diagnozison, elhelyezkedésen alapuld vizsgalatok mellett lassan teret
héditanak a molekularis biomarker alapu, ugynevezett genotipushoz illesztett
(,,genotype matched”) klinikai vizsgalatok, amelyben a bevalasztott betegek
talélése  szignifikansan  jobbnak  bizonyult, mint a  hagyomanyos
anatomiai/hisztologiai alapon besorolt tarsaiké. Emellett megjelentek a retrospektiv
mellett prospektiv, biomarker analizalé kutatasok is, ahol a betegség kimenetele
mellett a daganatok minél részletesebb analizise is célja a klinikai vizsgalatnak.

Kutatasaink soran a magyar rakstatisztikaban megfigyelt gyakorisaguk, illetve
hazankban kiemelked6en rossz incidencia és mortalitas adataik alapjan fej-nyaki és
hasnyalmirigy daganatokat vizsgaltunk.

Mindkét vizsgalt daganattipus esetén elenyész6 az engedélyezett, klinikai
hasznalatban 1évé  tirozin-kindz  gatloszerek szama. A hasnyalmirigy
adenokarcinomak kezelésére engedélyezett erlotinib EGFR-gatlészer nem hozott
attorést a terapiaban, melyben szerepe lehet az ezekben a daganatokban rendkiviil
gyakran (70-90%-ban) jelen 1év0 és rezisztenciat okoz6 KRAS mutacionak. A
KRAS idedlis célpont lehetne, de gatlasa jelenleg csupan indirekt modon
lehetséges, példaul MEK-inhibitorokkal. Ezek a kezel6szerek azonban szintén nem
valtottak be a hozzajuk fiizott reményeket, csak a betegek kis hanyadaban okoztak
remissziot illetve ezek betegek kivalasztasara sem rendelkeziink megfeleld
molekularis markerekkel. A MEK-inhibitorok hatédstalansdga egy feedback
mechanizmussal magyarazhat6, mely az EGFR/PI3K/Akt utvonal irAnyaba tereli a
jelatvitelt. Fej-nyaki daganatok esetében az egyetlen klinikai hasznalatban 1év6
kindzellenes kezelészer a cetuximab EGFR-ellenes monoklondlis antitest.
Hatasanak eldrejelzésére jelenleg nem rendelkeziink megfelelé prediktiv

2



biomarkerrel. Emellett lokalizacié specifikus, és az ebben a tumortipusban gyakori
HPV-pozitivitassal Osszefiiggd molekuldris markerek egyarant hozzajarulnanak
ahhoz, hogy molekularis alcsoportokat elkiilonitve hatasosabb, kisebb toxicitassal
jaro terapias hatoanyagokat alkalmazhassunk. Célpontként szoba johet az EGFR
mellett a PIK3CA, MET, Src fehérje is, melyek muticidja illetve taltermelédése
gyakran megfigyelhet6 ezekben a daganatokban.

A beteget és a daganatot minél jobban megismerve, genetikai hatteriiket minél
alaposabban tisztazva lehetdvé valik a legmegfeleldbb, személyre szabott
daganatellenes kezelés kivalasztasa.



2. Célkitiizések

Kutatasunk soran archivalt (formalin-fixalt, paraffinba dgyazott, FFPE) daganatos
szovetmintakat vizsgaltunk, mely lehet6séget nyujtott a daganatokban el6forduld
DNS/mRNS/fehérje szintl elvaltozdsok pontosabb megismerésére. Segitségiikkel
meghatarozhattuk a kiilonb6z6 lokalizacioji daganatok genetikai hatterét,
feltarhattuk a lehetséges célpontokat, amik akar egy fej-nyaki vagy hasnyalmirigy
tumorban - tehat lokalizaciotol fuggetleniil is- azonosak lehetnek. A daganatos
sejtvonalakon végzett in vitro kisérletek segitségével pedig vizsgalhattuk a talalt
célpontok gatlasanak terapias hatasat.

Célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

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

2. Sejtvonalak tanulmanyozasa, genetikai hatteriik pontos elemzése és
hasznalata a lehetséges tirozin-kindz gatloszeres kezelések hatasanak
modellezésére. Célul tiiztiik ki a hasznalt sejtvonalakban el6fordulo
muticiok meghatirozasat 1j-generacios szekvenalassal. Vizsgalni
kivantuk a fehérjeexpressziot és a jelatviteli utvonalak aktivitasat.

3. Molekularis biomarkereken alapuléo alcsoportok meghatarozasa,
amelyben egy-egy kezelGszer vagy kezel6szer kombinacié kiemelkedben jo
hatasprofillal rendelkezik illetve a hatas- illetve rezisztencia mechanizmusok
feltirasa. Eletképesség vizsgalatokkal kivantuk meghatirozni a
sejtvonalak kezeldszer-érzékenységét. Rezisztencia esetén a mechanizmus
feltarasat, kombinacios kezelések kidolgozasat tiiztiik ki célul.



3. Modszerek

Szovettani mintakon alkalmazott modszerek
Adatgyiijtés, betegek

Kutatasunk soran két fej-nyaki daganatos kohrsz allt rendelkezésiinkre. Az els6
kohorsz betegeit a Jahn Ferenc Dél-pesti korhaz fiil-orr-gégészeti osztalyan 2000 és
2008 kozott fej-nyaki laphamrak miatt kezelték, szamuk 152 f& volt. A masodik
kohorsz fej-nyaki daganatos esetei a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti és
Fej-Nyaksebészeti Klinikajarol szarmaztak és 124 beteg szovettani mintai kertiltek
feldolgozasra.

A hasnyalmirigy daganatos betegek 0j-generacios és Sanger szekvenalasi adatai az
Oncompass Medicine Kft. adatbazisabol szarmaztak. 2012 és 2016 kozott 138
hasnyalmirigy daganatos szovetminta vizsgélata tortént meg.

Szovettani vizsgalatok

Mindkét fej-nyaki daganatos kohorsz szdvetmintaibol 7-7 darab ugynevezett
TMA-blokkot készitettiink. Az ezekbdl készitett metszeteken immunhisztokémiai
(IHC) festéseket (p53, p16™*, EGFR, Ki-67, connexin 43) és fluoreszcens in situ
hibridizacios vizsgalatot (PIK3CA + 3-as centromer és MET + 7-es centromer
kettds festés) végeztiink.

A metszeteket a festéseket kovetéen digitalizaltuk és a szovettani kiértékelést
szamitogéppel, Panorami Viewer programmal (3DHISTECH) végeztiik. A Ki-67,
p53 és connexin 43 THC esetében a fest6dd sejtek aranya alapjan négy kategoriat
kiilonitettiink el: I: <5 %, II: 6-20%, I1l: 21-60%, 1V: >61%. A p16™K* festés
esetében 75% feletti homogén sejtmag illetve citoplazma festddés esetén
mindsitettiik pozitivnak a szovetmintat. Az EGFR IHC kiértékelése soran a festddo
sejtek aranya mellett annak intenzitasat is figyelembe vettiik (négyfoku skalan) és a
két tényezd szorzata alapjan harom kategoériat kiilonboztettiink meg: 1. 0-200, II:
201-300, IHI: 301-400. A fluoreszcens in situ hibridizacids vizsgalat soran a
kategoriak kialakitasa a Cappuzzo-féle kritériumrendszert alapul véve tortént. Ez a
besorolasi mddszer a gén és kromoszoéma specifikus jelek alapjan normal
génallomanyu, triszomias, poliszomias és amplifikalt kategoriakat kiilonit el.

HPV (human papillomavirus)-genotipizalas

A 2. kohorsz esetében HPV genotipizalast is végeztink. Ehhez az elézetes
vizsgalatunk soran p16™ *-pozitivnak bizonyult FFPE mintakbol DNS-t izolaltunk.
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A magas-kockazatt  HPV DNS kimutatasast CONFIDENCE™ HPV teszt
felhasznélasaval és HPV16, 18, 31, 33, 45, 52, 58 genotipizalassal a NEUMANN
Diagnostics cég végezte el.

Statisztika

A statisztikai analizis IBM SPSS Statistics szoftverrel tortént. A talélés
vizsgalatara Kaplan-Meier analizist hasznaltunk log-rank teszttel és Cox-regresszio
analizist. Az Osszefiiggések vizsgalatara y’-probat, Fisher-féle egzakt tesztet
hasznaltunk Monte Carlo szimuldciéval. Az Osszefliggéseket szignifikansnak
tekintettiink, amennyiben a p-érték 0,05 alattinak bizonyult.

In vitro médszerek
Sejttenyésztés

Hérom hasnyalmirigy daganatos sejtvonalat (MiaPaCa2, BxPC3 és Panc) és két
fej-nyaki daganatos sejtvonalat (FaDu ¢és Detroit 562) hasznaltunk in vitro
kisérleteinkhez. A sejtvonalak az ATCC sejtbankjabol szdrmaztak €s az altaluk
megszabott médiumban és koriilmények kdzott tenyésztettiik oket.

DNS izoldldasa sejtvonalakbdl és uj-generdcios szekvendlas

A daganatos sejtvonalakbdl torténé DNS kinyerésére azonos moddszert
alkalmaztunk, mint ahogy tumoros szovetmintak esetén szokasos. A sejtekbdl
DNS-t izolaltunk, majd Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 felhasznalasaval DNS-
konyvtarat készitettik. Ez a multiplex PCR alapi célpont dusitas (,target
enrichment”) 50 gén 207 génfragmentumanak vizsgalatat teszi lehetové. Az igy
kapott szekvencidkra tgynevezett ,,vonalkdd” szekvencidkat ligaltunk, mely
lehetové teszi a kiilonb6zé mintakbol szarmazéd konyvtarak egyszerre torténd
szekvenalasat. A konyvtarak tisztitast kovetéen a lon 318 Chipen lon PGM
késziilékkel kertiltek szekvenalasra Sequomics Kft. laboratoriumaban. Az atlagos
mintankénti leolvasadsok szama 200.000 vagy afeletti volt. Végiil eléfordulod
génvariansok listazasra kertiltek.

Tirozin-kindz inhibitorok

Munkank soran foként az FDA altal mar engedélyezett, klinikai hasznalatban 1évé
szereket, esetleg fazis III klinikai vizsgalatban 1év6 tirozin-kindz gatloszereket
hasznaltunk. Az alkalmazott kezel6észerek az EGFR (HER-receptorcsalad)
gatloszerei: afatinib, erlotinib, MEK-inhibitorok: trametinib, refametinib,
PD0325901, selumetinib, Akt-gatloszer: triciribine, Src- inhibitor: dasatinib voltak.
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Eletképesség mérések

A mérés 96 lyuku steril sejttenyészt6 lemezen tortént. A sejteket 24 oran at
hagytuk letapadni, majd monoterapia esetén 5 uM-os vagy kombinacids terdpia
kindz-inhibitorral illetve inhibitorokkal kezeltilk meg. 72 6ra inkubacio elteltével a
sejtek életképességét CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay segitségével
allapitottuk meg. A gorbék illesztése GraphPad Prism version 7.00 for Mac
szoftverrel tortént.

Gydgyszer-szinergizmusok vizsgdlata (Compusyn)

A lehetséges gyogyszer szinergizmusokat és az 50%-os effektiv dozisnal (ED)
definialt kombinacios indexeket (CI) Compusyn programmal allapitottuk meg. A
program altal generdlt kombinacidos indexek 1-es érték alatt gyodgyszer
szinergizmust jelolnek. Leginkabb additiv hatast jelent a 0,75 és 1 kozotti CI érték,
mig efelett antagonizmusroél beszéliink. Kutatasunk soran allandé (1:1) aranyban
alkalmazott hatéanyag kombinacidkat hasznaltunk.

Western blot vizsgalat

A fehérjeexpresszio és foszforilacid vizsgalata soran a sejteket letapadast (24 ora)
kovetden, inhibitoros kezelés esetén 4/6 o6ras inkubéacios id6 utan lizis pufferbe
kapartuk fel. A fehérjekoncentraciot Bradford modszerrel hataroztuk meg.A
lizatumokat 13000 g-n, 4°C-on 15 percig centrifugaltuk. Az SDS-PAGE-re 5-30 pg
fehérjét vittiink fel és PVDF membranra juttattuk at elektrotranszfer modszerrel. A
vizsgalt fehérjék a kovetkez6k voltak: EGFR, pTyrl068EGFR, MET,
pTyrl234/1235 MET, HER2, pTyr1221/1222HER2, HERS3, pTyr1289HERS3, Akt,
pSerd73Akt, ERK Y5, pThr202/Tyr204 ERK ', Src, pTyr416Src, connexin 43, a-
tubulin. Az eredményt Enhanced Chemiluminescence (ECL) modszerrel
dekektaltuk és Imagel v1.48 szoftverrel kvantifikaltuk.

Fluoreszcens immuncitokéemia

A sejteket fed6lemezekre novesztettik és 4%-0s pufferelt formalin oldattal
fixaltuk. Ezt kovetéen 0,1%-0s Triton-X oldattal 10 percig permeabilizaltuk Oket.
Connexin 43, o-tubulin els6dleges és Alexa-Fluor 488, Alexa-Fluor 546
fluoreszcens masodlagos kettés festést végeztiink, végiil a sejtmagokat DAPI
alkalmazasaval tettiik lathatova. Fluoreszcens mikroszkoppal reprezentativ
felvételeket készitettiink.



4. Eredmények

Prediktiv és prognosztikus biomarkerek vizsgalata fej-nyaki daganatokban
A PIK3CA és MET CNG prognosztikai szerepe

A Cappuzzo-féle kritériumrendszert alapul véve a gén- és centromerspecifikus
jelek alapjan 6 kategoriat kiilonitettiink el és Kaplan-Meier analizissel
Osszehasonlitottuk a csoportok prognozisat. A grafikonon a tobbitdl szignifikansan
elkiiléntilve futott a PIK3CA amplifikacioval és magas poliszomiaval rendelkez6
esetek talélési gorbéje, mely betegesoportok szignifikansan rosszabb prognozissal
rendelkeztek, mint a tobbi csoport betegei. A MET gén esetében kutatasunk soran
nem talaltunk valddi génamplifikaciot, de a magas poliszomias kategdriaba sorolt
betegek mellett az alacsony poliszomidval rendelkez6k esetében is szignifikdnsan
kedvez6tlenebb progndzist igazoltunk a tobbi csoporthoz képest.

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

Szignifikans Osszefiiggést talaltunk a MET és PIK3CA génstatusz és a
betegségspecifikus talélés kozott. A normal génstatusszal rendelkezé6 (CNG
nélkiili) betegek esetében szignifikansan hosszabb tulélést, kedvezébb progndzist
allapitottunk meg. (MET: 31 vs.. 19 honap; p=0,013 és PIK3CA: 23 vs.. 16 honap;
p=0,037)

PIK3CA CNG ésszefiiggése a p16™ *-statusszal

Szignifikans dsszefiiggést talaltunk az alacsony pl16™"

CNG kozott (p=0,036), mig a MET gén esetében ugyanez az Osszefliggés nem
adoédott szignifikansnak. Ez a megfigyelés utalhat arra, hogy a HPV-negativ
daganatok a PIK3CA gént gyakrabban sokszorositjak fel, mint a HPV infekcidval
rendelkezok.

—expresszio és a PIK3CA

A PIK3CA és MET CNG désszefiiggése a betegek klinikopatologiai paramétereivel

x’proba és Fisher-egzakt teszt hasznalatival elemeztik az Osszefiiggést a
klinikopatologiai paraméterek (tumor stadium, grade, lokalizacio, TNM) és a
vizsgalt gének kopiaszam valtozasa kdzott.
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Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a négy major lokalizacio és a vizsgalt
genetikai elvaltozasok kozott, habar az algarat esetében tendencia mutatkozott
(p=0,09), gyakoribb volt a kopiaszdm emelkedéssel rendelkezd betegek szama a
tobbi lokalizacidhoz képest. A gége régid daganatai kozill a glottikus daganatok
esetében szignifikansan kevesebb PIK3CA és MET CNG-s esetet talaltunk, mint a
supraglottikus daganatok esetében (Fisher-féle egzakt teszttel vizsgalva PIK3CA
p=0,036; for MET p=0,033)

6™“_stdtusz lokalizaciobeli kiilonbségei és prognosztikai jelentsége

pl

Az 1. kohorsz betegeit is tartalmazd, de anndl nagyobb esetszamu, korabbi
kutatasunk soran szignifikans Osszefliggést talaltunk a betegek tulélése és a
p16™ statuszuk kozott. A pl16™<*-pozitiv betegek szignifikansan jobb median
taléléssel rendelkeztek, mint a p16™“-specifikus immunreakcioval nem fest6do
tumorral rendelkezdék (55 vs. 20 honap, p=0,0049).

A 2. kohorszban a betegek 17,3%-a bizonyult p16™<*-pozitivnak. A legmagasabb
aranyu pozitivitdst a szajgarat tumorai kozott tapasztaltuk, mig a tobbi régid
daganatai alacsonyabb aranyban (gége: 4,8%, algarat: 4,2%) vagy egyaltalan nem
(sz4jiireg: 0%) tartalmaztak pl6™<*-pozitiv daganatmintat. A lokalizacidbeli
eltérések szignifikdnsnak bizonyultak (p<0,001). Amikor a prognosztikai analizis
soran az Osszes elhelyezkedést vizsgaltuk, az elsé publikacionk eredményeivel
ellentétben nem talaltunk szignifikans eltérést a p16"™<*-festett és p16™*-negativ
daganattal rendelkezd személyek betegségspecifikus tulélésében (17,5 vs.. 30,3
honap, p=0,107). A szajgarat daganatait vizsgalva ugyanakkor szignifikans
kiilsnbséget allapitottunk meg. A pl16™
szignifikinsan jobb prognézist talaltunk a p16™ *-negativ esetekhez képest (30,3
vs. 8,8 honap, p<0,001). Nem talaltunk Osszefiiggést a daganatok pl6™<-
kifejezodése €s a T, N és M statusz, stadium, hisztoldgiai differencialtsagi fok és a
beteg kora kozott.

-pozitiv szajgarati daganatok esetén

A HPV-sdtutsz prognosztikai szerepe és a pl6™*-festés specificitisa ennek
elorejelzésére

A 19 p16™“pozitiv esetb6l 9 beteg daganatmintajaban tudtuk kimutatni a
korokozot (HPV-pozitiv esetek), melybdl 8 esetben a leggyakoribb HPV 16-0s,
egy esetben a 33-as altipusa volt jelen. Minden HPV-pozitiv minta a szajgarati
régiobol szarmazott. Ez 21,4%-0s HPV-pozitivitasi aranyt jelent ebben a régioban.
A p16™K-festés HPV-pozitivitast prediktalé specificitisa a széjiiregi régidban is
csupan 56,3%-nak adodott, ami a szakirodalmi adatoknal alacsonyabb.
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A HPV-pozitiv szajgarati tumorral rendelkez6 betegek betegségspecifikus tulélése
szignifikinsan jobb volt, mint a HPV-negativ esetekben (25,9 vs. 9,5 hénap,
p=0,024).

INK4
6

A dohanyzas etiologiai szerepe a pl -pozitiv paciensek korében

Mivel igen nagy aranyban figyeltink meg HPV-negativ eseteket a pl6"™<-

immunhisztokémiaval pozitivitdst mutatd mintak kozott, megvizsgaltuk a
dohanyzési szokasokat a p16™ *-pozitiv betegek esetében HPV-pozitiv és HPV-
negativ alcsoportokra bontva Sket. Erdekes médon a HPV-pozitiv betegek korében
nem talaltunk a felmérés pillanatdban is dohanyzo egyént és 55,4%-uk
betegtorténetében nem is fordult el ez a tényezd. Mashonnan megkézelitve a
HPV-negativ betegek 67,7%-a a vallotta magat a kérddiv kitoltésekor is
dohanyzonak, mig minddssze 7% volt, aki sosem dohdnyzott. A csoportok kozott
tapasztalt kiilonbség szignifikans volt a dohanyzas tekintetében (Fisher-féle egzakt
teszt: p=0.002).

Emellett érdekes médon nem talaltunk szignifikins estérést a pl6™*-pozitiv

daganattal rendelkez6 betegeket vizsgalva a HPV-asszocialt és HPV-negativ esetek
tulélésében. Ez szintén utalhat arra, hogy a kivaltd tényez6t6l, mechanizmustol
fuggetleniil (hogy az HPV-fert6zés vagy egyéb mutaciok, epigenetikai tényezok
hataséra torténik) a p16™<* —expresszidja a prognézist meghatérozé tényezo.

Fej-nyaki daganatos sejtvonalak molekuldris hattere és tirozin-kindz inhibitor
érzékenységiik kozotti 6sszefiiggeés

Western blot analizissel elvégeztik a FaDu és Detroit 562 sejtvonalak
fehérjeexpresszios és foszforilacios vizsgalatat. A legjelentsebb kiilonbség a
MET-expresszioban és még inkabb a MET-aktivitdsiban adddott, ami a Detroit
562 esetében volt jelentdsebb.

A kis molekulastlyq, tirozin-kindz inhibitoros kezelés soran a dasatinib kezelés
tekintetében a Detroit562 sejtvonalon majdnem egy nagysagrenddel kisebb ICsq-
koncentraciét mértiink, mig az afatinib kezelés sordn csupan kisebb
szenzitivitasbeli kiillonbséget tapasztaltunk. A két kezeldszer kombinacidéja mindkét
esetben szinergista hatést ért el, azonban ez a Detroit 562 esetében nem jelentett
jelentds dozisredukeiot a dasatinib monoterapidhoz képest. Amikor megvizsgaltuk
az EGFR fehérje foszforilaciojanak valtozasat dasatinib kezelés hatdsara a FaDu
sejtvonalon, azt figyeltilk meg, hogy a relativ EGFR-foszforilacio atlagosan kozel
dupldjara nétt, mig a Detroit 562 esetében ez a valtozas nem volt jelentds. Azt
feltételezziik, hogy a HER-csalad minden tagjat jelentdés mértékben expresszalo
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FaDu esetében emiatt a visszacsatolds miatt tapasztalunk szinergista hatast a két
kezeldszer kozott kombinacidoban alkalmazva. A dominansan MET-fiiggd Detroit
562 esetén a visszacsatolasnak nincs mérvadd szerepe, a dasatinib monoterapia
onmagaban célravezetd lehet. A monoterapia sikere az Src fehérje MET aktivalo
képességében keresendd, mig a FaDu esetében a MET-receptor blokddja a
jelatviteli utak atrendez6désén keresztiil az EGFR-iranyaba tereli az aktivitast.

A connexin 43 foszforilacioja és membran lokalizacioja kezelGszerek hatasara

Megvizsgaltuk a korabbi munkank soran prognosztikus értékiinek itélt connexin 43
fehérje expresszidbeli és foszforilacios valtozasat a FaDu fej-nyaki daganatos
sejtvonalon dasatinib és afatinib kezel6szerek esetében. Ennek soran azt talaltuk,
hogy a kontroll és a dasatinibbel kezelt sejtek esetében a total-connexin 43
fehérjérespecifikus jel felett két masik is jelen van (P1 és P2), mig az afatinib
esetében ezek a jelek eltiinnek és csupan a foszforilalatlan fehérje van jelen a
mintaban. A vizsgalt foszforilacios helyek tobbek kozott az Akt-fehérje célpontjai.
Western-blot analizisiink soran azt talaltuk, hogy az afatinib teljesen legatolja az
Akt fehérjét, mig a dasatinib kezelést kdvetden az Akt tovabbra is szamottevd
aktivitast mutat. A tapasztalt foszforilacids valtozas tehat az afatinib kezelészer
Akt-gatld hatasanak tudhato be.

Korabbi publikaciok igazoltak, hogy a connexin 43 csokkent foszforilacioja esetén
kevesebb fehérje helyez6dik ki és stabilizalodik a membranban. Fluoreszcens
immuncitokémiat végeztiink a connexin 43 fehérje membranba helyez6désének
vizsgalatara afatinib és dasatinib kezelés alkalmazasakor. Azt tapasztaltuk, hogy a
fluoreszcens mikroszkopos felvételeken a kontroll és dasatinibbel kezelt sejtmintak
esetében tobb connexin 43 plakk lathatd, mint az afatinibbel kezelt sejtek esetében.

Prediktiv biomarkerek vizsgalata hasnyalmirigy daganatokban
Hasnyalmirigy daganatos paciensek és sejtvonalak NGS eredményének vizsgalata

A 138 vizsgalt DNS-szekvenalasi reakcid mindegyikében megtortént a KRAS
onkogén leggyakrabban el6forduld (hotspot) mutacidinak vizsgalata. A vizsgalt
esetek haromnegyedében igazoldédott a mintdban KRAS mutacid jelenléte. A
leggyakoribb elvaltozas a 2-es exon 12-es kodonjanak glycin/aszparaginsav cseréje
volt (G12D, 43/138), ezt koveti a valin (G12V) és az arginin (G12R) mig 2/138
daganat glycin/cisztein (G12C) aminosavcserét hordozott.

A harom vizsgalt sejtvonalon elvégzett uj-generacios szekvenalasi reakcio
eredményeként a kovetkez6 mutaciok igazolodtak: MiaPaCa2 (homozigota
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mutdci6 KRAS GI12C, TP53 R248W, NOTCHI L2457V), Pancl (homozigota
mutdci6 a TP53 R273H és heterozigbta mutaci6 KRAS GI12D), BxPC3
(homozigdta mutacié TP53 Y220C és KDR Q472H). A fébb drivereket érintd
mutacios mintdzat alapjan a hasznalt sejtvonalak a vizsgalt betegek 44,4%-at
reprezentaljak.

A sejtvonalak KRAS mutacioja és MEK-inhibitor érzékenysége kozotti 6sszefiiggés

In vitro modelliinkben a MiaPaCa2 sejtvonal kiemelked6en nagy érzékenységet
mutatott a MEK-gatloszerekkel szemben, mig a Pancl sejtvonal esetében az
altalunk hasznalt MEK-inhibitorok hatdstalannak bizonyultak. A BxPC3
sejtvonalon a kezel6szercknek a MiaPaCa2 sejtvonalnal tapasztaltnal valamivel
gyengébb hatasa volt. A legalacsonyabb ICs, koncentraciot akkor tapasztaltuk,
mikor a sejteket trametinib kezel6szerrel inkubaltuk. A MiaPaCa2 sejtvonalon
tehat a trametinib mar monoterapiaban is erésen daganatellenes, akar klinikumban
alkalmazhat6 hatast produkal.

A jobb hatas elérése és a toxicitas esetleges csokkentése érdekében a legjobb
hatasfoka trametinibet a BxPC3 és Pancl sejtvonalakon EGFR-inhibitorral
(afatinib) kombinaltuk. A dézisredukcié mellett szinergista hatast értiink el a
KRAS vad tipustt BXPC3 sejtvonalon, mig a Pancl esetében csupan additiv volt a
két kezel6szer egyiittes hatasa. Emellett megvizsgaltuk a trametinib hatasat
triciribine Akt-inhibitorral kombinalva is. A két kezelGszer egyiittes alkalmazasa
mind a BxPC3, mind a Pancl sejtvonalon szinergista hatast ért el. Azonban a
szinergista hatas ellenére sem sikertilt a Pancl sejtvonal esetében in vivo
toleralhat6 kezelGszer koncentraciot elérni.

A hasnydlmirigy daganatos sejtvonalak tirozin-kindz inhibitor érzékenysege
molekularis altipus fiiggo

Western blot analizissel megvizsgaltuk a sejtvonalak fehérjeexpressziojat és
aktivitasat. A BXPC3 esetében jelentds EGFR expressziot ¢és aktivitast
tapasztaltunk, az ERK aktivitasa a MiaPaCa2 esetében volt legszembetiinébb, mig
a Pancl esetében kiemelkedéen aktiv Akt jelpalya igazolodott.

A MiaPaCa2 sejtvonal genetikai hattere Szerencsés mutacios és expresszios
egylittest hordoz. A KRAS G12C mutacié foként a MEK/ERK jelpalyat aktivalja
és az extrém alacsony EGFR expresszid/aktivacié elhanyagolhatd visszacsatolasos
Akt aktivalashoz vezet a trametinib kezelést kovetden. Igy esetében a trametinib
monoterapia elegendd.

12



A Pancl sejtvonal esetében a PI3K/Akt jelpalya jelentds aktivitasaval érthetfvé
valik, hogy ebben az esetben a trametinib egyediil a triciribine Akt-inhibitorral
egylittesen alkalmazva ér el szinergista hatast.

A BXxPC3 sejtvonal nem hordoz KRAS mutaciot. Esetében a MEK/ERK és
PI3K/Akt jelpalya hasonléan fontos, de kiemelkedé EGFR aktivitasa miatt a MEK-
ERK-EGFR negativ visszacsatolasi kor fontos szerephez jut. Igy a MEK-gatld
trametinib alkalmazasakor az EGFR foszforilacioja megnd, atterelve a jelatviteli
folyamatot a EGFR-PI3K-Akt jelpalyara. Ebben az esetben tehat mindkét
kombinacioval dézisredukceid érhet6 el.

Ezt kovetéen Western blot analizissel megvizsgaltuk a trametinib kezelszer
EGFR-Akt utvonalra gyakorolt hatasat a feltételezett visszacsatolasi
mechanizmuson keresztiil. Hipotézisiinkkel egybecsengd modon a MiaPaCa2 és
Pancl sejtvonalak esetében nem talaltunk valtozast az Akt fehérje aktivitasaban a
kontroll mintdhoz képest. Ezzel szemben az aktiv EGFR fehérjét tultermelé BXxPC3
sejtvonal kiemelkedden magas Akt aktivalodassal reagalt ugyanezen kezelésre.
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5. Kovetkeztetések

1. A PIK3CA ¢és MET génkopiaszam emelkedés (CNG) jelenléte lehetséges
célpontként szolgdl tirozin-kinaz gatloszeres kezelésre. Szerepe van emellett a
daganatok primer és szekunder inhibitorral szembeni rezisztencidjanak
megjelenésében is. Eredményeink alapjan a két vizsgalt gén kopiaszam emelkedése
gyakori fej-nyaki daganatokban, igy hasznalatuk biomarkerként vagy célpontként a
terapiaban megfontolando.

2. A PIK3CA és MET kopiaszam emelkedés prognosztikus jelentdséggel bir
fej-nyaki daganatokban. Mind a PIK3CA, mind a MET CNG jelenléte
szignifikansan  kedvez6tlenebb  betegségspecifikus  taléléssel tarsul ezen
daganattipus esetében.

3. A PIK3CA CNG és a pl16™*-expresszié kozott szignifikans Osszefiiggés
all fenn. Az alacsony pl6™“-expresszioval rendelkez6 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
aziranyl torekvés is van a klinikumban és a kutatdsban, hogy a HPV-statusszal
Osszefliggd molekularis markereket keressiink és ennek megfeleléen molekularis
altipusokat hatarozzunk meg, eredményiink hozzajarulhat az alcsoportok pontosabb
karakterizalasahoz.

4, A daganat MET kopiaszama és EGFR-expresszidja kozott forditott
Osszefiiggés all fenn. Ez az eredményiink utalhat a daganatok meghatarozott
jelatviteli utvonal dominancidjara, novekedési faktor fiiggésére.

5. A MET és PIK3CA gének kopiaszam emelkedése eltér a gége régio
alcsoportjaiban. A glottikus daganatok esetében ritkabb volt ezen gének
felsokszorozodasa, mint a szupraglottikus régioban. Tobbek kozott ezzel is
magyarazhato a glottikus daganatok jobb talélése.

6. A p16™*expresszio HPV pozitivitastol fiiggetleniil 6nalld prognosztikus
marker szajgarati daganatokban.
7. A magyarorszagi fej-nyaki daganatos betegeket vizsgalva a pl6™<“-

immunpozitivitdas HPV-pozitivitdst prediktdld specificitisa 56%-0s a szajgarati
régioban. A pl6™“-immunpozitiv betegek kozott azon esetekben, ahol HPV-
fert6zés nem igazolhato, a dohanyzas etiologiai szerepe szignifikans.

8. A fej-nyaki daganatok in vitro modelljében mutaciéik és fehérje
expressziojuk ismeretében a dasatinib és afatinib érzékenység prediktalhatd,
kombinaciojuk pedig szinergista hatassal bir.
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9. A connexin 43 fehérje expresszidjarol munkacsoportunk korabban
kimutatta, hogy prognosztikus jelentésége van fej-nyaki daganatokban. A connexin
43 expresszid csokkenése kedvezOtlenebb kimeneteli betegséggel tarsult.
Munkank soran kimutattuk, hogy a fehérje foszforilacidjaban tirozin-kinaz
inhibitorok hatdsara bekovetkezd valtozas befolyasolhatja a connexin 43 fehérje
membranba helyezodését. Ezt az eredmény fontos lehet a connexin 43
szabalyozasa szempontjabol.

10. A hasnyalmirigy daganatok in vitro modelljében a KRAS mutacios
altipusok és a daganat fehérje expresszioja meghatarozza a RAS/Raf/MEK/ERK és
PI3K/Akt jelpalyak aktivitasat és igy befolyasolja a MEK-gatld kezeléssel
szembeni érzékenységiiket.

11. A hasnyalmirigy daganatok in vitro modelljében molekularis és
expresszids mintazata alapjan altipus-specifikusan megtervezhetd a leghatasosabb,
szinergista gyogyszerkombinacio.
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