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1. Bevezetés

Daganatos elvaltozdsok gyakorlatilag barmely sejtbdl kialakulhatnak, és
ezek molekularis hattere még azonos szdveti eredet esetén is jelentdsen
eltérhet. Napjainkban a daganatkutatasok a daganatellenes molekularis
célpontok keresésére, olyan célzott terapiak kidolgozasara koncentralnak,
amelyek a hagyomanyos kemoterapiaval szemben nem a szerkezetet, hanem
a zavart okozd molekularis hibdkat tdmadjak. A célzott terapia azért is
jelentds, mert megalapozza a személyre szabott gyogyitast, vagyis a paciens
tumortipusanak, molekularis hatterének megfelel6 kezelés kidolgozasat.

Az utobbi években valtozast figyelhetink meg a klinikai vizsgalatok
tervezésében. A szovettani besorolason alapuld kutatasok mellett egyre
elterjedtebbek a molekularis marker alapt, genotipushoz illesztett klinikai
vizsgalatok. A lokalizacion, szovettanon alapuld besorolds tovabbra is a
klinikai vizsgalatok fontos részét képezi, ugyanakkor a prognosztikus (azaz
a betegség eldrehaladasat mutat6 és a diagndzis szempontjabdl hasznos) és
prediktiv (vagyis az adott kezelés hatékonysagat elére jelzd) markerek
meghatarozasahoz biomarker alapt kutatasra van sziikség.

A fej-nyaki tumorok a kulcscsont és a koponyaalap kozott elhelyezkedd
teriiletrdl kiinduld daganatok, amelyek 90%-a laphdmrak (squamous cell
carcinoma, SCC). A fej-nyaki laphamrak (head and neck squamous cell
carcinoma, HNSCC) gyiijtéfogalom, amely magéaba foglalja a szajiireg, a
garat, a gége, az orr- ¢s orrmellékiiregek, valamint a nyalmirigyek ilyen
tipusu megbetegedéseit. A fej-nyaki tumorok emlitésekor altalanosan a
lapham tipusu daganatokra gondolunk. Béar az elmult években vilagszinten
csokkent e tumorok incidenciaja, és mortalitas tekintetében is kiszorultak a

tiz leggyakoribb tumortipusbdl, Magyarorszagon a férfiak korében tovabbra
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is a hatodik leggyakoribb daganatos betegségcsoport, amely negyedik helyen
szerepel a haldlozast tekintve.

Sokaig tigy vélték, hogy a fej-nyaki tumorok kialakulasaban a 6 kockazatot
az alkoholfogyasztas és a dohanyzas jelenti. Mara beigazolodott, hogy e két
kivalto tényez6 mellett a humén papillomavirus (HPV) is jelent6s kockazati
tényez6, amely a méhnyakrak mellett a fej-nyaki tumorok kozel felében jarul
hozza a daganatos elvaltozashoz. A HPV-pozitiv daganatok viselkedése
jelentésen eltér a HPV-negativ daganatokétol, ezért megkiilonboztetésiik
minden esetben 1ényeges. A HPV-negativ tumorok esetén az elvaltozas
kialakulasat a jelatviteli titvonalakban fontos fehérjék valamelyikét kodolod
gén mutacidja vagy amplifikdcidja okozhatja. A fej-nyaki tumorokban
legtobbszor eldfordulo ilyen elvaltozasok a pl 6™k44 a ciklin D1, a PIK3CA
(foszfatidil-inozitol-3-kinaz katalitikus alegysége), a c-Met (hepatocita
névekedési faktor receptor) és a p53 génjeiben jelentkeznek. Azonban nem
minden elvaltozasnak van patologiai vagy klinikai jelentésége. A genom
elvaltozasai mellett, és gyakran attol fiiggetleniil, okoznak problémat a
transzkriptomban ¢és a proteomban jelentkezo eltérések is.

A HPV, a c-Met, a PIK3CA ¢és a p53 amellett, hogy szerepet jatszanak a fej-
nyaki tumorok kialakulasdban, prognosztikai markerek is egyben. Tovabbi
két fontos prognosztikai marker az epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) és a connexin 43 (Cx43). Az EGFR csaldd a tirozin-kinaz receptorok
csoportjaba tartozik. A PI3K/Akt,a MEK/ERK, a PLCy és a STAT jeltaviteli
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tumorok kb. 90%-a termeli tal. Szdmos korabbi vizsgalat igazolta, hogy az

EGFR magas szintje szignifikdnsan rosszabb tulélést eredményez



HNSCC-kben, mig mas kutatdsok sordn ezt az Osszefiiggést nem sikertilt
igazolni. A Cx43 a connexinek csalddjaba tartoz6 fehérje, amely
sejtkapcsolo struktarak (gap junction) kialakitdsaban vesz részt. Ezeknek a
sejtkapcsold strukturaknak a szomszédos sejtek kozotti mechanikai
kapcsolat és kommunikacid kialakitasdban van szerepiik. A Cx43 tovabba
részt vesz a proliferacio, az apoptozis €s a differenciacio szabalyozasaban is.
A Cx43 fehérje expresszidja szignifikans Osszefiiggést mutat a fej-nyaki
tumoros betegek tulélésével, azaz a fehérje magasabb expresszidja jobb
progndzissal tarsul. A Cx43 mennyiségének csokkenése a tumorsejtekben
Osszefiiggésbe hozhato a fokozott invazioval és metasztazisképzéssel.

A fej-nyaki tumorok kezelése Osszetett feladat, tobb fontos valtozo
figyelembevételét igényli. Az egyik fontos tényezd a daganat stadiuma,
amely alapjan megkiilonboztetiink lokoregionalis és metasztatikus
tumorokat, melyeknek hagyomanyos terapiaja eltér6. Lokoregionalis
daganatok esetében operacio, sugarkezelés vagy kemoterapia (cisplatin)
lehetséges, mig metasztatikus tumorok esetén kemoterdpiat (cisplatin,
carboplatin, docetaxel, paclitaxel, methotrexate és/vagy 5-fluorouracil)
szoktak alkalmazni. Abban az esetben, ha tarsbetegségek akadalyozzék a
citotoxikus kemoterdpia hasznalatat, EGFR-ellenes célzott terdpiaval
(cetuximab) kombindlt radioterapidt alkalmazhatnak. Mindezek mellett az
FDA (Food and Drug Administration) az immunellenérzési pont fehérjének
kolcsonhatasat befolyasold és igy a T-sejtes immunvalasz kialakuldsat
eldsegitd immunterapias lehetdségeket is jovahagyott: visszatérd ¢és
metasztatikus HNSCC-k esetén a pembrolizumabot és a nivolumabot, nem
reszekdlhatd6 HNSCC-k esetén pedig a pembrolizumabot mint elsédleges

terapiat.



A kemoterapia sikerességének elOrejelzésére igen kevés molekularis
markerrel rendelkeziink. Boguszewicz egy atfogd tanulményban
Osszegylijtotte azokat a géneket és fehérjéket, amelyek fej-nyaki tumorokban
potencialis prediktiv markerek lehetnek indukcios kemoterapia esetén. A
teljesség igénye nélkiil ilyen gének lehetnek az EGFR, a HER-2 (human
epidermal growth factor receptor 2), a VEGFR (vascular endothelial growth
factor), a Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), az ERCCI1 (excision repair 1,
endonuclease non-catalytic subunit) és a p53 fehérjéket kodold gének. Az
indukciés kemoterdpia sikerességét elére jelzd fehérje pedig lehet tobbek

kozott a pl6™NKaA

¢s ap53. Ezeken kiviil a Cx43 paclitaxel alkalmazasa soran
meriil fel mint lehetséges prediktiv marker. Korabbi kutatds soran
glioblasztomakat vizsgalva kimutattdk, hogy magasabb Cx43-expresszio
érzékenyiti a tumorsejtvonalakat paclitaxellel szemben. Ezt a jelenséget
azzal magyaraztak, hogy a magasabb Cx43-expresszioval egyiitt alacsony
Bcl-2-expresszio figyelhetd meg. A Bcl-2 antiapoptotikus fehérje, amelynek
hianyaban konnyebben kovetkezik be sejthalal.

Napjainkban tobb célzott daganatterapias szer (antitest vagy tirozin-kinaz-
inhibitor) rendelkezik FDA vagy EMA (European Medicines Agency)
engedéllyel és van forgalomban valamilyen daganattipus esetében. Bar a
gatolt fehérje a legtdobb esetben pontosan meghatarozott és specifikus
célpont, csak néhany esetben ismeriink olyan molekularis markereket,
amelyekkel megjosolhatnank és kivalaszthatnank azt a betegpopuléaciét, ahol
a gyogyszer hatasfoka a legjobb lenne. Fej-nyaki tumorok kezelésénél
szamos lehetéség koziil a cetuximab az egyetlen engedélyezett célzott
terapids szer, amihez nagyban hozzjarul az ismert molekularis markerek

hidnya.



Ahhoz, hogy felvehessiik a harcot a rakos megbetegedésekkel, ismerniink
kell azok miikodését, molekularis hatterét. Ezeket felhasznalva pontosabb
képet kaphatunk a daganatokrol, és megfeleld terapids modszereket

dolgozhatunk ki a betegek szamara.



2. Célkitazések

Kutatdsunk soran egyrészt tumorprogresszios markerek expresszidjanak

meghatarozasaval és a fej-nyaki daganatok viselkedésével, taxanalapt

kezelésre adott valaszaval wvalo  Osszefiiggésének  vizsgalataval

foglalkoztunk. Masrészt potencialis terapids célpontok azonositasara és

gatlasuk vizsgalatara forditottuk figyelmiinket fej-nyaki tumorokban.

A bemutatasra keriil6 munka konkrét célkitiizései a kovetkezok voltak:

e Fej-nyaki tumorsejtvonalak paclitaxelérzékenységének meghatarozasa.

e A Cx43 ¢és a Bcel-2 fehérjék mint tumorprogresszids markerek
expressziojanak megallapitasa fej-nyaki tumor eredetli sejtvonalakban
¢és szovetmintakban.

e A Cx43 mennyiségének a Bcl-2 expresszidjara ¢és a sejtek
paclitaxelérzékenységére gyakorolt hatasanak kifejtése.

e A Cx43- és a Bcl-2-szintek klinikopatologiai paraméterekre és a
taxanalapu terapiara adott valaszara gyakorolt hatdsanak megadasa.

e Fej-nyaki tumorsejtvonalak EGFR- és MEK-gatlokkal, valamint ezek
kombinacidjaval szembeni érzékenységének meghatarozasa.

e Az EGFR, valamint jelpalyaiban (MEK/ERK és PI3K/Akt jelatviteli
utak) résztvevo fehérjék expresszidjanak és aktivitdsanak mérése.

o Osszefiiggés keresése a sejtvonalak gatloszerérzékenysége és a fehérjék
expresszios és aktivitasi adatai kozott.

e Az EGFR ¢sapY1068-EGFR mennyiségének meghatarozasa fej-nyaki
tumoros szdvetmintakban, Osszefliggés keresése a klinikopatologiai

paraméterekkel.



3. Médszerek
In vitro modszerek
Alkalmazott sejtvonalak
In vitro vizsgalatainkhoz harom HPV-negativ fej-nyaki laphamsejtes
daganat eredetli sejtvonalat hasznaltunk: a Detroit 562-t, a FaDu-t és az
SCC25-6t. Mindharom sejtvonal az ATCC (American Type Culture
Collection) sejtbankjabol szarmazott. A sejtek fenntartasa, tenyésztése és a
kisérletek inkubacidja egyarant 37 °C-on és 5% CO,-tartalmu parasitott
inkubdtorban tortént. Az alkalmazott médiumokat az ATCC A4ltal
meghatarozott modon allitottuk 6ssze.
Alkalmazott kezel6szerek
Munkéank soran az FDA altal mar engedélyezett, klinikai hasznalatban 1évo
gatloszereket hasznaltunk: afatinibet (EGFR-gatl6), erlotinibet (EGFR-
gatlo), selumetinibet (MEK-gatlo), trametinibet (MEK-gatlo) €és paclitaxelt
(sejtosztddas-gatld). Valamennyi kezeldszert a Selleckchemtdl szereztiik be.
Geéncsendesiteés (siRNS-transzfekcio)
A Cx43 fehérjét kodolo gén, a GJAI (gap junction protein alpha-1)
expressziojat a ra specifikus siRNS molekula transzfektalasaval
csendesitettilk mindharom vizsgalt sejtvonalban. Célpontként a GJAI
siRNS-t, mig negativ kontrollként nem targetalod (N7) siRNS-t alkalmaztunk,
amely semmilyen ismert mRNS-szekvenciaval nem mutat homoldgiat. A
méréshez a sejteket 6 lyuku steril sejttenyésztd lemezre raktuk ki, majd a
sejtek letapadasat kovetden (24 ora) a transzfekciot Lipofectamine
RNAIMAX ¢és OPTI-MEM médium jelenlétében végeztiik el a gyartoi

protokollokban szereplé eljaras szerint. A transzfektalt sejteket egyéb



mérésekhez (tripAnkékkizarasos sejtszamolas, Western blot és fluoreszcens
aramlasi citometria) hasznaltuk fel.

Fehérjetultermeltetés (plazmidtranszfekcio)

A Cx43 fehérje taltermeltetéséhez plazmidtranszfekcidt alkalmaztunk
valamennyi vizsgalt fej-nyaki tumorsejtvonal esetén. A vektor a pIRES2-
Cx43 plazmid volt, amely a vad tipust Cx43-at kddolta. Kontroll vektorként
a GFP-t (green fluorescent protein) termeldé pEGFP-C1 plazmidot
hasznaltuk. A méréshez a sejteket 12 lyuku steril sejttenyésztd lemezre
raktuk ki, majd a sejtek letapadasat kovetden (24 ora) a transzfekciot
Lipofectamine®LTX & PLUS™ Reagent jelenlétében végeztiik el a gyartoi
protokollokban megadott eljaras szerint. A transzfektalt sejteket egyéb
mérésekhez (tripankékkizarasos sejtszdmolas, Western blot és fluoreszcens
aramlasi citometria) hasznaltuk fel.

A sejtek életkeépességének vizsgalata MTT méréssel

A sejtek paclitaxel-, afatinib-, erlotinib-, selumetinib- ¢és trametinib-
érzékenységét MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-
bromid) moddszer segitségével vizsgaltuk. A méréshez a sejteket 96 lyukua
steril sejttenyésztd lemezre raktuk ki, majd a sejtek letapadasat kovetden (24
ora) tobb parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran 5 uM-rol indulo
harmadolé higitasi sorral kezeltilkk a sejteket afatinibbel, erlotinibbel,
selumetinibbel, trametinibbbel ¢&s afatinib+trametinib 1:1 aranyu
kombinaciéjaval. 100 nM-rél indulé harmadol6 higitéasi sort alkalmaztunk a
paclitaxel kezelés esetén. A szereket 72 6ran keresztiil hagytuk hatni, majd a
sejtek ¢letképességét MTT méréssel allapitottuk meg. A gatloszerek ICso
értékét a GraphPad Prism® 8 program segitségével hataroztuk meg. A

statisztikai teszteket a Statistica 13 programmal végeztiik.



Gyogyszerszinergizmus vizsgalata Compusyn segitségével

A lehetséges gyogyszerszinergizmusokat és az 50%-os effektiv dozisnal
definialt kombinacids indexeket (CI) a Compusyn programmal allapitottuk
meg. A program altal generdlt értékek CI<0,75 esetén szinergizmust,
0,75<CI<1,25 additiv hatast, mig CI>1,25 antagonizmust jeldlnek.

A sejtek életképességének vizsgalata tripankékkizarasos sejtszamoldssal

A Cx43-expresszid csokkentésének ¢és novelésének kovetkezményét az
¢életképességre tripankékkizarasos modszerrel vizsgaltuk. A nem targetalo és
a GJAI siRNS-sel géncsendesitett Detroit 562, FaDu és SCC25, valamint a
kontroll és a Cx43 plazmiddal transzfektalt FaDu sejteket harom fiiggetlen
kisérletben, tobb koncentracioban (100 nM-rél induld 6tpontos harmadold
higitas) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést kovetden
tripankékkizarasos modszerrel meghataroztuk az élosejtszamot. Az ICso
értékeket a GraphPad Prism® 8 program segitségével hataroztuk meg. A
statisztikai teszteket a Statistica 13 programmal végeztiik.

Apoptozis vizsgalata fluoreszcens aramlasi citometriaval

A paclitaxel altal okozott sejthaladl mechanizmusanak feltarasara, valamint a
Cx43-expresszio csokkentésének és novelésének az apoptodzisra gyakorolt
hatdsanak megallapitasara aramlédsi citometrias (FACS) kisérleteket
végeztiink. A méréshez a sejteket 96 lyuk steril sejttenyésztd lemezre raktuk
ki, majd a sejtek letapadasat kovetden (24 6ra) 100 nM-rél induld harmadold
higitasi sorral kezeltilk a sejteket paclitaxellel, amit 48 oran keresztiil
hagytunk hatni mindharom sejtvonal esetén. A nem targetalod és a GJAI
siRNS-sel géncsendesitett Detroit 562, FaDu és SCC25, valamint a kontroll
és a Cx43 plazmiddal transzfektalt FaDu sejteket harom fliggetlen

kisérletben, tobb koncentraciéban (100 nM-ro6l induld 6tpontos harmadolo



higitas) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést kdvetéen a
sejteket Annexin V-FLUOS ¢és propidium-jodid kettds festéssel FACS
segitségével vizsgaltuk. Az adatokat a CellQuest Pro és a Microsoft® Excel
szoftverrel értékeltiik. A statisztikai teszteket a Statistica 13 programmal
végeztiik. Az Annexin- (Ann) és a propidium-jodid- (PI) pozitivitas alapjan
négy populdciot kilonitettiink el: él6 (Ann7/PI’), apoptotikus (Ann'/PI),
nekrotikus (Ann/PI*") és halott sejtek (Ann*/PI").

Fehérjeexpresszio és -foszforildcio vizsgalata Western blottal

A Cx43, a Bcl-2, az EGFR, az Akt és az ERK1/2 fehérjék expresszios
szintjiének ¢és az EGFR, az Akt ¢és az ERKI1/2 aktivitasanak
meghatarozasahoz kezeletlen sejtlizatumokat hasznaltunk mindharom fej-
nyaki tumorsejtvonal esetén. A MEK-gatlas fehérjeexpressziora és
foszforilaciora gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz a Detroit 562, a FaDu ¢és
az SCC25 sejteket 1 puM trametinibbel és DMSO-val kezeltik 4 o6ran
keresztiil. A tripankékkizarasos sejtszamolds és fluoreszcens aramlasi
citometria mérés utan megmaradt GJAI siRNS + paclitaxellel és a nem
targetalo siRNS + paclitaxellel kezelt Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket,
valamint a Cx43 plazmid + paclitaxellel és kontroll plazmid + paclitaxellel
kezelt FaDu sejteket is lizaltuk azért, hogy igazolhassuk a transzfekcio
sikerességét és vizsgdlhassuk a fehérjeexpresszidra gyakorolt hatast. Az
Ossz-fehérjekoncentraciot Bradford moédszerrel hataroztuk meg. Az SDS-
PAGE-re 10 pg fehérjét vittiink fel, amiket PVDF membranra juttattunk at
elektrotranszfer modszerrel. A vizsgalt fehérjék a kovetkezok voltak: Bel-2,
Cx43, GFP, Akt, pS473-Akt, EGFR, pY1068-EGFR, ERK1/2, pT202/Y204-
ERK1/2, a-tubulin. Az eredményt Enhanced Chemiluminescence (ECL)
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modszerrel dekektaltuk és az Imagel szoftverrel kvantifikaltuk. A statisztikai
teszteket a Statistica 13 programmal végeztiik.

Szovettani mintikon alkalmazott modszerek

Felhasznalt mintdak

A vizsgalatokhoz 97 fej-nyaki laphamrakkal diagnosztizalt beteg biopszia-
vagy mitét révén eltavolitott tumormintajat hasznaltuk fel. A paciensek a
Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikajan
2012 ¢és 2014 kozott részesiiltek kezelésben. A vizsgalatban részt vevo
valamennyi paciens tajékozott beleegyezését adta. Az eljarast a Semmelweis
Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag
hagyta jova (etikai engedély szama: 105/2014).

Fehérjeexpresszio értékelése immunhisztokemiaval

A szOvetmintdk paraffinba agyazva, szdveti blokkok forméajaban alltak
rendelkezésiinkre a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patologiai Intézetében. A
blokkokbo6l 70 db szovethenger keriilt szurassal egy TMA blokkba (Tissue
Microarray). A TMA blokkokbol tobb, 4 um vastagsaga TMA metszet
késziilt, amelyek szilanizalt targylemezre lettek rogzitve az
immunhisztokémiai vizsgéalatokhoz. Az immunhisztokémiai festés soran a
Cx43, a Bcl-2, az EGFR ¢és a pY1068-EGFR fehérjéket jeloltik meg. A
felhasznalt elsédleges ellenanyagok ugyanazok voltak, mint a Western blot
soran alkalmazottak. Az EGFR ¢és a pY1068-EGFR mennyiségének
meghatarozasahoz alternativ.  harom fokozati pontozasi rendszert
hasznaltunk. A festédott sejtek szazalékos aranyat megszoroztuk a festédés
intenzitasaval. A festddés intenzitasanak jellemzésére négy fokozatot
hasznaltunk: 1: negativ, 2: gyenge, 3: mérsékelt, 4: intenziv. igy egy 0-400
kozotti skalat kaptunk, amelyben a 0 érték jelentette a negativ (0), 1-200-ig
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az alacsony (1), 201-300-ig a kozepes (2), mig 301-400-ig a magas (3)
fehérjeexpressziot. A statisztikai elemzéshez ezeket a pontszamokat
kiilonbozd kiiszobértékek mentén dichotomizaltuk. Az EGFR esetében
ennek megfeleléen az 1-es kategoriat tekintettiik alacsony/negativ
fehérjeexpresszionak, mig a 2-es ¢és 3-as csoportokat magas/pozitiv
kifejez6désnek. A pY1068-EGFR esetén a 0-4s, 1-es és 2-es kategoria
adodott az alacsony/negativ megjelenésnek, mig a 3-as a magas/pozitiv
foszforilacionak. A Bcl-2 és a Cx43 mennyiségének meghatiarozasahoz a
diagnosztikdban ¢és a korabbi kutatdsaink soran kialakitott pontozasi
rendszert hasznaltuk. A Bcel-2-re vonatkozo kategoriak a kovetkezok voltak:
1: <10% pozitiv tumorsejt, 2: 11-30% pozitiv tumorsejt, 3: 31-60% pozitiv
tumorsejt, 4: >60% pozitiv tumorsejt. A Cx43-ra vonatkozéan az alabbi
kategoridkat kiilonitettiik el: 1: <5% pozitiv tumorsejt, 2: 6-20% pozitiv
tumorsejt, 3: 21-60% pozitiv tumorsejt, 4: >60% pozitiv tumorsejt. A
statisztikai elemzéshez ezeket a pontszamokat adott kiiszobérték mentén
dichotomizaltuk. A Bcl-2 és a Cx43 esetében is az 1-es €s 2-es kategoridkat
tekintettilk alacsony/negativ fehérjeexpresszionak, mig a 3-as és 4-es
csoportokat a magas/pozitiv kifejezodésnek. A statisztikai teszteket a

Statistica 13 programmal végeztiik.
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4. Eredmények
Tumorprogresszios markerek vizsgadlata fej-nyaki tumorokban
Paclitaxel hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére
A paclitaxel mindharom fej-nyaki tumorsejtvonal esetében jelentdsen
csokkentette a sejtek életképességét, az ICs érték minden esetben 10 nM-nal
kisebbnek bizonyult. Bar a paclitaxel mindegyik sejtvonalra kiemelked6
hatast gyakorolt, mégis mutatkoznak szamottevd kiilonbségek. Az SCC25
esetén szignifikdnsan alacsonyabb ICsy érték figyelhetd meg, mint a masik
két sejtvonalnal (Detroit 562: p=0,002, FaDu: p=5x10"). Vagyis az SCC25
paclitaxelre érzékeny, mig a Detroit 562 és a FaDu kevésbé érzékeny
sejtvonalnak tekinthetd. Kicsi, de szignifikans kiilonbség van a Detroit 562
¢és a FaDu ICs értékei kozott is (p=0,02).
Paclitaxel dltal indukalt apoptozis fej-nyaki tumorsejtvonalakban
A Detroit 562 sejtvonal esetében az apoptdzis aranyanak csak kismértékii
emelkedése figyelhet6 meg ndvekvd paclitaxelkoncentracid hatasara. Ez a
novekedés a legmagasabb koncentracional sem szignifikans (p>0,05). Az
apoptozis aranyanak csekély mértékli ndvekedését figyeltik meg a FaDu
sejtvonal esetén is. Az apoptotikus sejtek aranya a paclitaxelkoncentracio
emelésével novekedett, ami 33 nM (p=0,045) és 100 nM (p=0,022)
paclitaxelkoncentraciondl szignifikansnak bizonyult a kontroll frakciohoz
képest. Az SCC25 sejtvonal esetében az apoptdzis aranyanak jelentOs
novekedése lathatd. Az apoptotikus sejtek aranya a paclitaxelkoncentracio
emelkedésével egyiitt nott. Szignifikans kiilonbségeket lehetett észlelni a
kontroll és a paclitaxellel kezelt mintdk kozott mar 10 nM-os

koncentracional is (10 nM: p=0,033, 33 nM: p=0,025, 100 nM: p=0,027). Ez
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alapjan az SCC25 érzékenyebb a paclitaxellel szemben, mint a masik két
sejtvonal.

Cx43- és Bcl-2-expresszio fej-nyaki tumorsejtvonalakban

Az elvégzett kisérleteink eredménye alapjan a Detroit 562-ben kdzepes
mennyiségli Cx43 van jelen a masik két vizsgalt sejtvonalhoz képest. A
FaDu-ban megkdzelitdleg feleannyi, mig az SCC25-ben kozel kétszerannyi
Cx43 expresszalodik, mint a Detroit 562-ben. A kvantitativ elemzés alapjan
az SCC25-ben kifejez6d6 fehérje mennyisége szignifikansan eltér a masik
két sejtvonalban tapasztalttol (Detroit 562: p=0,02, FaDu: p=0,005). Ez
alapjan a Detroit 562 és a FaDu alacsony, mig az SCC25 magas Cx43-
expresszioval rendelkezik. A Bcl-2 fehérje a Detroit 562 sejtvonalban
talalhato meg a legnagyobb mennyiségben, €s ehhez hasonléan magas szint
tapasztalhatdo a FaDu-ban is. Legkisebb mennyiségben az SCC25 termeli a
Bcl-2-t, tizedannyit, mint a Detroit 562. Az ¢észlelhetd kiilonbségek az
SCC25 esetében szignifikansak a masik két sejtvonalhoz viszonyitva
(Detroit 562: p=0,05, FaDu: p=0,004). Ez alapjan a Detroit 562 ¢és a FaDu
magas, mig az SCC25 alacsony Bcl-2-expressziot mutat. A sejtvonalak
fehérjeexpressziojanak tanulmanyozasa alapjan tehat a Detroit 562 és a FaDu
sejtvonalak alacsony Cx43- ¢s magas Bcl-2-expresszidval birnak, mig az
SCC25 magas Cx43- és alacsony Bcel-2-expresszioval rendelkezik.

A Cx43-szint csokkentésének és novelésének hatasa a fehérjeexpressziora
fej-nyaki tumorsejtvonalakban

A GJAI siRNS hatasara mindharom sejtvonalban szignifikansan csékkent a
Cx43 fehérje mennyisége (Detroit 562: p=0,01, FaDu: p=3-10"7, SCC25:
p=10"""), vagyis a géncsendesités minden esetben sikeres volt. A Cx43

mennyiségének csokkenése nem okozott valtozast a Bel-2-expresszidban a
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Detroit 562 és a FaDu sejtekben, azonban az SCC25 sejtekben jelentdsen
megemelkedett, kozel duplajara nétt a Bcl-2 mennyisége (p=6-10%). A
transzfekcid hatdsara a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben nem tortént
szignifikans valtozés. A Detroit 562 sejtek a kontroll plazmidot is csak kis
mértékben vették fel, mig az SCC25 sejtekben az eleve magas Cx43-szint
nem emelkedett meg jelentés mértékben a Cx43 plazmid hatisara. Ezzel
szemben a FaDu mind a kontroll, mind a Cx43 plazmidot felvette, el6bbirdl
nagy mennyiségli GFP-t, utobbirol pedig a kontrollhoz képest tizendtszor
tobb Cx43-at expresszalt (p=0,047). Ez alapjan a transzfekcio egyediil a
FaDu esetén volt eredményes. A FaDu sejtekben a megemelkedett Cx43-
expresszio felére csokkentette a Bcl-2 mennyiségét, amely valtozas
szignifikansnak mutatkozott (p=8-10).

A Cx43-expresszio csokkentésének hatisa a paclitaxelérzékenységre fej-
nyaki tumorsejtvonalakban

A tripankékkizarasos sejtszdmolas alapjan a G.JAI siRNS alkalmazasa nem
valtoztatta meg szignifikansan a paclitaxel életképességre gyakorolt hatasat
egyik sejtvonal esetében sem. A Detroit 562 esetén nem tapasztaltunk
kiilonbséget a nem targetaldo és a GJAI siRNS-sel kezelt sejtek kozott, a
FaDu ¢és az SCC25 esetén azonban az I1Csy koncentracié enyhe novekedése
figyelhetd meg. Vagyis a GJAI géncsendesités hatasara kissé romlik a
paclitaxel hatasa. A Detroit 562 sejtvonal esetében az apoptdzis mértéke
GJAI siRNS-kezelés hatdsara nem mutatott eltérést a nem targetald siRNS-
sel végzett kezeléshez képest. A FaDu sejtvonal esetén a GJAI siRNS-
kezelés hatasara a nem targetal6d siRNS-hez képest csdkken az apoptotizald
sejtek aranya magasabb paclitaxelkoncentracio6 esetén, azonban ez a valtozas

egyik esetben sem szignifikans. Az SCC25 sejtvonal esetében a GJAI
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siRNS-sel kezelt mintakban az apoptotikus sejtek aranya szamottevOen
csokkent a nem targetald siRNS-sel kezelt mintadkhoz képest valamennyi
paclitaxelkoncentracié esetén. Ez a csokkenés szignifikans volt a
legmagasabb koncentraciéban kezelt mintdknal (p=0,02). Vagyis a GJAI
géncsendesités csOkkentette a paclitaxel apoptozisra gyakorolt hatdsat az
SCC25 sejtvonalban. Ezzel egyiitt a Cx43 expresszidja a GJAI siRNS
hatdsara minden esetben csokkent, ami a Bcl-2-expresszié novekedését
eredményezte.

A Cx43-expresszio novelésének hatdsa a paclitaxelérzékenységre FaDu
sejtvonalban

A tripankékkizarasos sejtszamolas alapjan a Cx43 plazmiddal végzett
transzfekcid érzékenyebbé tette a FaDu sejteket paclitaxellel szemben.
Vagyis a kontroll plazmidhoz képest a Cx43 plazmid esetén kisebb volt az
€10 sejtszam valamennyi paclitaxelkoncentracié mellett. Ugyanez figyelheto
meg az ICsy értékek esetén is, a Cx43 plazmid alkalmazasakor csokkent az
ICso érték. Az aramlasi citometrias mérések alapjan a Cx43 plazmiddal
végzett transzfekcid6 nem valtoztatta meg szignifikansan a paclitaxel
apoptozisra gyakorolt hatasat a FaDu sejtvonalban.

Cx43- és Bcl-2-expresszio fej-nyaki tumoros betegekbdl szarmazo szévettani
mintakon

A Cx43 ¢és a Bcl-2 fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata 97 paciens
szovettani mintaja koziil 58 esetében volt értékelhetd. 44 (75,9%) esetben
lattuk a Cx43 fehérje magas expresszidjat (Cx43M). A Cx43 statusz
Osszefiiggést mutatott a betegségspecifikus tuléléssel (DSS, p=0,024), az
alacsony Cx43-expresszio (Cx43%) rosszabb tuléléssel tarsult. Nem

mutattunk ki Osszefiiggést a Cx43-expresszido és a tumor lokalizacidja
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(»=0,779), a tumor mérete (p=0,824), a stddium (p=0,638), a
nyirokcsoméattét (p=0,351) és a neoadjuvans kemoterapiara adott valasz
(p>0,05) kozott. A szdvettani mintak koziil 9 (15,5%) esetben tapasztaltunk
magas Bcl-2-expressziot (Bel-2M). Nem mutattunk ki osszefiiggést a Bel-2-
expresszid ¢és a betegségspecifikus tulélés (DSS, p=0,21), a tumor
lokalizacioéja (p=0,531), a tumor mérete (p=0,136), a stadium (p=0,748), a
nyirokcsoméattét (p=0,111) és a neoadjuvans kemoterapiara adott valasz
(p=0,544) kozott. Megfigyeltiik, hogy az alacsony Bcl-2-expresszi6 (Bcl-24)
rosszabb tuléléssel tarsul szdjiiregi lokalizacid esetén, azonban ez az
Osszefiiggés nem bizonyult szignifikansnak (p=0,056). Tovabbi érdekes
észrevétel, hogy nyirokcsomoattét gyakrabban fordult el6 magas Bcl-2-
expresszio esetén (9 Bel-2M esetbdl 7 betegnél volt nyirokcsomaattét). A
Cx43- és Bcl-2-expresszio egyiittes jelenlétét is megvizsgaltuk. Cx434 +
Bel-2% 8 (13,8%), Cx43M + Bcl-2* 41 (70,7%), Cx434 + Bel-2M 6 (10,3%),
mig Cx43M + Bcl-2M 3 (5,2%) fordult el. A Cx43 és a Bel-2 expresszioja
kozott szignifikans Osszefliggést mutattunk ki: az alacsony Cx43-expresszio
magas Bcl-2-expresszioval jart egyiitt (p=0,013). Ez a megallapitas arra utal,
hogy a Cx43-negativ tumorok gyakrabban tiltermelik a Bcl-2 fehérjét, mint
a Cx43-pozitiv daganatok. Nem mutattunk ki 6sszefliggést a Cx43 és a Bcel-
2 egylittes expresszidja és a betegségspecifikus tulélés (DSS, p>0,05), a
tumor lokalizacidja (p=0,904), a tumor mérete (p=0,687), a stadium
(p=0,924), a nyirokcsomoattét (p=0,43) ¢és a neoadjuvans kemoterapiara

adott valasz (p>0,05) kozott.
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Potencidlis terdapidas célpontok azonositdasa fej-nyaki tumorokban
EGFR-gatlok hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességere
Eredményeink alapjan mindkét EGFR-gatlé dozisfiiggd modon csdkkentette
a sejtek ¢életképességét, azonban az afatinib erdsebb gatld hatést fejtett ki,
mint az erlotinib. Az afatinib mar a legkisebb alkalmazott koncentracidban
(0,25 nM) csokkentette a viabilitast, mig az erlotinib esetében ez 62 nM-nal
tortént meg mindharom sejtvonalnal. Sem az erlotinib, sem az afatinib nem
okozott teljes sejtpusztulast a legmagasabb koncentracidoban sem a Detroit
562 és az SCC25 sejtvonalak esetében, azonban az afatinib 5 pM-os
koncentracioban szinte teljesen elpusztitotta a FaDu sejteket. Szignifikans
kiilonbséget figyeltiink meg a két EGFR-gatlo hatasa kozott valamennyi
sejtvonalndl. A FaDu ¢és az SCC25 sejtek mindkét EGFR-gatlora
érzékenyebbek voltak, mint a Detroit 562 sejtek, ami arra utal, hogy a Detroit
562 sejtek kevésbé fiiggenek az EGFR-jelatviteltol.

MEK-gatlok hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére

A selumetinib- vagy trametinibkezelés csak kis mértékben csdkkentette a
Detroit 562 ¢és a FaDu sejtek életképességét. Ezzel szemben az SCC25 sejtek
mindkét MEK-gatléra meglehetésen érzékenyek voltak. A trametinib
szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult SCC25 sejteken, mint a
selumetinib, utobbi csak magasabb koncentracioknal fejtett ki jelentOs
életképességgatld hatast. Bar az SCC25 sejtek érzékenynek bizonyultak
MEK-gatlassal szemben, egyik kezel6szer sem pusztitotta el az Osszes

tumorsejtet a legmagasabb koncentracidoban sem.
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crer

életképességére

A kombinacids kisérleteinkhez a hatdsosabb EGFR- ¢s MEK-gatlot, az
afatinibet és a trametinibet valasztottuk ki. Erds szinergista hatést figyeltiink
meg a kombinacids kezelés hasznalatakor mindharom sejtvonal esetén. A
Detroit 562 sejtekre az afatinib + trametinib kombinacio er6sebb gatld hatést
gyakorolt, mint a trametinib 6nmagaban. Az afatinibbel Osszehasonlitva
ugyanez a kiilonbség csak sziikk koncentraciotartomanyban érvényesiilt. A
Detroit 562 sejtek rezisztensek voltak afatinibbel szemben, az ICso értéket a
trametinibbel valdo kombinalas sem csokkentette elegendé mértékben. Ezzel
szemben a FaDu sejtekre az inhibitorok egyiittes alkalmazasa mind az
afatinibhez, mind a trametinibhez viszonyitva erésebb ¢letképességgatlo
hatést fejtett ki. Az afatinib és a trametinib kozotti szinergizmus a FaDu
sejtek esetében alacsony koncentracidtartomanyban is megfigyelhetd, ami
arra utal, hogy a kombinacios terapiaval jelentds dozisredukcio érhet6 el. Az
SCC25 sejtekre az afatinib + trametinib kombinacios kezelés magasabb
koncentracioknal (0,19 uM folott) fejtett ki az afatinibnél és a trametinibnél
er6sebb gatldo hatast. Ez alapjan az SCC25 sejtek nagyon érzékenyek
monoterapiara, igy kombinacids kezelés alkalmazasa sziikségtelen, és az
csak a toxicitdst ndvelné.

Fehérjeexpresszio és -foszforildcio fej-nyaki tumorsejtvonalakban

A kivalasztott fej-nyaki tumorsejtvonalakban vizsgaltuk az EGFR, valamint
két, az EGFR 4altal aktivalt fontos kinaz, az Akt és az ERK1/2 expreszids és
foszforilacios szintjét. A lehetséges foszforilalhatd oldalldncok koziil az
EGFR esetében az Y1068-as autofoszforilacios helyet valasztottuk, mivel a

leggyakrabban ez felel a MEK/ERK tutvonal aktivaldsaért. Az ERK1/2
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esetében a T202/Y204, az Akt fehérjénél pedig az S472 foszforilacids helyet
valasztottuk, mert tobbnyire ezek vesznek részt az emlitett jelatviteli utak
aktivalasdban. Nem taldltunk szignifikdns eltérést a hdrom sejtvonal
EGFR-, Akt- és ERKI1/2-expressziojaban (p>0,05). Jelentds eltéréseket
tapasztaltunk azonban a foszforilaciés szintek vizsgalatakor. A pY1068-
EGFR szintje szignifikdnsan kisebb volt a FaDu sejtekben, mint a mésik két
sejtvonalban (Detroit 562: p=0,002 és SCC25: p=0,011). A pS473-Akt
mennyisége a Detroit 562 sejtekben szignifikansan nagyobbnak bizonyult,
mint a FaDu sejtekben (p=0,013). A pT202/Y204-ERK1/2 szintje pedig az
SCC25 sejtekben szignifikansan magasabb volt, mint a Detroit 562 sejtekben
(p=0,028). Ezek alapjan valoszintisithetd, hogy a Detroit 562 sejtekben a
PI3K/Akt utvonal aktivabb, mig az SCC25 sejtekben a MEK/ERK 1t az
erésebb. Az eredmények azt is valoszintsitik, hogy a FaDu sejtekben ez a
két jelatviteli ut hasonl6 intenzitassal mikodik.

MEK-gatlas hatasa a fehérjefoszforilaciora fej-nyaki tumorsejtvonalakban
A sejtvonalak expresszios €és foszforilacios profiljanak meghatarozasa utdn
megvizsgaltuk a trametinib hatasat a fehérjék mennyiségére, valamint az
EGFR, az Akt és az ERK1/2 relevans foszforilacios szintjére. Trametinib
hatasara mindharom sejtvonal esetén az ERK1/2-foszforilacid szignifikans
csokkenését figyeltiikk meg (Detroit 562: p=9-10~°, FaDu: p=5-10%, SCC25:
p=9-10"). Erdekes médon a FaDu sejtekben az ERK1/2 aktivitasanak
csokkenésével a pY1068-EGFR (p=0,03) ¢és a pS473-Akt (p=0,003) szintje
jelentdsen emelkedett, ami egy korabban vastagbél- és hasnyalmirigytumor
sejtekben leirt visszacsatolasi mechanizmus jelenlétére utal. Ezt a jelenséget

a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben nem észleltiik.
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Az EGFR expresszioja és a pY1068-EGFR mennyisége fej-nyaki tumoros
betegekbdl szarmazo szovettani mintakon

97 paciens szovettani mintdja koziil az EGFR immunhisztokémiai vizsgélata
84, a pY1068-EGFR-¢ pedig 63 esetében volt értékelhetd. A mintdk koziil
78 (92,3%) esetben tapasztaltunk magas EGFR-expressziot. Az EGFR
statusz Osszefliggést mutatott a hisztologiai differencialtsagi fokkal
(p=0,031): magas EGFR-expresszi6 magasabb grade-del tarsult. Nem
mutattunk ki Osszefiiggést az EGFR-expresszid és a betegségspecifikus
talélés (DSS, p=0,551), a tumor lokalizacidja (p=0,369), a tumor mérete
(»=0,690), a nyirokcsomoattét (p=0,525), a tavoli attét (p=0,522), a stadium
(p=0,182), a dohanyzas (p=0,866) és az alkoholfogyasztas (p=0,707) kozatt.
A szovettani mintak koziil 6 (9,5%) esetben talaltunk magas pY 1068-EGFR-
mennyiséget. A pY1068-EGFR statusz Osszefliggést mutatott a
betegségspecifikus tiléléssel (DSS, p=0,036): a magasabb pY 1068-EGFR-
szint rosszabb tuléléssel tarsult. Nem mutattunk ki dsszefiiggést a pY 1068-
EGFR mennyisége és a tumor lokalizacidja (p=0,748), a tumor mérete
(»=0,303), a tavoli attét (p=0,406), a stadium (p=0,273), a grade (p=0,745),
a dohéanyzas (p=0,182) és az alkoholfogyasztas (p=0,951) kozott. A
nyirokcsomdattét esetén statisztikailag szignifikdns Gsszefiiggést talaltunk
(p=0,024), azonban ezen kapcsolat biologiai relevancijat nem tudtuk

igazolni.
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5. Kovetkeztetések

Az értekezésben bemutatott kutatdmunkam eredményeib6l az alabbi

pontokban felsorolt kdvetkeztetések vonhatok le:

L.

Forditott korrelaciot talaltunk a fej-nyaki tumorok in vitro modelljeként
vizsgalt sejtvonalak és a tumoros betegekbdl szarmazo szovetmintak
Cx43- és Bcl-2-expresszioja kdzott.

A magas Cx43- és az ezzel egyiitt jaro alacsony Bcl-2-expresszio
alkalmasnak bizonyult a paclitaxelkezelésre varhaté kedvezobb
valaszreakci6 eldjelzésére. A legmagasabb Cx43- ¢s a legalacsonyabb
Bcl-2-szinttel rendelkezé sejtvonal volt a leginkabb érzékeny
paclitaxelre. Ugyanakkor az alacsony Cx43- és a magasabb Bcl-2-
szinttel bird sejtvonalak alacsonyabb paclitaxelérzékenységet mutattak.
Eredményeink arra utalnak, hogy a Cx43 fehérje szerepet jatszhat a
Bcel-2  fehérje  szintjének  szabalyozasdban.  Géncsendesités
alkalmazasdval megallapitottuk, hogy a Cx43-expresszi6é csokkentése
szignifikdnsan emeli a Bcl-2  szintjét, amely csokkent
paclitaxelérzékenységet és alacsonyabb apoptozisratat eredményez.
Amikor pedig plazmidtranszfekcidval emeltiik a Cx43 mennyiségét, az
szignifikdnsan csokkentette a Bcl-2-expressziot €és érzékenyitette a
sejteket paclitaxelkezeléssel szemben.

A Cx43 prediktiv marker lehet fej-nyaki tumorokban taxanalapu terapia
esetén.

A pY1068-EGFR-szint emelkedése prognosztikus jelentdséggel bir fej-
nyaki daganatokban. A pY1068-EGFR nagyobb mennyisége
szignifikansan kedvezotlenebb betegségspecifikus tuléléssel tarsul e

daganattipus esetében.
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6. A fej-nyaki daganatok in vitro modelljében a MEK/ERK ¢s a PI3K/Akt
jelatviteli utak tagjait érinté mutaciok és fehérjefoszforilaciok ismerete
felhasznalhatd6 az EGFR- és a MEK-gatlokkal, valamint ezek
kombinacidjaval szembeni érzékenység predikciojara.

7. Olyan fej-nyaki tumorokban, amelyekben nincs jelen a MEK/ERK ¢és a
PI3K/Akt utvonalakat érinté mutacié és nem miikodik az ERK/EGFR

visszacsatolasi hurok, a MEK igéretes terapias timadaspont lehet.
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