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ALK anaplastic lymphoma kinase

APC adenomatous polyposis coli

ASCO American Society of Clinical Oncologists
BRCA breast cancer antigen

CEA carcinoembryonic antigen

CP cancer procoagulant

DD D-dimer

DVT deep vein thrombosis

EGFR epidermal growth factor receptor
ESMO European Society of Medical Oncologists
FACS Fluorescens Activated Cell Sorter
FDA Food and Drug Administration

FISH fluoreszcens in situ hibridizacid
FOLFOX 5-fluorouracil, leucovorin, oxaliplatin
FOLFIRI 5-fluorouracil, leucovorin, irinotecan
GAP GTPase activating proteins

GEF guanine nucleotide exchange factors
IHC immunohistochemistry

LMWH low molecular weight heparin

MAPK mitogen activated protein kinase
MET mesenchymal-epithelial transition
MMR mismatch repair

mTOR mammalian target of rapamycin
NSCLC non-small-cell lung cancer

0S overall survival

PA/I/R plasminogen activator / inhibitor / receptor
PARP poly-ADP-ribose-polymerase

PCR polymerase chain reaction

PDGFR platelet derived growth factor receptor
PE pulmonary embolism

PFS progression free survival

PI3K phosphatidil-inositol-3-kinase
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1. BIOMARKEREKROL — ALTALABAN

A daganatok az egyén és a tdrsadalom szamara az egyik, ha nem a legfélelmetesebb ellenséget
jelentik a ,,nyugati vilagban”. A félelem csak nagyon lassan oldddik, hiszen a terapias
sikereket a nehezen atélhetd sikertelenségek arnyékoljak be. Ennek ellenére, ha kis
Iépésenként is, de érzékelhetd a kezelések eredményességének javulasa, ami azt jelenti, hogy
egyre tobb kozottiink a daganatos beteg. A gyakorisdg emelkedéséhez hozzajarul az életkor
hosszabbodasa ¢és a korai felismerés.

Napjainkban egyre inkabb eldtérbe keriil a ,,személyre szabott™ terapia, kiilondsen a
gyogyszeres kezelés teriiletén. Ennek alapjat elsdsorban a molekularis ismeretek bdviilése
jelenti, olyan génhibdk és hibas termékeik azonositdsa, amelyek a daganatok keletkezésében,
novekedésében és terjedésében kulcsszerepet jatszanak. Ezek a hibdk jelentik azokat a
célpontokat, amelyek ellen ujabb és Gjabb gyogyszerek jelennek meg a klinikai gyakorlatban.
Az elérejelzések szerint a ,,konvencionalis” vagy ,tradicionalis” és a ,,célzott” terapia néhany
évvel ezelotti kb. 70%-30%-o0s aranya néhany éven beliil megfordul. Ezt a gyakorlatban és
gondolkodéasunkban bekodvetkezd valtozast sokan paradigma-valtasként emlegetik. Valod igaz,
hogy mig a tradicionalis kemoterapia esetén a meghatarozé a daganatok lokalizacidja és
szovettani megjelenése, addig a célzott kezelések akkor lehetnek eredményesek, ha a
célpontot sikeriil kimutatni. A célpont jelenléte természetesen tavolrol sem jelenti azt, hogy a
kezelés biztosan eredményes lesz, de azt egyre inkdbb, hogy ki tudjuk valasztani azokat a
betegeket, akik szamara a kezelés hatékonysaganak esélye a legnagyobb. Ezt az optimizmust
az sem kérddjelezheti meg, hogy tisztdban vagyunk azzal, hogy a daganat molekularis szinten
is allanddan valtozo lehet, hogy a daganatokon beliil, a primer €s az attéti daganatok kozott a
hasonlésdgokon kiviil a terapia szempontjabol fontos eltérések lehetnek, és nem utolsdésorban
az egyes betegek reakciodi a kezeléssel szemben jelentds eltéréseket mutathatnak (gondolunk
itt nem csak szomatikus, de pszichés eltérésekre is).

A fentiek tobb feladatot jeldlnek ki a ma és a holnap kutatéi és klinikusai, a
diagnosztikat és a terapidt végzok szamdara. Szerencsére a laborasztal és a betegagy iddbeli
tavolsaga, megfeleld egyiittmiikddés esetén, jelentdsen lecsokkent, ami nem kis mértékben
annak koszonhetd, hogy a molekuldris szintli valtozasokat kimutatd technikdk, a preklinikai
tesztrendszerek, a klinikai vizsgalatok finomodnak, egyre tobb részletet tarnak fel, olyan
Osszefiiggéseket, informaciokat hordozé halozatokat, amelyek egyre kozelebb visznek a

személyre (daganatra) szabott stratégia kialakitasdhoz. Ezek kozott az informaciok kozott igen
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fontos szerep jut azoknak a molekuldknak, amelyek a biologiai/klinikai vélaszt jelezni tudjak
—ezek a biomarkerek.

Biomarkerek (vagy ebben az esetben nevezhetjilk tumormarkereknek) eddig is
rendelkezésre alltak. Felosztasuk sokféle lehet. Megjelenhetnek a keringésben (zommel ezek
a labordiagnosztika klasszikus tumormarkerei), vagy kimutathatok a daganatsejtekben.
Segithetik a megelézést, a korai felismerést, a patologus szamara a diagnoézist, jelezhetik a
klinikusnak, hogy az a célpont jelen van-e, amelynek gatlasa adott daganatban terapias
es¢llyel kecsegtet, vagy éppen azt a hibat, amely kizarja adott szer(ek) hatasat (predikcio),
nyomon kovethetik a kezelés eredményességét (monitorozas), és nem utols6 sorban
utalhatnak a betegség lefolyasara (prognosztika). (1-6). Idealisnak mondhaté biomarker,
amely kelléen szenzitiv ¢és specifikus, tulajdonképpen nincs, de megfeleld
kompromisszumokkal jol haszndlhatéak vannak. Ma madar tobb szer esetében torzskonyvi
eléiras lehet valamely, a terapiat meghatarozé (legalabbis mai tudasunk szerint
nagymértékben befolydsold) biomarker kimutatdsa. Roviden, néhany példan keresztiil

mutatjuk be a biomarkerek alkalmazhatésaganak szempontjait.

1.1 Markerek a daganatokban

A daganatsejtekben kimutathaté markerek egyik legismertebb példait az EGFR-ek (epidermal
growth factor receptor) mutatjak. (Csak emlékeztet6iil: az értekezés csak bizonyos szolid
daganatokkal foglalkozik, hematologiai rendszerbdl kiindulokkal nem!) Az EGFR-csalad 4
tagbol all: EGFR1 (ez jelenti altalaban az EGFR-t), EGFR2 (vagy HER2), EGFR3 és EGFRA4.
Ezek a receptorok normalis koriilmények kozott homo- vagy heterodimereket alkotva
aktivalédnak a ligandok bekotddésekor, €s ezzel valnak alkalmassd arra, hogy tovabb
aktivaljak a jelatvivd utakat — legismertebben a RAS/RAF/MEK/ERK ¢és a PI3K/AKT/mTOR
utat. Az EGFR1 mutacigja azt jelenti, hogy ligand nélkiil is aktiv, azaz fiiggetlenedik a sejt
normalis szabalyozasatol. Mivel vastagbélrdkban gyakran fokozottan expresszalt, ezért
feltételezték, hogy anti-EGFR szerrel klinikai hatast lehet elérni. Sikerilt is, az anti-EGFR
monoklonalis antitestek (cetuximab, panitumumab) monoterapiaban is hatékonynak
mutatkoztak. Ezért latszott stratégiailag az EGFR markerként valo alkalmazésa, remélve,
hogy az amplifikdci6 kimutatasa egyben jelzi a szerek hasznalatdnak jogossagat. Kideriilt
azonban, hogy az immunhisztokémia alkalmazasa (azaz az EGFR-fehérje kimutatasa) ezt az
Osszefiiggést nem erdsiti. (A dilemma valtozatlan: az anti-EGFR szerek a receptort
,»C€lozzak”, miért mond cs6dot a receptor kimutatdsa?) Ebben az esetben az EGFR tehat

pozitiv markerként nem mikodik, de mas tumortipusban, pl. tiidérakban (NSCLC) igen.
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Utdbbiakban, elsdsorban az adenocarcinomakban, az EGFR-mutacié jol jelzi az anti-EGFR
terapia alkalmazhatosagat, de nem a monoklonalis antitestek, hanem a tirozin-kinaz gatlokkal
(erlotinib, gefitinib) szemben. Arra is fény deriilt, hogy pl. ezekben a daganatokban mas
génhibak is elé6fordulnak. (Ez itt az EGFR-rel kapcsolatban vastagbélrakokra és a tiidérakokra
vonatkozik, de mas génhibak ezekben is, de minden malignus tumorban kimutathatok.) Ezek
kozil fontos szerep jut a KRAS-nak, amelynek mutacidja megakadalyozza az EGFR-gatlok
sikerességét, ezért anti-EGFR szerek adasat vastagbélrakok és a tiidé adenocarcinomaja
esetében is csak vad tipust RAS esetében ajanljak. (A ,,RAS-kérdést” részletesen lasd a 2.
részben.)

Az EGFR-csaldd masik tagja, a HER2 els6ként az emlérakokban bizonyult fontos
markernek. A HER2 amplifikacidja, fokozott expresszidja az emldrdkok kb. 25%-aban
kimutathatd, és egyben rossz prognézisra utal. Az emlitett hibak rajtengedélyt jelentenek anti-
HER2 szerek alkalmazasara, azaz prediktiv markernek tekinthetdk. (7,8) Az els6 ilyen
terapias eszkdz a trastuzumab (monoOklonalis antitest) volt, latvanyos klinikai javulassal, de
azzal a tapasztalattal is, hogy terapias valasz a betegeknek csak kb. 30%-aban alakul ki, és
hogy igen gyakran, rendszerint a kezelés elkezdése utdn egy éven belill, rezisztencia
jelentkezik. A rezisztencia okainak megismerése, a rezisztens esetek kezelése igen fontos
kihivas. (9) Egyik megoldas lehet mas anti-EGFR szerek adasa, ilyen pl. a lapatinib. A HER2
kimutatasa hivta fel a figyelmet a diagnosztika problémaira (immunhisztokémia kérdésessége
esetén FISH haszndlatara), és arra, hogy ezeket a molekuléaris modszereket standardizalni kell,
végzésiikre csak arra engedéllyel rendelkez6 laborban kertiljon sor. (10,11)

A harmadik tag az EGFR3, amelyrdl sokéig igen keveset tudtunk (az EGFR4-r6l még
most is), viszont az utdbbi idében kideriilt, hogy igen fontos szerepe lehet az anti-EGFR-ekkel
szembeni rezisztenciaban. A rezisztens esetekben nem ritka, kb. az esetek 20%-a, egy masik
transzmembran receptor, a MET aktivalasa. A MET képes dimert képezni és ezzel aktivalni
az EGFR3-at (amelynek kiilonben 6nall6é foszforilacids képessége, igy az iizenetet hordozo
képessége nagyon csekély). A lényeg az, hogy ez a receptorkomplex a PI3K jelatvivd uton
keresztiil kiildi a proliferacios tlizenetet, , kikeriilve” az EGFR1 gatladsat — vad tipusit KRAS
esetén is. A MET-hiba kimutatasa tehat fontos informacio az anti-EGFR1 szerekkel szembeni
rezisztencia esetén (pl. anti-MET alkalmazasahoz).

A szolid tumorokkal kapcsolatban az emlitetteken kiviil kevés marker bizonyult
klinikailag prediktivnek. Ilyen pl. az Osztrogén- és progeszteronreceptor emldrakban
(tulajdonképpen a hormonreceptorok pozitivitadsa jelentette az elsé célpont alapjan torténd

kezelést), ugyancsak emlérakban a BRCA1/2 gének mutécidja (lehetdséget jelent PARP-
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gatlok alkalmazasara) (12,13,14), ALK gén atrendez6dése NSCLC-ben (anti-ALK terapiahoz)
(15), és a BRAF mutacidja (V600E) melanoméaban (16).

Az egyes markerek mellett egyre tObb multigénes vizsgalattal talalkozunk, amelyek
még pontosabban probaljadk jellemezni az adott tumor molekularis profiljat prognosztikai
vagy predikcios célbol (pl. Oncotype DX - 21 génnel - eml6rakban). (17) A néhany génbdl
allo jellemzések mellett egyesek mar a daganatok teljes genomjanak szekvenalasat gondoljak
a legmegfelelobb utnak, bar minden pozitiv koltséghatékonysagi értékelés mellett a napi

klinikai gyakorlatba ez még nehezen valésithaté meg.

1.2 Markerek a keringésben

A jelenleg hasznalt tumormarkerek jelentds része a keringésbdl mutathatéd ki. Nagy elonytik,
hogy nem-invaziv eljarasok (hacsak a vérvételt nem tekintjiik annak), hatranyuk az alacsony
specificitas €s szenzitivitas. Ezért csak korlatozottan alkalmasak a korai felismerésre, és még
bizonytalanabb a jo- és a rosszindulati 1éziok elkiilonitése. Ennek ellenére pl. a CA125
(cancer antigen 125), a CA19-9 (carboanhydrate antigen 19-9), a CA15-3, a CEA vagy a PSA
sokszor hasznosak a felismerésben, és a kezelés utani monitorizalasban. A metodika
fejlodésével egyre tobb lehetéség nyilik arra, hogy a keringésb6l a tumor vagy a
mikrokdrnyezete, vagy a szervezet valaszaként, ezek egymadsra hatdsaként keletkezo
molekuladkat azonositsunk. Ezek kozott lehetnek fehérjék, nukleinsavak (DNS, miRNS),
amelyek akkor jelenthetnek fontos informaciot, ha hordozzak a daganatsejtekben kialakult
molekularis hibakat. A proteomika valtozatos modszerei mellett a nukleinsavak esetében
foleg a legujabb szekvenaldsi technikak emlithetok. Reményeket fliznek a keringésben
megjelend és onnan kinyerhetd daganatsejtekhez, amelyek érthetéen a metasztatizalasra
potencialisan képes sejteket jelenthetik. (19-22) Kétségtelen tény, hogy mindezek segithetnek
a daganatok jobb jellemzésében, a terapias valasz megitélésében (vagy éppen a rezisztencia
okénak azonositasaban), de nem szabad elfelejteni, hogy az egyre finomodé modszerek, az
egyre kisebb mintdkbol torténd meghatdrozasok ,mogott” igen heterogén daganatok
huzodhatnak meg, ami az értékelést jelentdsen megnehezitheti. Mindez alahtizza az ezzel a
teriilettel foglalkozd vizsgalatok egyik leggyakoribb kovetkeztetését: tobb adatra,
standardizalt és validalt moddszerekre van sziikség. Nem kétséges, hogy Ujabb, akar a
jelenlegieket kiegészité prediktiv és/vagy prognosztikai markerekre nagy az igény. Ennek
jele, hogy nem olyan régen petefészekrakban a CA125 mellett a kdvetésre is alkalmas

markernek fogadta el napjainkban az FDA a HE4/WFDC2-t. (23) Munkank soran tobb
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szabalyozé molekula aktivitasa és a daganatos betegek klinikai adatai kozott kerestiink
kapcsolatot (lasd a 3. részben).

Itt emlithetd, hogy természetesen markereket ma mar nem csak a keringésbdl lehet
kimutatni, hanem szinte barhonnan. Szaporodnak az esetek, amikor pl. székletbdl, vizeletbol
vagy kopetbdl kimutatott marker hivta fel a figyelmet a daganat jelenlétére. Ma még ezek a
klinikum napi gyakorlatiban nem terjedtek el, de a koze3ljovoben egyre gyakoribba

valhatnak.

1.3 A beteg markerei

Tapasztalt klinikus a beteg altalanos allapota €s panaszai alapjan mar gyanakodhat daganatos
betegségre. Mindezek a beteg és a daganat kolcsonhatasa révén keletkeznek, amelyek kozott
az egyik jol ismert jelenség a trombozis és az embolia kialakuldsédval veszélyeztetd
hemosztazis-zavar. Errdl részletesebben a 4. részben szélunk. A tiinetek kozott taldlkozhatunk
olyanokkal, amelyek egyrészt mellékhatasként értékelheték, masrészt kapcsolatba hozhatok a
kezelés hatékonysagaval, azaz ,,markerként” viselkedhetnek. Ilyennek gondoljék anti-EGFR
szerekkel torténd kezelésnél a bortiinetek sulyossagat, vagy angiogenezis elleni szereknél

(VEGF-gatlok) a hipertonia kialakulasat.

A fentiek is jelzik, hogy a molekularis éra visszafordithatatlanul megérkezett az onkologiaba.
A cél a minél hatékonyabb egyénre ,,szabott” kezelés, pontos célpontokkal és a célpontok
elleni szerekkel. A terdpids stratégia kialakitdsdban kulcsszereplok mar és lesznek egyre

inkabb a célpontokat jelz6 (bio)markerek.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink harom kiilonb6zé témara iranyultak, amelyeket a biomarkerek daganatos
betegségekkel kapcsolatos szerepe kot Ossze. Az elsé ketté a daganatsejtekben talalhatd
szabalyozasi zavarokkal foglalkozik, a harmadik pedig a keringésben megjelend markerek

aktivitasat hasonlitja 0ssze. Az egyes témak fontosabb kérdései és célkitiizései a kovetkezok:

1. Mennyire tiikrozodik beteganyagunkban (vastagbélrakok) a KRAS anti-EGFR

kezeléssel kapcsolatos prediktiv szerepe?

2. Milyen 0Osszefiiggés talalhatéd a kiilonboz6 szabalyozasi zavarok és a betegek tulélése

kozott, azaz melyik marker vagy markercsoport rendelkezik prognosztikai szereppel?
3. A daganatokhoz gyakran tarsuld6 véralvadasi zavar kapcsan keletkezo

szabalyzok/tényezok képesek-e jelezni — legalabb a jelenlegi biomarkerek hatékonysagaval - a

betegség progndzisat?

10
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2. KRAS MUTACIOK VASTAGBELRAKOKBAN

A vastagbélrakok klinikai ellatdsanak alapjaul napjainkban is olyan klinikopatologiai
tényezok szolgalnak, mint a TNM stadium, a szdvettan, a sebészi sz€l épsége €és a beteg
allapota. Ehhez csatlakozhat még a szovettan alapjan a lymphoid invazié jelenléte, a
peritoneum érintettsége, ¢és a differencialtsag foka, olyan klinikai eseményekkel, mint az
elzarddas vagy a perforacié a diagnozis idején. (ASCO rizikotényezok, 1) Az utdbbi idében
szamos olyan fehérjét és genomikai biomarkert irtak le, amelyek finomithatjak prognosztikai
informacioinkat és pontosabba tehetik azoknak a betegeknek a kivalasztasat, akik adott
szisztémas kezelésbol a legtobb elonyt élvezhetik. (2) Ezek k6zé a markerek kozé tartozik

vastagbélrakok esetében a KRAS (Kirsten RAS). (3)

2.1. KRAS — normalis és hibas funkciok (vad és mutans formak)

A sejtmitkodések molekuldris szintii szabalyozasaban kulcsszerepet jatszanak a RAS fehérjék.
A RAS csaladba harom gén tartozik, amelyek négy igen hasonld fehérjét kodolnak: HRAS,
KRAS4A, KRAS4B ¢és NRAS (a két KRAS a KRAS gén hasitasi variansait jelenti). A RAS
fehérjéket elsdsorban receptorok aktivaljak, majd az aktivalt RAS-t6l az informéaci6 tovabbi
jelatvivokon keresztiil jut el a sejt mikodését eldontd ,,forumok™ felé. (2.1. dabra) A
proliferacios jelek tovabbitasa soran a RAF, a PI3K, és a RAL jelenti a fontosabb kapcsolatot,
mig az apoptdzis esetén a RAF és a PI3K mellett a RASSF1, a JNK (serkentve vagy géatolva a
sejthalalt). A sejtmetabolizmus szabalyozasaban partner a HIF1, az ERK ¢és az AKT, de a
RAS részt vesz, tobb ponton is, a kornyezettel valo kapcsolat alakitdsaban (befolyasolhatja az
angiogenezist, a proteazok felszabaduldsat pl. a makrofdgokbol, stb.) A RAS ezt a sokrétli
feladatot nyilvan az adott sejtben rendelkezésre 4ll6 szabalyozo6 tényezdkkel egyiitt latja el,
hiszen a miikodése igen ,,egyszerli”, aktiv (azaz jeltovabbitd) és inaktiv allapotokban létezhet,
amit foszforilacio (GTP-kotés) vagy defoszforilacio (GDP-kotés) hataroz meg. El6bbi
szabalyozasaban a GEF-ek (guanine nucleotide exchange factors), utobbiban a GAP-ok
(GTPase activating proteins) vesznek részt elsdsorban. Hiba kdvetkezhet be, ha pl. a RAS és a
GAP kozotti kapcsolat nem jon 1étre (a RAS génben bekovetkezd mutacié miatt), aminek az a
kovetkezménye, hogy allandéan GTP-t kotd, azaz bekapcsolt allapotban levd RAS fehérje
keletkezik, ez pedig autonom mddon adja a proliferaciot serkentd iizenetet a sejt dontéshozoi

felé. (2.1. és 2.2. dbra) (4)
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Novekedési faktorok
(pl. EGF, PDGF, VEGF, IGF, HGF...)

Novekedési faktor receptorok
(pl. EGFR -1-4, PDGFR -A,B, VEGFR —-A-C, IGFR -1,2, MET...)

v

- SRC ~
RAS — PI3K
l PTEN —|l
RAF AKT
MEK1/2 mTOR
| |
ERK1/2 EF

! }

TULELES vs SEJTHALAL
PROLIFERACIO vs GO
ANGIOGENEZIS

DNS

2.1. dbra — A jelatvitel vazlata a leggyakoribb szereplékkel. Az auto- para- vagy endokrin
szabalyozok, mint ligandok kapcsoldédnak a receptorokhoz, ezeket aktivaljak, a receptorok
pedig azt a lancreakciot (zommel a fehérjék foszforilacioja segitségével), amelyek elviszik az
iizenetet a dontést hozo szintekhez. A sejt funkciondlis valasza lehet tulélés vagy sejthalal,
eldbbi esetben proliferacio vagy differenciacio. Daganatokban a szabalyozok hibai miatt valik
uralkodova a sejtek proliferacidja.

RAS funkci6ja és hibai

Lipid farok
(farnezil,
@ palmitoil,
geranilgeranil)

inaktiv

GEF
(guanine nucleotide
exchange factor)

GAP
(GTPase
activating protein)

mutéacio

&

(12, 13, 61, 63 codon)

2.2. abra. A RAS aktivalasat normalisan a GDP-GTP 4talakulas jelenti, az inaktivalast pedig
a forditottja. Mutaciok esetén utdobbi nem kovetkezik be, azaz a RAS allanddan ,,bekapcsolt”
allapotban mitkodik.
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A RAS gén a human daganatok 15-20%-4aban mutans. A csalad egyes tagjainak mutacioi
eltéré gyakorisaggal fordulnak el az egyes daganatokban, igy a KRAS mutécioi foleg a
pancreasrakban, a vastagbélrakban, és a tiidérakban (els6sorban NSCLC-ben) mutathatok ki,
a HRAS mutécioi a bor és a fej-nyak daganataiban, az NRAS mutaciéi pedig a hemopoetikus
rendszer daganataiban. (5) Ezek a mutéciok pontmutacidk, aktivalok, forré pontjaik kozel
vannak a kotddd nukleotid foszfatcsoportjahoz. A leggyakrabban érintett mutaciok a 2. exon
(els6 atirddo exon) 12. és 13. kodonjaban (ritkabban a 3. exonban — 61. kodon, 4. exonban —
146. kodon), mint aminosavcserék fordulnak eld. Mivel az itt eléfordulé mutaciok kozil 7 a
mutaciok tobb mint 90%-4at lefedi (elsdsorban a 12. kodonban megjelendk), ezért a
gyakorlatban ezek meghatarozasat ajanljak annak megallapitdsdra, hogy az adott daganat
hordoz-e mutans RAS gént, és igy fehérjét vagy nem. (6,7) A 7 ajanlott mutacio: Gly12Ala,
Glyl2Arg, Glyl2Asp, Glyl2Ser, Glyl2Cys, Glyl2Val, Glyl3Asp. A meghatarozasra
altalaban PCR-technikat vagy direkt szekvenalast hasznalnak.

2.2. KRAS mutacié a vastagbélrakokban

Vastagbélrakok kb. 35-45%-aban mutathato ki az aktivald mutacid. Mas — részben a KRAS-
sal szoros kapcsolatban levo, és a sejtmiikodés szabalyozasaban ugyancsak fontos szerepet
jatszd — gének is lehetnek mutansak, pl. PIK3CA ~20%, BRAF ~10%, NRAS ~3%. Ezek a
génhibak zommel kizarjak egymast. A vastagbél egyes szakaszaiban a vastagbélrakok
génhibai eltérd gyakorisaggal jelenhetnek meg: pl. jobb colon — bal colon — rectum
sorrendben az MMR (mismatch repair) hibai 26-3-1%, a KRAS hibai 40-28-36%, BRAF 17-
2-2%. Onmagaban a KRAS muticié eléfordulasianak prognosztikai szerepe kérdéses.
Talalkozunk olyan adattal (pl. RASCAL vizsgalat), amely szerint a KRAS mutéicioé rossz

prognozisra utal, de olyannal is, amely nem talalt kapcsolatot. (8-12)

2.3. Vastagbélrak célzott terapiaja

Az EGFR fokozott termelését sok tumor esetében rossz prognosztikai jelnek talaltak. (13-15)
Részben ennek alapjan feltételezték, hogy az EGFR hibai (mutacio, amplifikacio,
génkopiaszam valtozas) miatt a vastagbélrakok reagalhatnak EGFR-t gatld szerekre. (16) A
klinikai hatékonysag elsésorban a receptor extracellularis része ellen haté monoklonalis
antitestek esetében (cetuximab, panitumumab), fOleg kombinacioban — eldrehaladt,
metasztatikus esetekben — be is kovetkezett, mig a kis molekulasulyt, a receptor tirozin-kinaz
részét gatld szerek esetében nem. Az anti-EGFR monoklonalis antitestek megakadalyozzak,

hogy a ligandok aktivaljadk a receptorokat, mert azoknal nagyobb affinitdssal kotédnek a
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receptorokhoz. A klinikai hatds magyardzata azonban még varat magara, mert kidertilt, hogy
az immunhisztokémiailag kimutatott EGFR-mennyiség nem megfelelé markere az elképzelt
klinikai hatdsnak. Varhat6 lenne, hogy az EGFR elleni szer esetében a szer hatasara utalni fog
az EGFR mennyisége, pl. az immunhisztokémia alapjan. Ez azonban nincs igy. Szdmos okot
feltételeznek: pl. a mddszer standardizaciojanak elégtelensége, az értékelési eltérések mellett
azt is, hogy mas epitopot ismer fel a diagnosztikara és a terapidra hasznalt antitest, vagy a
receptorok affinitdsa, foszforlilaltsaga kozotti kiilonbségeket a diagnosztikai antitestek
altalaban nem érzékelik. (17-22) Néhany esetben kapcsolatot taldltak az EGFR gén
kopiaszama, az EGFR ligandjainak (amphiregulin, epiregulin), vagy a HER2 fokozott
termelése ¢és a varhato klinikai hatas kozott. A fentiekkel ellenétben prediktivnek bizonyult a
KRAS aktival6 mutacidja, mert ennek jelenlétében az EGFR gatlasa eredménytelen, a mutans
KRAS ugyanis fliggetleniti magat a jelut felsdbb részeitdl, igy az EGFR-tdl is. (23-29) (2.2.
abra) Napjainkban az anti-EGFR monoklonalis antitestek adasanak feltétele az EGFR
jelenlétének kimutatasa mellett az, hogy a daganat vad tipusu KRAS-t hordozzon. (30)
(Vizsgalatunkba bevont esetekben még nem ezek az indikaciok voltak érvényben.) A mai
indikaciok:

e Cetuximab (Erbitux, egér-human kiméra monoklonalis antitest): EGFR-t expresszalo, vad-
tipusi KRAS-t hordozé metasztatikus vastagbélrak kezelésére javallott; (a) irinotekdn alapu
kemoterapiaval vagy FOLFOX4 kezeléssel kombinalva, (b) monoterapidban olyan betegek
esetén, akiknél az eldzetesen alkalmazott oxaliplatin- és irinotekan-alapi kezelés
sikertelennek bizonyult, és akiknél irinotekannal szemben intolerancia alakult ki. (Erdekes,
hogy pl. a cetuximab fej-nyak laphamrakok elleni indikaciojaban sem EGFR-re, sem KRAS-
ra torténd utalas nem szerepel.)

e Panitumumab (Vectibix, teljesen human monoklonalis antitest): javasolt vad-tipusu KRAS-t
hordoz6 metasztatikus vastagbélrdk kezelésére; (a) els6 vonalban FOLFOX-szal kombindlva,
(b) masodik vonalban FOLFIRI-vel kombinélva azoknal a betegeknél, akik az elsé vonalban
fluoropirimidin-alapt kemoterapiat kaptak (az irinotekan kivételével), (c) monoterapiaként
fluoropirimidin-, oxaliplatin- és irinotekan-tartalmi kemoterapias kezelések sikertelenségét
kovetden.

A klinikai vizsgalatok soran nemcsak azt mutattdk ki, hogy a KRAS vad tipusa esetén
érvényesiil(het) az anti-EGFR antitestek terapias hatasa, hanem azt is, hogy mutansok
esetében az anti-EGFR antitestek nem javitanak, hanem rontanak a betegek allapotan. (31-34)

Bonyolithatja a helyzetet, hogy taldltak olyan KRAS mutéciot (Glyl3Asp vagy

G13D), amely nem jar cetuximabbal szembeni rezisztenciaval, azaz a KRAS mutdnsok nem

14



DOI:10.14753/SE.2012.1734

egyforma biologiai hatassal rendelkeznek. (Bizonyos értelemben erre utal a mutaciok valtozo
gyakorisaga tumoronként.) A G13D a leggyakoribb mutacio a 13. kodonban és in vitro
gyengébb transzformald képességii, mint a 12. kodonban levé mutacidk. 579 vastagbélrakos
beteg adatait és mintait értékelték, akiket 2001 és 2008 kdzott kemoterapia-rezisztencia miatt
kezeltek cetuximabbal. Kideriilt, hogy a G13D mutaciét hordozok progressziomentes ¢€s teljes
¢lettartamra kifejtett hatdsa hasonlitott a vad tipust KRAS-t hordozokéhoz, és jobb volt, mint
amit a tobbi KRAS mutécio esetén értek el. Ezek alapjan felvetik a prospektiv klinikai
vizsgalat sziikségességét. (35)

Arrol nincs meggy6z0 adat, hogy a KRAS mutacioi az anti-EGFR kezelés mellett més
kemoterapids szer(ek) hatasat eldre jelezné.

A vastagbélrakos betegek kb. 20%-andl mar a felismeréskor attétek vannak és a
kurativnak tekintett miitétek harmaddban jelentkezik attét, gyakran 3 éven belill foleg a
majban, a tiiddben és a hashartyan (36) Ezért javasoljak (ESMO), hogy 3 évig évente
torténjen a betegeknél hasi és mellkasi CT, bar a kovetés optimalis stratégidja még
bizonytalan (37). Jelenleg vastagbélrakoknal a célzott kezelés az elérehaladt, metasztatikus
esetekben lehetséges. Kérdés, hogy a metasztazisok milyen mutacios profillal rendelkeznek,
hiszen kezelésiikre rendszerint a primer tumorban tortént vizsgalat eredményei alapjan kertil
sor. Ezt a kérdést a legkorszeriibb szekvenalasi programmal elemezték primer tumorok (148)
¢s rezekalt attétek (161 — 65 maj-, 50 tiidé- és 46 agyi metasztazis) mintain. (38) A 19
onkogénbdl az attétekben azok voltak a leggyakoribbak, mint amilyeneket mar a primer
tumorok esetében meghatdroztak: KRAS mutacio 48.4%, PIK3CA mutacié 16.1%, NRAS
mutacido 6.2%, BRAF 3.1% gyakorisaggal. (Az azonos jelatviteli iton szereplék — KRAS,
NRAS, BRAF — kolcsonosen kizartak egymast, a PIK3CA mutécioi eléfordultak masokkal
is.) Az Osszes metasztazist figyelembe véve 63.4%-ukndl mutattak ki legalabb egy tipusu
mutéciot, 11.2%-uknal tobbet is. Egyezden mas, kisebb mintaszamon tortént megfigyeléssel,
ezekben az esetekben a primer tumorok és metasztazisaik mutacidinak tipusa igen nagy
egyezést mutatott (a mar emlitett négy onkogénnél 90% felett — KRAS-nal 91.8%), ami azzal
a fontos gyakorlati kovetkezménnyel jar, hogy vastagbélrdkndl a primer tumor vizsgalati
figyelemre méltd, hogy a mutaciok gyakorisdga az 4ttétek lokalizacigja szerint eltéronek
mutatkozott. A majmetasztdzisokban a KRAS mutacio 32.3%-ban, a tiidémetasztazisokban
62.0%-ban, az agyi metasztazisokban 56.5%-ban, mig a primer tumorokban 34.9%-ban

fordult el6. Egy masik vizsgalat is megerdsitette, hogy tiidometasztazisok esetén a primer
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tumorokban gyakrabban lehetett kimutatni KRAS mutaciot, mint a vad-tipustiaknal (57% vs

35%) (39).

2.4. Sajat vizsgalatok

47 beteg adatai és mintai alltak rendelkezésre. A markerek meghatarozasa vagy a primer
tumorbol vagy a metasztazisbol tortént (ugyanazon beteg primer és metasztatikus tumora
harom esetben allt rendelkezésre). Az EGFR-aktivitast immunhisztokémiaval (Szent Imre
korhaz, Patologiai Osztaly), a RAS-mutaciot szekvenalassal (KPS Kft) hataroztadk meg. Két
esetben a vizsgalat a mintaban lev6 kevés daganatsejt miatt eredménytelen volt.(Az elsé minta

vizsgalatara KRAS mutacid iranyaba 2010. marcius 4-én kertilt sor.)

KRAS-mutacio meghatarozasa (KPS Kft) - A paraffinos blokkokbol metszetek késziiltek,
majd a megfeleld, 30%-0s tumorarany ellendrzését kovetden, proteindz K emésztés utan
tortént a DNS kivonasa. A KRAS gén 2. exonjat PCR-rel amplifikaltak. A PCR-termék
szekvenalhatosagat gélfuttatidssal ellendrizték. A megfeleld6 PCR terméket Montage PCR
Centrifugal Filter Device-val sziirték. BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kittel (Applied
Biosystems) végzett Sanger-reakciot kovetden a terméket DyeEx 2.0 Spin Kittel (Qiagen)
tisztitottak. Formamidos elegyitést és denaturalast kovetden, az elektroforézist ABI PRISM

310 Genetic Analyzer (ABI) késziiléken végezték.

A betegek klinikai jellemzoi. 45 értékelt betegek koziil 29 férfi (életkor: median 66 év, szélsé
értekek 37-73), 16 nd (59 €v, 47-76). Az operabilis betegek eldszor adjuvans, a metasztazissal
rendelkezok palliativ terapiaban részesiiltek. A leggyakrabban alkalmazott protokollok: de
Gramont, FOLFOX, FOLFIRI, capecitabin, bevacizumab + FOLFIRI (3. dbra).

ANnti-EGFR kezelés. Anti-EGFR kezelésre szinte kivétel nélkiil tobbszords kemoterapias
ciklus utan keriilt sor ECOG 0-2 4llapotu betegeken, EGFR és KRAS meghatarozas utan. A
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Vastagbélrak kezelési algoritmusa (vazlatosan)

Mtét Explorativ laparotomia
Adjuvans Metasztazis Lokoregionalisan kiterjedt
(de Gramont) inoperabilis
(FOLFOX) \
metasztazis operabilitas
l jo éallapot
(FOLFIRI) (Avastin + (FOLFIRI)
(Capecitabin)** FOLFIRI)** (FOLFOX) 1. Vonal
\ \ (Capecitabin)**
. 2. vonal
Anti-EGFR

2.3. dbra. Kezelési alternativak. (a) Ha a miitétnél daganatmentességet lehetett elérni, akkor
adjuvans kezelés: de Gramont vagy FOLFOX, (b) ha a mitétnél mar metasztazist talaltak, de
remény van az operabilitas elérésére kemoterapiaval, és a beteg jo allapotban van, akkor
bevacizumab + FOLFIRI, csak az els6 vonalban, (c) ha az adjuvans kezelés el6tt vagy utan,
vagy a mitétnél metasztazist taldlnak, de a beteg rossz allapotban van, igy az operabilitas
elérése nem valdszinti, akkor FOLFIRI, vagy capecitabim (monoterdpia, csak elsé vonalban),
(d) ha az explorativ lapoarotomiandl mar lokalisan kiterjedt, inoperabilis a tumor, akkor
FOLFIRI vagy FOLFOX vagy capecitabin, (¢) ha progredial a tumor, akkor a 2.vonalban
lehet adni anti-EGFR kezelést (cetuximab + FOLFIRI, panitumumab) (!A vizsgalatok idején
2. vonalban lehetett adni, de ma mar az 1. vonalban is, elérehaladt, metasztatikus tumoroknal)

betegeknél anti-EGFR kezelés csak vad tipusi KRAS-t hordozdé tumor ¢és kimutatott
metasztazisok esetén keriilt sor, cetuximab + FOLFIRI kombinacidval, vagy panitumumab
monoterapiaval. A cetuximab alkalmazott dozisa: 400 mg/m?2 testfeliilet telité dozis, majd 250
mg/m?2 testfeliilet fenntartd dozis, hetente; a panitumumab alkalmazott dozisa: 6 mg/tskg, 2
hetente, volt. (2.3. dbra) A kezelés progresszidig vagy nem kivanatos mellékhatasok
jelentkezéséig tortént. Utobbiak esetén a kezelésmentes iddszak hosszabbodott meg. A
leggyakoribb grade 3/4-es melléktiinetként acne-szerii bortiinetek (4 eset), és neutropenia (6

eset) jelentkeztek.

A primer tumorbol szarmazé vad KRAS esetén a 11 betegb6l 5-nél tortént anti-EGFR kezelés
(4 cetuximab €s 1 panitumumab). (2.1. Tablazat) Két esetben a 6 honapos cetuximab kezelés

soran regresszio alakult ki, egy esetben progresszid, két esetben a kezelés most (1-2 ho)
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kezdédott. Ebben a csoportban a median ¢lettartam (teljes talélés: a diagnozis és a halal
beallta vagy az utolsd vizsgalat kozott eltelt id6) 21 honap volt (12-72 hoénap). A
metasztazisokbol tortént vizsgalat esetén 9 betegbdl 8 részesiilt anti-EGFR kezelésben (2.2.
Tablazat). Egy betegnél cetuximab addsa utin a majmetasztazisok operabilissa valtak, egy
masik esetben a 6 honapos cetuximab kezelés soran kialakult progresszidt panitumumab
kovette, és 6 honap utan (jelenleg) a tumor regredialt. Ez a beteg mutatta a leghosszabb
tulélést (108 ho), de az anti-EGFR kezeléskor mar kiterjedt attétei (tiidd, mellékvese) voltak.
Ebben a csoportban a median teljes tilélés 45 ho (21-108) volt. Osszességében a 13 anti-
EGFR-rel kezelt betegbdl 11-nél lehetett a kezelést értékelni (2 esetben tal rovid az id6): a 6
honapos kezelés utan klinikai elény 4 esetben mutatkozott (36.3%). Ez az eredmény igen
pozitivnak mondhatd, két megjegyzéssel: egyrészt a betegszam igen alacsony, masrészt
azonban a pozitivitdst tdmogatja, hogy nem egyszer tobb kemoterdpids ciklus, atmeneti

regressziok utan bekovetkezd progresszional (2.-3. vonalban) tortént az anti-EGFR kezelés.

A KRAS mutdciot hordozo esetekrsol. A primer tumorbdl tortént meghatarozasnal 19 beteg
hordozott KRAS mutéciot, ami az dsszes eset 63.3%-a (19/30 eset). Az arany még magasabb
a vastagbélrakbol (tablazatban: colon) szdrmazd mintdknal (13/18, 72.1%). Feltlind, hogy a 19
mutans beteg kozott 15 a férfi és 4 a n6. A metasztazisokbol torténd meghatirozasnal a
mutansok aranya alacsonyabb (6/15, 40%), a majmetasztazisok esetében még alacsonyabb
(217, 28.6%). (2.3. Tablazat)

Az aktivald mutacidk tipusai megoszlanak. A kis mintaszam ellenére azonban az
megallapithatd, hogy gyakori a G13D, amirdl az irodalom azt feltételezi, hogy anti-EGFR

monoklonalis antitestekre reagal. (2.4. Tdbldzat)
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2.3. Tablazat — KRAS vizsgdlatok eredményei

KRAS vad tipus KRAS mutans

Primer tumor (férfi/no) 11 (6/5) 19 (15/4)
Coecum 1 1
Colon 5 13
Sigma/Rectum 5 5

Metasztazis 9 (6/3) 6 (2/4)
M3j 5 (4/1) 2
Nyirokcsomo 0 1
Peritoneum 1 1
Douglas 1 0
Méh 0 1
Hasfal 1 1
Mellékvese 1 0

2.4. Tablazat — A KRAS mutdciok tipusai

Primer tumor Metasztazis
G12A 2 0
Gl12C 2 0
G12D 4 1
G12S 4 1
G12v 3 1
G13D 4 2

G13R 1 esetben (majmetasztazisban — nem szerepel a 7 vizsgalando aktivalé mutacid kozott —

klinikai jelentésége nem ismert)
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2.5. Megbeszélés
Bar a KRAS vizsgalata alapjan meglehetésen csekély az értékelhetd esetszdm, néhany
megfigyelés emlitést érdemel:

(@) A tulélék aranya (a vizsgalt idopontban) a vad tipusi KRAS-t hordozoknal 60%
(12/20), a mutansoknal 52% (13/25). A kozeli értékek arra utalndnak, hogy a KRAS
status nem befolydsolja a talélést (azaz Onmagaban nincs prognosztikai szerepe),
azonban prediktiv jelent6sége miatt éppen az anti-EGFR-rel tortént kezelés
befolyasolhatja az aranyokat.

(b) A 45 értékelt betegbdl feltlinben magas a mutansok aranya (55.5 %, 25/45), masok
tapasztalatai 35-45% kozott mozognak. (A KPS Kft 2011-re vonatkozo adatai alapjan
kozel 250 vastagbélrak esetében 39%-ban mutattak ki mutaciot — szobeli kozlés, Petak
I.) Az aranyt emelhetik a tiiddmetasztazisok, mert ezeknél a betegeknél gyakoribb a
mutacid. Utobbi arra utal, hogy KRAS-mutans primer tumorndl még nagyobb
figyelmet kell forditani az esetleges tiid6attétek korai felismerésére. Némileg forditott
a helyzet a majmetasztazisoknal, ahol gyakoribb a vad tipusuak aranya (71.5%). A
vizsgalt esetek koziil hdromnal értékeltiik a primer tumort és a metasztazisait, és
mindharom esetben egyezést mutattunk ki.

(c) A FOLFIRI-vel kombinacioban az anti-EGFR kezelés masodik — sokszor tobbedik -
vonalban is klinikai el6nyt (regresszid, operabilitds) ért el a vad tipusu KRAS-t
hordozo betegek 36.3%-aban. Bar megfeleld kontroll-csoport nem all rendelkezésre,
az valosziniisithetd, hogy az eredmények elsé vonalbeli kezelés esetén, szelektalt
betegeken, még jobbak lehetnek.

(d) A mutansok kozott a legtobb a G13D mutaciét hordozta, amely az ujabb tapasztalat
szerint érzékeny lehet anti-EGFR kezelésre. Erre vonatkozdéan kovetheté nemzetkozi

ajanlas még nincs.

A KRAS biomarker torténete tobb szempontbdl is egyediilallo. Ez az els6 olyan biomarker,
gyakorisaga a vastagbélrakokban ¢és az anti-EGFR kezeléssel szembeni erds negativ prediktiv
értéke oda vezetett, hogy tobb terdpids stratégiat meghatdroz6 intézmény (EMEA, FDA,
ASCO) minden olyan metasztatikus vastagbélrakban szenvedd betegen javasoljak a mutacids
vizsgalat elvégzését, akiknél anti-EGFR kezelést terveznek. Mutacio esetén (2. exon, 12. és
13. kodonban) ett6l a kezeléstdl el kell allni. Tobb preklinikai vizsgalat szerint a KRAS-
mutans sejtek fiiggnek a CRAF aktivitasatol, ezért igen érzékenyek a CRAF gatlokra, vagy
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olyan RAF-gatlokra, mint a sorafenib, de felmeriilt PI3K- vagy NRAS-gatlok alkalmazasa is.
Mindez arra utal, hogy adott beteg mintdjabol a gyakoribbnak bizonyult, és klinikai
szempontb6l hasznosithatd informacidot mutatdé mutacidkat lehetdleg egyszerre (mutacios
panelként, multiplex mutacios assay-vel) kell kimutatni, a kezelés optimalisabb tervezéséhez
(40). Vizsgalatunk tapasztalatai — ha csekélyek is - hozzajarulnak ahhoz, hogy a névekvo

ismereteket minél jobban tudjuk hasznositani a klinikai gyakorlatban.
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3. JELATVITELI UTAK VIZSGALATA

A molekularis szinten célzott terapidban alapvetd a célpontok azonositisa. A célpontok
kivalasztasa rendszerint retrospektiv vizsgalatok alapjan torténik, amikor kapcsolatot keresnek
a molekularis valtozasok (az egyes nukleotida eltérésektdl a nagyobb kromoszémahianyig —
leggyakrabban pontmutacio, amplifikacid, mikrodelécio, transzlokacid, vagy a genom
mikodését szabalyzo mikroRNS-ek vagy epigenetikai/epigenomialis valtozasok) és
valamilyen klinikai jellegzetesség (mint pl. kezelésre adott valasz, kiujulasig eltelt ido, tulélés
hossza) kozott. Ugyanigy kereshetok kiillonbségek a daganatok kialakulasanak egyes
allomésaindl, a normalis szovetektdl a daganateldtti allapotokon keresztiil az invaziv, majd
metasztatikus tumorok Osszehasonlitdsakor. A célpontokat hitelesité markerek azonban
kevesen vannak (az egyik legelterjedtebb az EGFR-kezelés elégtelenségét jelz6 KRAS
mutéacio, lasd az el6zd részt), aminek hatterében a szabdlyozds zavarainak bonyolultsdga
mellett a kimutatasukhoz hasznalt moédszerek kiillonbozoségei, az értékelés valtozo
szempontjai, nem egyszer pedig az értékelok (hacsak nem automatakrol van szo)
véleménykiilonbségei allnak.

A Dbiomarkerek azonositasat neheziti a daganatok ndvekedésével parhuzamosan
felhalmozodd szabalyozasi zavarok sokasidga (ma kb. 100 gént tesznek ,feleldssé” a
daganatok kialakulasaért), a heterogenitast eldsegité szubklonok megjelenése, és a
szabalyozéasi utak sokszinlisége, egymas aktivitasat befolyasold képességiik. A fentiek is
indokoljak, hogy igen intenziven folyik ujabb biomarkerek, biomarker ,,panelek” keresése,
részben a mar ismertek kapcsolatrendszerének figyelembevételével (ez altalaban kevés gént
vagy geénterméket érint), részben a sok szdz vagy éppen ezer génbdl a valamilyen szempont
alapjan a ,leggyanusabbak kihaldszasaval”. A modszerek igen sokfélék lehetnek. A
génszinten kimutatott valtozasokat sokszor a fehérjeszinten végzett igazolasok (validalas)
igyekeznek kozelebb hozni az alkalmazhatosaghoz. Utobbiak kozott taldljuk az
immunhisztokémiai mddszereket is, amelyek szamos elénnyel (a kimutatishoz alkalmazott
antitestek sokszor elég specifikusak és szenzitivek) és hatrannyal (a mintak igen valtozo
,clokészitése” — formalin-fixalas, antigén-feltaras, vagy a kiértékelés szubjektivitdsa miatt)
rendelkeznek. De ekkor még nem szoltunk olyan ,ismeretlenekr6l”, mint pl. a
diagnosztikahoz hasznalt antitestek kotodési képessége (affinitasa). Elvileg minden 1épést
optimalizalni kellene, amire a gyakorlatban csak korlatozottan nyilik lehetdség (sokszor a
gyari ajanlasok elfogadasa a legegyszerlibben jarhato ut). Némileg segit a problémékon a

szoveti mikroarray (tissue microarray, TMA), amelynél sok mintan azonos blokkba agyazva
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lehet elvégezni az immunhisztokémiai reakcidt. Ezt a modszert eldszor 1998-ban irtdk le,
azodta igen népszeriivé valt a biomarkerek kutatasaban (1-8).

Vizsgalatunk targyai a vastagbélrakokbol szdrmaz6 mintak voltak. A vastagbélrak
kialakulasanak ,menetrendje” elég jol ismert (9). A csirasejtes mutacioktol ¢és
daganatszindromaktol eltekintve — de azokhoz rendkiviil hasonloan - a sporadikus
vastagbélrakok kialakuldsaban az egyik elsd génhiba az APC funkcidkiesése. (Az APC a
gyomor-bél rendszer épségét biztositod egyik legfontosabb szabalyzo, ,,gate-keeper” gén.) Sok
adat alapjan feltételezhetd, hogy az EGFR, amely a vastagbélrakok kb. 80%-aban fokozottan
termelddik, igen fontos a daganat kialakulasdban és terjedésében. Ennek oka sokszor
amplifikacio, a mutacio ritka. Igen gyakori viszont a KRAS mutacioja (35-45%) (a KRAS
kozel 3000 mutaciojat irtak le), melyek koziil — ahogy mar emlitettiik - a legfontosabbak a 2.
exon 12. és 13. kodonjaban talalhatok. A RAS uton nem ritka a RAF mutécioja, mig a PI3K-
uton a PI3KCA (katalitikus alegység) lehet mutans, és kieshet a PTEN funkcidja is. Utdbbiak
fokozzék az AKT és az mTOR aktivitasat, a kiils jelektdl filiggetlen proliferaciot. Fontos
szerepet jatszik még a TGFb-uton a TGFbR2 és a SMAD4 valtozasa, illetve a mikroszatellita
instabilitds (azaz a mismatch-repair rendszer elégtelensége) (15-20%). Mindezek (méasokkal,
zommel ismeretlen tényezOkkel egyiitt) jelezhetik a célzott kezelés — egyes esetekben a

kemoterapias szerek - varhato sikerességét.

3.1. Sajat vizsgalatok

Sajat vizsgalataink soran - immunhisztokémiai modszert alkalmazva TMA-blokkokon -
probaltunk olyan szabalyzot vagy szabalyzo csaladot talalni, amelyeknek a jelenléte/aktivitasa
(mert a jelenlét — sajnos — nem mindig jelent aktivitast is, ennek athidalasara hasznaltunk
foszforilalt formék elleni antitesteket) 0sszefligg a vastagbélrakok progresszidjaval, a betegek
tulélésével. A cél tehat ebben az esetben elsdsorban a prognozissal dsszefliggd biomarker(ek)

azonositasa volt.

3.1.1. Modszerek

TMA - A vizsgalatokhoz vastagbélrakok (1996-2004) formalinban fixalt és paraffinba
agyazott mintait hasznaltuk, amelyekbdl 3 szoveti mikroarray-t (TMA) készitettiink. A TMA-
hoz Panoramic TMA Master-t hasznaltunk (3D Histech, Budapest). Minden TMA-blokk 70
db 2 mm atmér6jii hengert tartalmazott (3.1. abra), amelybdl 1 cirrhotikus majbol szarmazott
a tajékozodas céljara, a tobbi pedig a vastagbélrakokbol (nem egyszer tobb minta egy

tumorbol). Az eredeti blokkokbdl eldszor hematoxilin-eozinnal festett metszeteket
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készitettiink és ennek alapjan hataroztuk meg a TMA-ba keriil6 henger helyét (azaz hogy

megfeleld mennyiségii és mindségli szovetet tartalmazzon).
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3.1. dbra — A 70 mintét tartalmazé TMA blokk (a) és egy minta (b) atnézeti képe. Utdbbin jol
lathat6 az adenocarcinoma tipusos, mirigyes szerkezete. Nagyobb nagyitas mutatja az EGFR-
reakcid gyakori képét, azaz a membranfestddést (hiszen az EGFR transzmembranreceptor)
(c¢). Az azonban ritkasag, hogy az EGFR a sejtmagban helyezkedjen el (d). Feltételezik, hogy
a sejtmagba bekeriild EGFR funkcidja nem azonos a membranban elhelyezkeddvel, mas
szabalyozokkal 1ép kapcsolatba, ezért a sejtmiikddésre gyakorolt hatasa is eltérd.

Betegek - Osszesen 95 betegbdl szarmaztak a mintak (52.6% férfi és 47.4% nd), a median
¢életkor 62 év (34-78 év). A betegek kemoterapids kezelésére, valamint a kovetésiikre a Szt
Imre Korhaz Onkologiai Profiljan keriilt sor. Az atlagos kovetési id6 76 honap volt (8-181
hénap). A klinikai lefolyas jellemzésére a kovetkezd adatokat hasznaltuk: a betegség
stadiuma, teljes tulélés (a diagnozistdl az utolso ellendrzésig vagy a beteg halalaig eltelt ido;
overall survival, OS), és progressziomentes tulélés (PFS: progression-free survival). Ha a
beteg nem a daganatos betegsége miatt halt meg, akkor a statisztikai értékelésnél nem vettiik

az adatait figyelembe.
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Immunhisztokémia - Az immunhisztokémiai (IHC) vizsgalathoz 5 mikron vastag metszeteket

készitettiink a TMA-blokkokbol. A kovetkezd fehérjékkel szembeni antitesteket hasznaltuk:

EGFR/RAS/PI3K 1t EGFR (DX, Ventana, Zymed, NC384, pY1068,
pY1173), HER2 (SP3), RAS (AB1), RAF (pRAF-9421),
MAPK (4376), ERK1/2 (pMEK1/2-2338), AKT (pAKT,
panAKT), mTOR, PTEN (Ab-6)

Egyéb ligandok/receptorok MET (NCL-cMET-S), PDGFRa, PDGFRb, STAT2 (RB-
10458-P0), STAT3 (RB-9237-P0), IGFR

Sejtciklus szabalyzok ciklin D1 (RM-9104-S0), ciklin D3 (MS-215-P0), Ki67
(N1633)
Apoptozis-szabalyzok p53 (DO7, FP2-3, SP5), Bax (Ab-1), Bad (75, RB10376-

P19; 99, RB10377-P1), Bcl-2 (Ab-3), citokrém C (Ab-2),
kaszpdz 8 (Ab-4), FLIP (Ab4042), survivin, NFKB (p50,
Ab-2; p65, RB-1648-PO)

Adhézid/invazid E-kadherin (MS-1479-S0). p-katenin (MS-1763-S0),
CD44v6 (Ab-1), CD138 (syndecan-1), MMP2 (RB-9233-PO)
Egyéb CD10 (CALLA, Ab-2, MS.728-S0), Cox2, HLA-DR,

timidilat-szintaz (MAB4130)
(Fobb beszerzési forrasok: Cell Sign. Tech, Chemicon, DAKO, Epitomics, LabVision,

Novocastra, Zymed).

Minden IHC-reakciot el6szor mas mintakon ellendriztiink, és ennek alapjan a TMA-
blokkokon a reakcidkat egyedileg (az egyes antitestekre optimalizaltan) végeztik (feltaras,
festékkoncentracio, festési ¢€s eldhivasi feltételek). Az IHC-reakciok és a hattérfestés utan
minden TMA-lemezt szkenneltiink Panoramic SCAN programmal (3DHistech, Budapest),
ami lehetdvé tette a képernydn vald kiértékelést. A kiértékelést 3 patologus végezte,
egymastol fliggetleniil, egyeztetett szempontok szerint. JelentOs eltérés esetén konzultativ
értékelésre keriilt sor. Minden mintat €és reakciot részben a pozitivnak itélt sejtek aranya,
részben a reakcido eréssége alapjan egy szammal jeldltink (0-9), amit egyben a reakcid
aktivitasanak tekintettiink. (3.1. Tdbldzat) Elofordult, hogy a kiértékeléskor, elsdsorban a
klinikai jellemzOkkel valo Osszehasonlitaskor, a 7-9 értékek esetén tekintettilk a reakciot
pozitivnak, 0-3 esetében negativnak, mig a 4-6 értékeket koztes zonanak (utobbiak az

értékelések ,,nehéz emberei”, a hibalehetdségek legtobbszor itt jelentkeznek — legtipusabb
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crcr

értékek, de hasonlon ,,sziirke zona” tobb gént tartalmazod assay-k esetében is eléfordul).

3.1. Tablazat — Az IHC reakciok aktivitasa
Pozitiv sejtek aranya (%)
Alacsony (0-10) Kozepes (11-50) Magas (51-)

Reakcio erdssége

Gyenge 1 2 3
Kozepes 4 5 6
Erds 7 8 9

A TMA-blokkon el6fordultak technikai hibak, vagy a metszések kovetkeztében a minta a
blokkbdl ,kifaragodhatott”, emiatt adott minta értékelhetetlenné valt. Mivel azonban egy
esetbdl tobb TMA-henger (néha tobb paraffin-blokkbol) allt rendelkezésre, ez nem jelentette

feltétleniil azt, hogy az esetet sem lehetett értékelni (ilyen dsszesen 3 alkalommal tortént).

Statisztikai értékelés - Mind a klinikai adatok, mind az immunhisztokémiai eredmények
kiértékeléséhez a Statistica 9.1 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) és MedCalc (1.2.1.0. (MediCals

Software, Mariakerke, Belgium) szoftvereket hasznaltuk.

A TMA-készités, az immunhisztokémia veégzése és értékelése a Semmelweis Egyetem 1.
Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetében tortént (dr. Micsik Tamas, dr. Fonyad Laszlo,
dr. Krenacs Tibor). Az eredményekrél k6zos cikkben szamolunk be — jelenleg kéziratban:
»Signaling pathways in colorectal cancer. A TMA-IHC study. Micsik T, Nagy Zs, Horvéth O,
Fonyad L, Krenacs T, Pogany P, Simon K.”

3.1.2. Eredmények

Osszefliggést kerestiink a vizsgalt szabalyozok egymas kozotti aktivitdsa, valamint az
aktivitasok és a klinikai jellemzOk kozott. Ha a reakciok kiértékelésekor nyert adatok nem
mutattak normalis eloszlast, a Spearman Rank Order Correlation-t hasznaltuk (R-érték)

(Statistica szoftver).
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3.2 abra — Er0s korrelaciot (R>0.7) mutatd szabalyzok

Osszefiiggés azonos szabalyozok aktivitasa kozott kiilonbéozé antitestek esetén (3.2 abra)
Erdsen szignifikdns 0sszefliggést (R>0.7) a kovetkezdk kozott talaltunk:
az EGFR két foszforilalt formdjat kimutato antitestek kozott (89 eset alapjan, 0.74),
a p53-at kimutat6é harom antitest kozott (30 eset, 0.85-0.87),
a fenti két csoport kozott (30 eset, 0.74-0.82),
az EGFR-t kimutaté Pharm-DX és Ventana antitestek kozott (23 eset, 0.76),

Osszefiiggés az egyes szabdlyozok aktivitasa kozott
Erdésen szignifikans osszefliggést (R>0.7) a kdvetkezok kozott talaltunk:
a p53 ¢és a pEGFR kozott,
az NFkB p65 és a survivin aktivitasa kozott (32 eset, 0.76),
a panAKT ¢és NFkB vagy PDGFb kozotti erds osszefliggés (0.88) azonban csak
néhany esetre (8 és 7 eset) szoritkozott

(a kevés esetet érintd Osszefliggéseket kivéve a p érték mindenhol <0.001-nél)
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Meérsékelten szignifikans 0sszefiiggést (R>0.50) a kovetkezok kozott talaltunk (csak a

legalabb 30 esetre vonatkozdakat soroljuk fel):

BAD75 és MAPK (31 eset, 0.52) BAD75 és RAF1 (32, 0.52)

BAX és PDGFRb (31, 0.69) b-katenin és EGFR (Zymed) (34, 0.50)
kaszpaz 8 és PDGFRb (32, 0.67) kaszpaz 8 és survivin (33, 0.51)
CD44v6 és MAPK (33, 0.50) CD44v6 és MET (33, 0.52)

Ciklin D3 és pAKT (34, 0.50) HER2 ¢és PDGFRD (30, 0.52)

mTOR és MET (30, 0.62) p53 és pERK1/2 (31 eset, 0.69)

pRAF és MET (63, 0.50) pEGFR és pERK (88, 0.58)

(a fentiek esetében a p-érték <0.0.5)

Osszefiiggés a klinikai adatok és az IHC aktivitasok kézott

Minden IHC értéket figyelembe véve a taléléssel csak néhdny mutatott szignifikans
kapcsolatot. Ilyen, gyenge, forditott 0sszefiiggés mutatkozott a BAD75 reakcié és a teljes
tulélés kozott. Hasonlo erejii, de egyenes Osszefiiggés latszott a BAX és a tlélés (,,daganatos
betegség miatt meghaltak” esetében) kozott. Ugyanez a betegesoport erdsebb korrelaciot
mutatott a STAT3-mal, valamint - negativ 6sszefliggést mutatva - a Ki67 reakcioval.

Az adatokat értékeltiik ugy is, hogy az IHC reakciok aktivitasa alapjan két csoportot
képeztiink: erds aktivitdsi mintdk (megfelel a 7-9 értékkel jellemzetteknek) és gyenge
aktivitas (0-3), mig az 4tmeneti értékeket (4-6) nem vettiik figyelembe. Kritériumként szabtuk
meg, hogy még ezen beliil is csak azokat a mintdkat vessziik figyelembe, amelyeknél legalabb
8 eset értékelhetd volt, és az értékelés alapjan legalabb 70%-uk tartozott az erésen vagy

gyengén aktiv csoportba. (3.2. Tdbldzat)

3.2. Megbeszélés

A vastagbélrakokkal kapcsolatban, TMA-t alkalmazva hazai szerzOk is végeztek vizsgalatot.
Az egyik ilyen vizsgalat soran 16 betegnél hasonlitottak Gssze a sebészi mintaban a daganatos
és a normalis szOveteket, és 67 szignifikans, fehérjeszinten eltérd expressziot mutatd gént
azonositottak. Immunhisztokémiara alapozott TMA-val 12-nél igazoltdk az eltéréseket,
valamint sikeriilt olyan 6 génbdl (CycA, Ar, Topl, TGFb, Hsp60, ERK) allo
markerkombinaciot meghatarozniuk, amely a korai €s a kés6i daganatok kozotti elkiilonitést
teheti lehetévé. (10) Ugyanez a munkacsoport egy madsik vizsgalatdban a vastagbélrak

,klasszikus utjan” (adenoma-dysplasia-carcinoma sorrend) az emelkedett
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proliferacids/apoptotikus sejtarany €s az osteopontin expresszid mutatott Osszefliggést a
daganatok progresszidjaval. (11) TMA-val kerestek kapcsolatot — 130 eset kapcsan - az nm23
expresszidja és a vastagbélrakok klinikai viselkedése kozott, mivel az eddigi eredmények igen
ellentmondasosak az nm23 prognosztikai szerepét illetden, vastagbélrakban. Mig a
betegségmentes tulélés és az nm23 intenziv termelése kozott talaltak parhuzamot, a teljes
tulélés esetében nem (12). Mitét eldtt kemoirradidcioban részesiilt betegeknél a szovettani
anyagon végzett TMA-immunhisztokémia a MIB, a p53, a BCL-2 és a BAX expressziojat
talaltak leginkabb Osszefiiggésben a patologiai valasszal (38 eset) Ezen beliil a
legérzékenyebb tényezének a BAX mutatkozott, mig a MIB a tobbi szabalyzo6tdl fiiggetleniil

jelezte a kemoirradiacioval szemben varhaté valaszt. (13)

3.2. Tablazat — Osszefiiggés az IHC mintdk aktivitdsa és a progresszié kozitt

Eros aktivitas Gyenge aktivitas
Teljes tulélés
>10 év EGFR(V), BAX ---
6-10 év EGFR(V), RAS, STAT3, NFkB p53, CD44v6
3-5¢v EGFR(V), RAS, BAX CD44v6
kaszpaz 8, E-kadherin
survivin, p53
0-2 év EGFR(V), ERK, RAF ----
PER (progressziomentes tulélés)
> 6év EGFR(V), RAS, STAT3 CD44v6
3-5¢év ---
1-2 év EGFR(V), ERK, RAS CD44v6
0-1¢év EGFR(V) -—-
Stadium
2a EGFR(V), RAS, STATS3, E-kadherin ---
p53
3b EGFR(V), RAS, STAT3 CD44v6

(a tobbi csoportban nem volt 8 értékelheto eset)

Ez a néhany adat is arra utal, hogy — legalabbis TMA-t alkalmazva — az eredmények

eléggeé esetlegesek, egymassal alig, vagy nem fliggnek Ossze. Sajat vizsgalataink annyiban
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illenek a képbe, hogy ismert szabalyzok aktivitasabol probaltunk kovetkeztetéseket levonni, a
klinikum szamara hasznosithatd prognosztikai markereket talalni. Ez a torekvés tobb fontos
megfigyelést eredményett.

A vizsgalatok els6 része a szabalyzok (potencialis markerek) IHC-vel értékelt
aktivitdsat egymassal hasonlitotta Ossze. Nem kis probléma az IHC alkalmazasakor a
megfeleld diagnosztikus antitest (reagens) kivalasztdsa. Tapasztalataink szerint a 6 EGFR-t
kimutatd antitest egymashoz igen kozeli aktivitdst mutatott. A legszorosabb kapcsolatot a
PharmDX és Ventana, valamint a foszforilalt antitestek kozott talaltuk. Mivel a foszforilalt
allapot a jelenlét mellett a funkcidra is utal, ezért ezek alkalmazasa javasolhato az EGFR
meghatarozasadra. Hasonléan jo egyezést mutattak a p53-elleni antitestek. Bar az
altalanositashoz kevés az adat, valészinii, hogy az IHC-nél alkalmazott reakciok elég
megbizhatoan mutatjak ki a kérdéses markereket. De nem szabad elfelejteni, hogy az egyedi
aktivitasokat a sejtben aktualisan miik6do tobbi szabalyzo igen intenziven befolyasolhatja.

Az egyes szabalyozok kozott kevés olyan Osszefliggés mutatkozott, amelyik a
jelenlegi ismereteink szerint funkcionalis kapcsolatot is teremt. Ilyennek itélhetd az erésen
szignifikans Osszefliggést mutatok kozott az EGFR és a p53 proliferaciot timogatd, valamint
az NFxB és survivin apoptozist gatld aktivitdsa. A mérsékelten szignifikans csoportban
néhany tovabbi vizsgalatot tamogat a MET 0sszefliggése a CD44v6-tal vagy az mTOR-ral, a
PERK kapcsolata a pEGFR-rel és p53-mal, vagy az ugyancsak proproliferativ iranyt mutato
pAKT ¢és ciklinD1, illetve PDGFRb és HER2, EGFR ¢és [-katenin péaros. Az apoptozist
kozvetleniil befolyasolé markerek (eltekintve a mar emlitettél) mai ismereteink alapjan
értelmezhetd Osszefiiggésben nem vettek részt.

A mintdk THC értékei és a klinikai jellemzdk, els@sorban a progresszioval
kapcsolatosak kevés 0Osszefiiggést mutattak. Az EGFR (Ventana) antitesttel kapott
eredmények azok, amelyek elég egyértelmiien utalnak arra, hogy a diagndzishoz vett
mintakban igen nagy aranyban a normalis bélham proliferaciojanak szabalyozasi
menetrendjének elemei ismerheték fel. Ezt erGsiti, hogy a teljes talélés, és a
progressziomentes tulélés esetén is az EGFR mellett az éltala befolyasolt Ut résztvevoi
jelennek még meg gyakrabban (RAS, RAF, ERK). Onmagaban tehat az EGFR expresszidja
nem jelent rossz prognozist (mint ahogy nem jelent pl. tiidérdk esetében az EGFR-mutacio
sem.) Valodszinii, hogy ebben az esetben a szabalyozas normalis gatloi (féleg a szuppresszor
gének) mondanak cs6dot. A STAT3 szerepének tisztazasa — amely ugyancsak kapcsolatban

van az EGFR-rel - tovabbi vizsgalatot igényel.
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A daganatsejtek terjedését befolyasolé markerek koziil az E-kadherin a hosszabb
tuléléssel, a CD44v6 a rosszabb prognozissal tarsult, ami egybehangzik az eddigi
megfigyelésekkel. Az apoptozist jellemzé markerek (pl. BAX, p53, kaszpaz-8, survivin,
NFkB) ezekkel a kiértékelési szempontokkal sem mutattak jellemz6 képet a progresszidval
kapcsolatban.

A vizsgalt beteganyag konvencionalis kemoterapiaban résesiilt, és a daganatsejtek, a
daganatok terapiara adott valaszaban a jelek szerint nem ,,egyszeriien” az EGFR-ut volt a
meghatarozo (legalabbis az egyetlen). Az a tény, hogy jelenleg a KRAS vad tipusat hordozo
esetekben az anti-EGFR monoklonalis antitestekkel (cetuximab, panitumumab) végzett
kezelések klinikai eredménye - az Gsszes vastagbélrakot tekintve — csak 10-20%, jelzi egyéb
terapias valaszt befolyasold események jelenlétét. Ezen a téren feltehetd az esetek kozotti
jelentds heterogenitas az, ami magyardzhatja azt, hogy statisztikailag szignifikdns marker-
csalad, a progresszio szempontjabol nem jelolhetd meg, mert egy-egy szabalyozo ritkén éri el
az ¢értékelési kiiszobot. Az ugyancsak valoszinlisithetd, hogy a progresszidoval jaro
heterogénné valas elott, amikor még fekltehetden az EGFR-ut a késObbieknél jobban
befolyasolja a tumor novekedését, az EGFR-ut elleni terdpias tdmadas (nem feltétleniil csak

anti-EGFR) eredményesebb lehet.
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4. VERALVADAS ES A DAGANATOS PROGRESSZIO

4.1. Hemosztazis és a daganatok

A hemosztazis és a daganatok kapcsolatardl elséként Bouillard és Bouilland (1) szamolt be,
akik harom tumoros betegnél figyeltek meg mélyvénas trombozist (DVT), az alsé végtag
0démajaval, amit annak tulajdonitottak, hogy fibrinrdg zarta el a vénat. Késobb Trousseau (2)
irt le kapcsolatot a daganat és a vénés tromboembolidzis (VTE) kozott, a kialakult elvaltozast
phlegmasia alba dolensnek nevezte. A Trousseau-szindroma a Virchow-triasz minden
elemével rendelkezik: stasis (amelyet okozhat a tumoros kompresszio), endotélkarosodas
(valoszintileg a tumorsejtek invazidja miatt) és fokozott véralvadas (amit foleg a tumorsejtek
altal a termelt, a hemosztazist, a véralvadasi kaszkadot befolyasold faktorok okoznak).

Az elsd leirasok oOta tobbszordsen megerdsitették, hogy kétiranya kapcsolat 4ll fenn a
VTE ¢és a daganatok kozott. Egyrészt a daganatos betegekben fokozott a VTE rizikoja (7-28-
szoros), kiillondsen a diagndzis utani elsé néhany honapban €s tavoli metasztazisok esetén (3);
¢s forditva, a daganat keletkezésének nagyobb az esélye az idiopatids VTE elsé epizodjat
kovetd 2 éven beliil (4). Hospizalizalt daganatos betegeken a VTE a mdasodik leggyakoribb
halalok, minden hetediknél tiidéembolia 1ép fel. A miitét ugyancsak emeli a rizikot. Az egyes
szervek daganatait tekintve kiilonbségek vannak a VTE gyakorisagaban (itt csak az altalunk
részletesebben vizsgalt lokalizacidkat emlitve): emlérak 22 DVT/PE (mélyvénas
trombozis/tiidéembolia) per 10.000 beteg, vastagbélrak 76, pancreasrak 110, petefészekrak
120. (5) (US adatok, >65 év feletti hospitalizalt betegek). A VTE epizodot taléléknél gyakran
fordul el6 ismételten VTE, poszttrombotikus szindroma, pulmonalis hipertenzio — melyek a
betegek ¢életmindségét is alapvetden befolyasoljdk. Az ilyen adatok ismeretében meglepdnek
hangzik, hogy az egyik felmérés szerint az onkoldogusok 60%-a nem hisz abban, hogy a
hormon- vagy kemoterapia fokozza a VTE rizikojat, és 80%-uk nem is alkalmaz
tromboprofilaxist (6)

A hemosztatikus rendszer az ereket védé komplex mechanizmus, egyiittmiikodve a
gyulladassal ¢és a karositast helyreallito rendszerekkel. Normaélisan a hemosztazis
»hyugalomban” van €s csak az endotél sériilése utan aktivalodik. Kialakul a vazokonstrikcio,
a csokkend vérataramlassal a trombocitdk a GP1b (platelet glycoprotein Ib) receptoraikon —

pontosabban a GPIb-FV-FIX komplexen — keresztiil kapcsolodnak az endotél alatti
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4.1. abra Primer hemosztazis — trombocitak aggregalodnak az endotélsériilés helyén

von Willebrand faktorhoz (vWF), majd kollagénreceptoraik segitségével a matrixhoz. Az
aktivalt trombocitak aggregalédnak, hasznalva a GPIIb/Illa receptoraikat és kitapadnak a
sériilt ér faldhoz, kialakul a kezdeti vérrog. A tumorsejtek is képesek GPIb és GPb/Illa
receptorok termelésére, amelyekkel kapcsolodni tudnak a vWF-hoz és a trombocitakhoz.
Preklinikai vizsgalatban a GPIba gatlasa fokozta a metasztazisok 1étrejottét, mig P-szelektin-
hiany esetén ez nem jott 1étre. Ez is azt bizonyitana, hogy a GPIba a hemosztazisban jatszott
szerep mellett részt vesz a metasztatizalas korai, P-szelektin-fiiggd 1épéseiben (7)

Normalis koriilmények kozott a fentiekkel parhuzamosan az endotél milkddése a
nyugalmi antikoagulansbol prokoagulans irdnyba valtozik és beindul a véralvadasi kaszkad is.
A fibrin, majd a fibrinhald tovabb aktivalja a trombocitakat, de a fibrinolitikus rendszert is,
hogy sziikség esetén a plazmin el tudja tavolitani a fibrint. A fentiek mellett a trombin nem-
hemosztatikus elemekkel is kolcsonhatasba 1ép, eldsegitve a kemotaxist, a fibroblasztok
aktivitasat, az angiogenezist, ezen keresztiil a sériilés gydgyulésat.

A véralvadast a szovet karosodasa inditja el a szoveti faktor (tissue factor, TF,
transzmembran glikoprotein) segitségével, amely normalisan az endotél alatt helyezkedik el,
€s csak érsériilés esetén expondlodik (az aktivalok kozott talalhaté pl. IL-1B, TNFa,
bakteridlis lipopoliszaccharid). A szamos faktor kdlcsonhatasanak eredményeként megfeleld
mennyiségll trombin (szerin-proteaz) keletkezik, a trombin pedig a fibrinogént hasitja fibrinné

¢s alakul ki a mar emlitett, a vérrog 1étrejottét biztositd fibrinhalo. Ez a klasszikus extrinsic ut,
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4.2 abra — Szekunder hemosztazis — fibrinhdlé zarja el az endotélsériilést (fent). A
daganatsejtek, részben a gazdaszervezet normadlis sejtjein keresztiil szdmos prokoagulans
termelésével és aktivalasaval segitik eld a véralvadast, és valoszintlileg az angiogenezist (TF:
tissue factor, transzmembran receptor, citokin receptor szupercsalad tagja; CP: cancer
procoagulant, cisztein protedz) (alul)

de a daganatok esetében az intrinsic Ut is aktivalodhat (a FXII. faktor segitségével).
Megjegyezhetd, hogy a TF a fibrinképzddés eldsegitése mellett serkenti a VEGF (vascular
endothelial growth factor) termelddését, igy az angiogenezist (8) Az angiogenezis
tamogatasaban kiilonosen a TF-FVIla-PAR2 jelutnak tulajdonitanak fontos szerepet, amely
emellett befolyasolja a migraciot is. Kisérleti adatok szerint a TF-FVIla gatlasa gatolta a
daganat ndvekedését €s az angiogenezist (a vérzés veszélyével).

A normalis hemosztazis a vérrog képzOodését az érsériilés helyére korlatozza, amiben
fontos szerepet jatszik a TFPI (tissue factor pathway inhibitor), az antitrombin €s az aktivalt
protein C. Ha ezek aktivitasa alacsony, pl. a daganatos betegben, akkor az a hemosztazist
aktivalja. A TFPI-nél az egyes csaladtagok hatasa eltérd. Mig a TFPI-1 eldsegiti a
daganatsejtek kotddését az extracellularis matrixhoz, €s ezzel migraciojukat, a TFPI-2 ezt
azzal akadalyozza, hogy gatolja a plazmint, amely kiilonben a matrix metalloprotedzain

keresztiil bontja a matrixot, utat nyitva ezzel a daganatsejtek szamara.
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4.3. abra — Fibrinolitikus rendszer szerepe a fibrinhal6 felbontasa

A daganatos betegek tobbségében emelkedik a véralvadast eldsegitd tényezdk (FV, FVIIL,
FIX, FXI), és a véralvadas aktivalodasat jelzé markerek (pl. trombin-antitrombin, protrombin
fragment 1+2, fibrinopeptid, D-dimer) szintje. Sok daganat képes TF termelésére, ezzel az
extrinsic Ut aktivalasara. Az intrinsic ut részvételét jelezné a Vlla faktor emelkedése, azonban
daganatok esetében ezt nem talaltak lényegesnek (9). Csak a daganatsejtek termelhetik a CP-t,
amely a FVII faktortol fiiggetleniil aktivdlja a FX-et. A daganatsejtek a TF és a
prokoagulansok mellett termelhetnek olyan faktorokat is, amelyek a fibrinolitikus rendszert
szabalyozzak, mint a plazminogén aktivator (PA), az ezt gatlo PAI-1 és -2 (PA-inhibitor), és
receptora (PAR). Tovabba, a daganatsejtek kozvetleniil is kapcsolatba Iéphetnek a
olyan szolubilis mediatorokat, mint az ADP, trombin és mas proteazok, és persze olyanokat
is, amelyek az endotélsejtekben fokozzak a TF termelddését, csokkentik a trombomodulinét,
ezzel prokoagulans kornyezet alakul ki az érfalnal (a protein C aktivalasanak csokkenése

miatt, 10).
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A trombocitdk a daganatterjedés hematogén fazisaban igen fontos szerepet jatszanak,
részben a mar emlitett faktorok termelésével, részben a tumorsejtekkel aggregalodva védik
meg Oket az immunrendszer ,,tAmadasaitol”. (11)

Ahogy emlitettiik a daganat ndvekedésével a koagulacios kaszkad aktivalasa fokozza a
fibrinolitikus rendszer aktivitasat is. Ennek egyik markere a plazmaban a D-dimer (DD) szint
emelkedése. A DD a fibrinlebontas terméke, a fibrinogén két keresztkotott D-fragmentjébdl
all. A daganatos betegekben a prokoagulans aktivitas fokozddasat, ezzel a trombus- és a
embolia keletkezés esélyének novekedését jelezheti a DD-szint emelkedése. (De: normalis

DD-szint nem zarja ki a trombotikus folyamat jelenlétét.) (12)

4.2. Tromboprofilaxis — heparin és LMWH

Daganatos betegekben sok olyan tényezd fokozhatja a koaguldcios aktivitast (pl. TF, uPA,
CP), amelyek rezisztensek a normadlis antikoaguldciéval szemben. A tumor progresszidja
mellett a terapia (pl. mitét, kemoterapia) is lehet prokoagulans hatast. Ismert, hogy a
koérhazbol vald eltavozas utani elsd napokban a daganatos betegeknél fokozott a VTE
veszélye. Ebben a miitéti trauma mellett kozrejatszik a hosszabb immobilizacid, vagy a
vénakatéterek. A kemoterapidval kezelt daganatos betegeknél fellépd kockazat fokat a
Khorana altal felallitott modell segitségével becstilni lehet. (4.1. Tdbldzat)

Tumoros (és nem tumoros) betegeken a trombdzis kialakuldsanak megel6zésére és
kezelésére a leginkabb elterjedt eszk6z a nem frakcionalt heparin (UFH, unfractionated
heparin), illetve ujabban szarmazékai, az alacsony molekulastilyu heparinok (LMWH, low
molecular weight heparin). (13-17) (Az LMWH-k egyedi molekuldk, egymassal nem
helyettesithetok.) Az UFH és LMWH 06sszehasonlitasa szerint az LMWH alacsony do6zisanak
is ugyanolyan profilaktikus hatasa van, mint az UFH-nak. A kezelés tartamat tekintve a
prolongalt profilaxis hatasosabb (18). Ebben az esetben is az LMWH-t részesitik elényben
(19)

A tromboprofilaxis fontos kérdései ¢s valaszai a 2009-es hazai iranyelvek alapjan (20)
a kovetkezok: (a) kiket részesitsiink profilaxisban? — a dontést befolyasoljak: primer daganat
tipusa, kezelés formai, anamnézisben VTE, egyéb rizikotényezdk; (b) mennyi ideig adjuk? —
kezelés elsd honapjai, recidivak, elérehaladt betegségnél az aktiv onkoldgiai kezelés sordn; (c)

milyen modszert alkalmazzunk? — gyogyszeres és mechanikus.
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4.1. Tablazat - Kockazati modell a daganatos betegeknél kialakulo VTE-re, kemoterdpia
eseten (15)

Halmozottan nagy kockézati tumor (gyomor, pancreas, agy, vese)

Nagy kockazata tumor (tiid, lymphoma, négydgyaszati, higyholyag, here)
Kezelés eldtti trombocitaszam > 350 G/1

Hemoglobin < 100 g/l vagy eritropoetin hasznalata

Emelkedett fehérvérsejtszam > 11 G/1

Testtomegindex > 35 kg/m?2

(Kockazati kategoriak: alacsony (0), kozepes (1-2), nagy (>3)

PR RPRRPRREPN

Primer profilaxis €s kezelés ajanlott (a) korhazi apolas alatt - daganatellenes miitétnél
¢és utana 4 hétig, a kombinalt kezelés tartama alatt; (b) nem hospitalizalt betegnél — magas
riziko esetén, kombinalt kezelés alatt.

Masodlagos (trombotikus esemény utan) profilaxis és kezelés ajanlott: (@) DVT utan
3-6 honapig, (b) tiidéembolia utan 6-12 hoénapig, (C) eldrehaladt vagy metasztatikus
betegeknél (ha VTE all fenn vagy korabban mar ismétlédott).

4.3. Daganatgatlas — heparin és LMWH

A daganatos betegekben a protrombotikus allapot részben annak kdszonhetd, hogy a
tumorsejtek aktivalni tudjak a véralvadasi rendszert. Ennek mechanizmusa nem teljesen
ismert, de az igen, hogy a tumorsejtek képesek expresszalni hemosztatikus fehérjéket,
eldsegiteni gyulladasos citokinek termelését (a tumorsejtek vagy a normalis sejtek altal),
valamint képesek adhézi6 révén kapcsolatot teremteni a normalis sejtekkel, igy
trombocitakkal, endotélsejtekkel és monocitakkal. (21).

Az utobbi idében felmeriilt, hogy a heparin és az LMWH-K a trombdézist megel6z6
hatasuk mellett javithatjdk a daganatos betegek ttlélését. A preklinikai adatok szerint ez a
hatas a metasztazisgatlason keresztiil érvényesiilne, de ennek a mechanizmusa nem ismert
(16,22-30). Valoszinii, hogy a tumorellenes hatas fiiggetlen a hemosztazisra gyakorolt
hatéstdl, bar a heparin sok olyan kapcsolattal rendelkezik, amelyek a metasztazisképzddésben
fontosak lehetnek. Ilyen partnerek lehetnek enzimek (pl. a heparandz), adhézids molekuldk
(pl. P- és L-szelektin), novekedési faktorok, citokinek. A heparin/LMWH ebben az esetben
megnehezitheti vagy meggatolhatja azt, hogy a tumorsejtek pl. megvédjék magukat a
keringésben trombocita- vagy fibrinkdpennyel, vagy gatoljak kitapadasukat az
endotélsejteken (és igy az extravazaciot). A heparin/LMWH hatdsa a lokalisan ndvekedd
tumorra még kevésbé ismert, amit feltételeznek az az, hogy ezen a téren az angiogenezis

gatlasa lenne igen fontos.
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A fent emlitettek koziil a heparanaz (endo-B-D-glukuronidaz) képes heparanszulfat
oldallancokat lehasitani (pl. heparanszulfat-proteoglikanokrol — sejtfelszinen vagy matrixban).
A heparandz expresszidjanak a fokozddasa a trombocitdkban és a daganatsejtekben hozzéjarul
a TF aktivalasdhoz, amely az egyik leghatékonyabb prokoaguldns. Ezzel hoztak kapcsolatba
tobbek kozott a heparanazt gatld heparin daganatellenes, antimetasztatikus hatdsat. Magas
heparandz aktivitast taldltak pl. pancreasrdkban (78%), gyomorrakban (80%), myeloma
multiplexben (86%) (31-34).

A szelektinek (L, P, E) transzmembran glikoproteinek, ligandjaik minimalis felismerd
egysége a sialil-Lewis® és izomérje. A kapcsolatuk a sejtadhézion kiviil részt vesz a
jelatvitelben, ezzel befolyasoljak a migraciot és mas adhézios fehérjéket, pl. az integrineket. A
daganatok esetén szerepiiket foleg a metasztatizalasban, annak is az intravaszkularis fazisaban
feltételezik. Az L-szelektin a daganatsejtek és a leukocitak — direkt vagy indirekt —
kapcsolatat segitik eld, a P-szelektinek a daganatsejtek és a trombocitdk kapcsolatat, mig az
aktivalt endotélhez torténd kitapadast a P és az E formak. Mind a heparin, mind az LMWH-k
képesek kotddni a P- és L-szelektinekhez és gatolni azok funkciodjat (ez a hatas fliggetlen az
antikoagulans hatastol) (35)

A TF-ral kapcsolatban két tumorellenes stratégiat emlitenek: (a) az egyik szerint olyan
kiméra fehérjét kellene alkalmazni, amelynek egyik része a tumor érrendszerét ismeri fel, mig
a masik a trombogén, amely elzérva az ereket a tumorban annak elhalasdhoz vezet. Elvileg.
Veszélyt az emelkedett TF-szint miatt bekdvetkezd, tumoron kiviili trombdzis jelenthet. (b) A
masik elképzelés olyan immunkonjugdtumot hasznilna, amely elpusztit barmely TF-et
expresszalo sejtet, igy tumorsejtet, de endotélsejtet is. Ebben az esetben a vérzés veszélye a
probléma a kozvetlen tumorba torténd injektalas ellenére. (36) A TF expresszidjat nem
kissejtes tiidorak esetében prognosztikai faktornak gondoljak, kiilonosen, ha a szuppresszor
gének sem mikodnek. (37) Az a kérdés, hogy mi a kapcsolat a TF és az altala befolyasolt
események, valamint a tumoros Ossejtek kozott, még eldontésre var. Felvetddott, hogy az
Ossejtek aktivitasat a TF/PAR rendszer gatlasaval lehetne befolyasolni (38)

Mar egy évtizede, részben kisérleti, részben klinikai megfigyelések utaltak arra, hogy
aktivalt onkogének (pl. KRAS, EGFR, MET) vagy szuppresszorgének inaktivalasa (pl. p53,
PTEN) a hemosztazis zavaraihoz vezethetnek, fokozhatjak a tromboézishajlamot, féleg a TF és
a PAI-1 termelésével. (39). Az is kideriilt, hogy pl. az LMWH-val végzett kezelés
tumorellenes hatasu is lehet, azaz a véralvadasi rendszer kiilonb6zd fehérjéi befolyasolhatjak
a tumorok novekedését, terjedését, illetve az angiogenezist. Igy pl. a TF a proteazok, mint az

FVlla, az FXa ¢és a trombin lokalis termelddésének eldsegitésével aktivalhatjdk a jelatviteli
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utakat (pl. trombinreceptorok, PAR1/2 hasitasat), melyek azutan hatékony angiogén faktorok
(pl. VEGF, IL-8) fokozott expresszidjahoz, antiangiogének (pl. trombospondinok) gatlasahoz,
tulélést, migraciot, metasztatizalast elésegitok termelddéséhez vezethetnek (40-42).

Tobbszor keriiltek emlitésre az angiogenezist befolyasold tényezok. Természetesen
ezek lehetnek proangiogének (pl. VEGF, PDGF, TF, trombin, FVII, FXIII) és antiangiogének
(pl. PF4, trombospondin, antitrombin, PAIL) és a végeredmény a két csoport egyensulyan
mulik. A daganatsejtek célja a vérellatasuk biztositdsa, amely tobb formaban torténhet, de
proangiogénekre (nem csak az emlitettekre) a legtobb esetben sziikség van. Ez a megjegyzés
azt is jelenti, hogy a proangiogének gatlasa nem minden angiogenezis formaban lchet
hatékony — beleértve a hemosztazist befolydsold szereket is (antikoagulans heparin, LMWH).

Az antikoagulans hatasi LMWH-k daganatokra kifejtett hatasat tobb klinikai vizsgalat
elemezte. Igy pl. nadroparin hatasat vizsgaltak kemoterapiaban részesiild daganatos
betegeknél (elérehaladt szolid - tiid6, emld, gyomor-bél, fej-nyak, pancreas - tumoroknal). A
kezelés tartama maximum 4 honap volt, altaldban olyan hosszl, mint a kemoterapias kezelés.
Igazolt vénas vagy arterids tromboembolids esemény a kezeltek 2.0%-anal.a placeboval
kezeltek 3.9%-anal fordult el6 (leghatékonyabb hatas a tiid6 ¢és gyomor-bélrendszeri
daganatoknal jelentkezett). Stlyosabb vérzés a kezelteknél volt, enyhébb a két csoportban
egyforman. A 12 honapos talélés tekintetében nem volt kiillonbség a csoportok kozott. (43) A
MEDENOX-vizsgalatban a 40 mg-0S enoxaparin csoportban, melyben a daganatos betegek
aranya 12,3% volt, kisebbnek bizonyult a halalozas kockazata a placebo csoporthoz képest. A
FAMOUS-, majd a CLOT-vizsgalat ujraértékelése soran a jobb prognodzisu betegeknél az
LMWH-val kezelt csoportban taldltak talélési elényt. A MALT-vizsgalat mar az elérehaladt
stadiumu betegeknél is kedvezobb talélést értékelt. (25). Az egyes daganattipusokat tekintve
az eredmények ellentmondasosak (44,45) (Az utobbi vizsgélatokhoz deltaparint, nadroparint
és certoparint hasznaltak.)

A daganatellenes hatast azonban nem mindig sikeriilt igazolni. Randomizalt, nyilt
vizsgalatot végeztek nem kissejtes tiidérakos (IIIB stadium), hormon-refrakter €s lokalisan
elérehaladt prosztatardkos betegeken, akik a standard kemoterapids kezelés mellett vagy
kaptak nadroparint (sc., dsszesen 12 hétig — 6 hétig terapias dozisban, majd ennek a felét)
vagy nem. A median talélés 13.1 és 11.9 honap volt, emellett a progresszioig eltelt idében, a
nagyobb vérzések ardnyaban sem talaltak kiilonbséget. (46)

Néhany éve felvetddott, hogy a heparin antimetasztatikus és antikoagulans hatasa nem

esik egybe (47) In vivo kisérleti rendszerben az egyik LMWH, az enoxaparin kifejtette a vart
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antikoagulans hatast, a nem-antikoagulans formaja (NA-LMWH) azonban nem, viszont az

antimetasztatikus hatasuk hasonld volt.

4.4. Sajat vizsgalatok

A kovetkezokben két vizsgalat megfigyeléseirdl szamolunk be.

1. vizsgdlat

Betegek, kezelés. A randomizalt, nyilt, retrospektiv vizsgalatban LMWH-val kezelt és nem
kezelt szolid daganatos - szinte kizardlag emldrakos és vastagbélrakos — betegeket
értékeltiink. (96 beteg - 62 emldrak, 29 vastagbélrak, 5 petefészekrak). Az LMWH-kezelés
nadroparinnal (Fraxiparin) tortént (GlaxoSmith Kline) a kemoterapids kezelés alatt, illetve a
ciklusok kozott, legalabb 6 honapig. Az LMWH-t s.c. kapta a beteg, naponta egyszer, a
testtomeg alapjan szamitott dozisban. (Az LMWH elénye az UFH-nal szemben, hogy nincs
szlikség rendszeres laboratériumi kontrollra és az, hogy a beteg otthon kezelheti sajat magat.)
A Dbetegek kiilonb6z6 kemoterapias protokollban részesiiltek: féleg FEC (5-fluorouracil,
epirubicin, cyclophosphamid) emlérak, deGramont-protokoll (5-fluorouracil, leucovorin)
vastagbélrak, valamint paclitaxel és carboplatin petefészekrak esetén. A kontroll csoportba 68
beteg tartozott, akik nem kaptak LMWH-t. A betegeket képalkoté modszerekkel ellendriztiik;
a vizsgalat kezdetén senkinél nem tapasztaltak agyi attétet vagy mélyvénds trombdzist.

A vizsgalat célja a betegeknél a progressziomentes ¢€s a teljes talélés értékelése (utdobbi
a kezelés kezdete €s a halal beéllta vagy az utolso vizit ideje kozotti 1dot jelenti). A betegség

stadiumat a TNM-rendszer alapjan allapitottuk meg.

Statisztikai értékelés. Az eredmények kiértékeléséhez Kaplan-Meier tulélési analizist, az

eltérések szignifikancidjat Logrank, Tarone-Ware €s Breslow-tesztek alapjan szdmitottuk.

Eredmények

Az LMWH-kezelt betegek koziil azoknal mutatkozott statisztikailag eldnyos hatds, azaz
hosszabb tulélés, akiknél a tumor T3 vagy T4 stadiumban volt (4.2 Tablazat). A
nyirokcsomok érintettsége (N) nem okozott eltérést a két csoport kozott. MO vagy M1
stadium mindkét csoportban eléfordult. Meglepetésre, az LMWH-kezelés hosszabb tuléléshez
vezetett akkor, ha a betegeknél a kezelés kezdetekor mér kimutathato(k) volt(ak) a

metasztazis(ok) (kivéve a kozponti idegrendszert) (M1 stadium). (4.3 Tablazat)
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A trombozisok €s a vérzések gyakorisagaban a két csoport kozott nem volt kiilonbség.

4.2 Tablazat — Tulélés osszehasonlitisa az LMWH-val kezelt és a kontroll csoportban — T3

és T4 stadiumban

LMWH Kontroll
T3 Betegszam 33 16
Tulélési id6 (ho) mean 82.55 37.2
median 71.93 21.27
95% mean (56.13; 108.96) (23.95; 50.46)
median (26.83; 117.03) (6.11; 36.42)
T4 Betegszdm 23 6
Tulélési id6 (ho) mean 49.31 58.87
median 58.9 28.6
95% mean (39.76; 58.85) (11.31;106.44)
median (50.91; 66.89) (0; 63.8)

4.3 Tablazat — Tulélés osszehasonlitisa az LMWH-val kezelt és a kontroll csoportban — MO

és M1 stadiumban

LMWH Kontroll
MO  Betegszam 44 55
Tulélési id6 (ho) mean 117.66 135.32
median 79.17 163.87
95% mean (53.72; 181.59) (114.89; 155.75)
median (60.6; 97.72) (16.81;310.92)
M1  Betegszam 52 13
Tulélési id6 (ho) mean 75.38 33.85
median 66.7 27.13
95% mean (58.66; 92.10) (18.99; 48.72)
median (55.12; 78.28) (6.13; 48.14)
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4.4 Tablazat — Tulélés osszehasonlitasa az LMWH-val kezelt és a kontroll csoportban —
T3NOM1 és T3NIM1 stadiumban

LMWH Kontroll
T3NOM1 Betegszam 9 4
Tulélési id6 (ho) mean 66.1 42.4
median 38.8 27.1
95% mean (28.57; 103.7) (112.46; 72.37)
median (3.29; 74.31) )
T3N1M1 Betegszam 11 4
Tualélési id6 (ho) mean 65.04 34.43
median - 15.7
95% mean (47.9; 82.1) (13.1; 55.8)
median O] (0; 40.27)

Kaplan-Meier analizist csak T3NOM1-ben és T3N1M1 csoportban tudtunk végezni. (A tobbi
alcsoportban a betegszam tal alacsony volt az értékeléshez.) Mindkét esetben az LMWH-val
kezelteknél a talélés median- és atlagértékei kedvezobbek voltak (4.4. Tabldzat)

Az atlagos kovetési id6 4.9 év volt. A diagnodziskor észlelt klinikai allapothoz képest
bekovetkezd valtozast — regresszio, progresszid, valtozatlan allapot — képalkotokkal ¢és
markerekkel értékeltiik A vizsgalt iddszak végén (az utols6 koérhazi vizit vagy az elhaldlozas
id6épontja) az LMWH-val kezelt betegeknél 32.3%-ban alakult ki progresszio, a kontroll
csoportnal 50.7%-ban. A progresszidmentes tilélés atlaga 35 honap volt a kezelt €s 26 honap
a kontroll csoportban, mig regresszi6 (tumortdmeg 25%-nal nagyobb csokkenése) 12.5%-ban,
illetve 3.1%-ban fordult el6. Klinikai valtozas nem kovetkezett be a betegek 55.2%-anal az
LMWH-kezelt, illetve 46.2%-ban a kontroll csoportban.

2. vizsgalat

Betegek. Osszesen 299 — emldrakban, vastagbélrakban, pancreasrdkban és petefészekrakban
szenvedd - beteget valasztottunk be random abba a retrospektiv vizsgalatba, amelynek
elsddleges célja az LMWH-kezelés hatasdnak, valamint a D-dimer, mint potencialis
prognosztikai faktor vizsgélata volt. Az egyetlen kizar6 oknak azt tekintettiik, ha az adott
esetrdl tal kevés (a kérdések megvalaszolasahoz elégtelen mennyiségli) adat allt

rendelkezésre. A vizsgalt esetek néhany klinikopatoldgiai jellemzdjét mutatja az 4.5 Tablazat.
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Markerek. A tumormarkereket — CEA, CA125, CA15-3, CA19-9 -, valamint a hemosztazis
jellemzd tényez6it rutin laboratériumi modszerekkel mértiik, hasonléan emlérakokndl a
hormonstatus, é¢s HER2 aktivitas meghatdrozasahoz (ELISA, EIA, immunhisztokémia, FISH
— a vizsgalatokat a Szent Imre kérhaz Kozponti Laboratoriuma és Patoldgiai Osztalya

végezte).

Kezelés. Tromboprofilaxishoz a nadroparint a betegek a testtomegre szamitottan kaptak
naponta egyszer, s.c.; az enoxaparint (Clexane, Sanofi-Aventis) 40-60 mg/nap dozisban,
fiiggden a testtomegtdl €s a rizikotényezOoktol; mig a dalteparint (Fragmin, Pfizer) 5000 1U
dozisban (ha dalteparinnal indult a kezelés). Az LMWH-t a betegek az adjuvéns terapiaval
(rendszerint a 6 honapos ciklus soran), majd ezutan 3 honapig; vagy a palliativ kezelés soran
(a kemoterapidval parhuzamosan) kaptdk. A betegek a megfeleld tajékoztatds utan
beleegyeztek az LMWH adasaba és a kezelést legtobbszor sajat maguk végezték. Az LMWH
tipusat kizarolag az hatarozta meg, hogy melyik allt rendelkezésre. A tromboprofilaxis fobb
indikacids okai: malignus betegség, kemoterapia, el6z6 trombotikus és/vagy tromboembolias
esemény — lényegében kovetve a Khorana 4ltal leirt rizikotényezdket (3.1. Tabléazat).
Melléktiinetek esetén (trombocitopenia, vérzés) az LMWH-kezelést megszakitottuk. Ilyen
szovodmény csak 4 esetben fordult eld. A kemoterapias kezelés a megfeleld standard

protokollok szerint tortént.

Statisztikai értékelés. Az adatok kozotti kiilonbségek értékelésére a chi-square tesztet
hasznaltuk. A szamitasokat a Statistica 8.0 szoftverrel (StatSoft Inc, Tulsa) végeztiik.

Statisztikailag szignifikans szintnek a p<0.05 értéket tekintettiik.

Eredmények

A vizsgalt esetekben az életkor median és szélso értékei a szokasosak voltak. (4.5. Tablazat)
Az sem meglepd, hogy a pancreasrakok t6bb mint 80%-a csak eldrehaladt vagy metasztatikus,
inoperabilis allapotban keriilt felismerésre, ez tiikr6zddik a rovid talélésben is. Bar az
emldrakok zome a diagnoziskor az I/Il. stddiumban volt, a késéi felismerés aranya magas
(t5bb mint az esetek negyede), ami sziirési problémékra hivja fel a figyelmet. Erdekes, de nem
magyardzhatd, hogy vastagbélrakok esetében miért csak ndknél fordultak el masodik

tumorok (zommel emld- és petefészekrakok). A szovettani €s citologiai diagndzisokat azért

45



DOI:10.14753/SE.2012.1734

nem osztottuk alcsoportokra, mert az egyes csoportokban az esetszamok nagyon alacsonyak

lettek volna.

4.5. Tablazat — Klinikopatologiai jellemzok

Emlorak Vastagbelrak Pancreasrak Petefészekrdk
Esetszam m/f  3/110 35/31 15/21 -/84
Kor m 50 (49-62) 64 (46-83) 68 (56-77)  --
(év, median) f 56 (30-79) 66 (44-80) 67 (27-81) 64 (35-84)
Stadium i 72.1% 40.7 % 16.6 % 34.6 %
/v 279 % 59.3 % 83.3% 65.4 %
Multiplex tumor 12/113 11/66 2/36 15/84
(10.6 %) (16.6 %)* (5.5 %) (17.8 %)
Tulélés (év) <2 25.6 % 42.4 % 84.6 % 31.4%
>2 74.4% 57.6 % 15.4 % 68.6 %
Szovettan** IDC, ILC AC AC CAC

*a 11 eset csak néknél fordult eld (igy a gyakorisag csak ndknél 35.1 %)
** csak a fO tipusok — IDC: invaziv duktalis carcinoma, ILC: invaziv lobularis carcinoma,
AC: adenocarcinoma, CAC: cystadenocarcinoma

Osszefiiggés az LMWH-kezelés és a hemosztaziszavarok kozott

Hemosztaziszavar (vénatrombozis, embolizacio - tovabbiakban VTE) az LMWH-val kezeltek
kozott 11.5%-ban (24/208) fordult eld (15.8%-ban, ha az arterias trombodzisokat ¢és
embolizacidt is értékeljiik). Lényeges kiilonbségek mutatkoztak az egyes tumortipusok kozott
(pl. emléraknal 6.6% - legalacsonyabb érték, pancreasraknal 22.7% - legmagsabb érték). A
kis esetszdm miatt csak a jelenség szintjén lehet emliteni, hogy az LMWH-val kezelt és nem-
kezelt (mindketté VTE-mentes) csoportban a tilélés gyakorlatilag hasonlod volt (63.2% vs
72.0%). (4.6 Tablazat).

Kérdés, hogy van-e kapcsolat a fenti adatok és a D-dimer (tovabbiakban DD) szintje kozott,
hiszen a DD-szint elvileg a fokozott koagulacios allapotot tiikrézi. Ha minden daganatos

esetet egylitt értékeliink, akkor az emelkedett DD-szint sokkal rosszabb progndzist jelzett,
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mint a normalis szint (€l6k / halottak ardnya: 30.1% versus 88.4%) a 12 éves értékelési
periodus alatt (4.7A Tabldazat) Az LMWH-val kezelt betegeknél a DD-szint emelkedésének és
a normalis szintnek a gyakorisaga majdnem azonos volt, ezért az LMWH-kezelés és a DD-
szint kozott nem mutatkozott kapcsolat (4.7B Tablazat) A kapcsolat hianya arra is utal, ami
ismert, hogy a DD-szintet kiilonbdz6 tényezok befolyasolhatjak. Az LMWH-val kezelteknél a
DD-szint leggyakrabban a petefészekrakban, legritkdbban az emlérakokban emelkedett.

4.6. Tabldzat — Osszefiiggés az LMWH-kezelés és a VTE kozott

Emlorak Vastagbélrak Pancreasrak Petefészekrak
osszes
LMWH-kezeltek 75 50 22 61 208
VTE* 5 (6) 5(8) 5 (5)** 9 (14) 24 (33)
gyakorisag (%) 6.6 10.0 22.7 145 11.5%
(15.8%)
LMWH/VTE +/+  4/1*** 1/3 0/6** 4/8 9/18#
+/-  59/11 25/21 1/15 32/21 117/68#
-/- 5/1 6/3 1/3 6/0 18/7#
-+ - 0/1 -- 1/0 1/1

*VTE — zérgjelben: beleértve az artérids trombozist és embolidkat

** kizarva a v. lienalis és v. portae trombo6zisat

**% €16k és elhunytak aranya (az értékelési periodus alatt) (+) LMWH-val kezelt vagy VTE-
ban szenvedo6 beteg, (-) LMWH-val nem kezelt vagy VTE nélkiili beteg

A kiilonbség szignifikans (#) az Osszes esetet figyelembe véve a +/+ és a +/- csoportok,
valamint a +/+ és a -/- csoportok kozott.

Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a DD-szint és a tilélés kozott

A tulélés értékelésekor (2011. november) csak azokat a betegeket vettiik figyelembe, akiknél
a diagnozis 2000. januar és 2009. decembere kozott tortént. Ezért a betegeket — mesterségesen
- két csoportra osztottuk a tulélés szempontjabol, azokra, akik kevesebb, mint két évvel €lték
tul a diagnozist (<2 év), és azokra, tobb mint 2 évvel (>2 év). Az 6sszes LMWH-kezelt beteg

adatat tekintve nem volt kiilonbség a két csoport kozott. Ezt mutattak a petefészekrakos és a
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4.7. Tabldzat — Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a VTE gyakorisdga és a D-dimer szint

kozott

(A)

Emlorak

Vastagbélrak

Pancreasrak

Petefészekrak

Osszes eset

(B)

Emlorak
Vastagbélrak
Petefészekrak

Osszes eset

DD+
DD-
DD+
DD-
DD+

LMWH+ LMWH+

VTE+ VTE-
élok / elhunytak

0/1 10/6

2/0 32/0

0/1 4/14

0/1 10/4

0/3 0/9

0/0 2/2

0/1 5/15

2/0 7/0

0/6 19/44

4/1 51/6

LMWH+

DD+ DD-
30 44
22 19
32 18
84 81

Nem volt beteg az LMWH/VTE -/+ csoportban

vastagbélrakos esetek, mig emldraknal a betegek 76.5%-a, pancreasraknal pedig csak 26.0%-
uk keriilt a hosszabban tulélok kozé. (4.8. Tablazat) Utdbbiak szoros Osszefliggést mutatnak a
daganatok eldrehaladt stadiuméval a diagnozis idején. A DD-szint esetén a hosszabb tulélés

egyforman jelentkezett az emelkedett és normalis értékeket mutatd esetekben, mind az sszes

LMWH-

VTE-

1/0
2/0
1/0
1/0
0/1
1/1
1/0
2/0
3/1
6/1

osszes eset

11/7

36/0

5/15

11/5

0/13

3/3

6/16

11/0

22/51 (30.1%)
61/8 (88.4%)

DD+/DD-

40.5 %
53.7%
64.0 %
50.1 %

esetet egylitt értékelve, mind az egyes tumortipusoknal, a pancreasrakokat kivéve.
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4.8. Tabldzat — Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a D-dimer szint és a tulélés kézott

Tulélés (év) LMWH-kezeles D-dimer szint
igen nem emelkedett  normadalis
betegek szama
Emlorak <2 12 3 3 6
>2 39 2 15 12 55.6%*
>2 76.5%**
Vastagbélrak <2 21 1 11 12
>2 22 6 12 14 46.1%
>2 51.2%
Pancreasrak <2 17 3 5 7
>2 6 0 2 0 -—-
>2 26%
Petefészekrak <2 24 0 14 1
>2 36 5 12 14 46.1%
>2 60.0%
Osszes eset ~ >2 52.6% 55.4% 60.6%

* az emelkedett és a normalis DD-szint a >2 csoportban
** a>2 és <2 tlélok aranya az LMWH-kezelt csoportban

crer

kevés volt az értékeléshez. Az LMWH-val kezeltek kozott viszont a DD-szint emelkedése
sokkal gyakoribb volt az elérehaladottabb, mint a koraibb stadiumban, igy ezek az értékek a
rosszabb prognoézisra utaltak. A kiilonbségek szignifikansnak bizonyultak (4.9. Tabldzat). Az
ellenkezdjét talaltuk a korai stddiumokban, ahol a normalis DD-szintek a jobb prognozis

mellett szoltak. Mindez arra utal, hogy a DD-szint potencialis prognosztikai marker lehet.
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4.9 Tablazat Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a DD-szint és a stadium kézott

LMWH-kezelt
DD+ DD-
Stadium I/11 /v 1711 mnv
Emlorak 14 8 28 5
85.7%* 37.5% 92.8% 80.0%
Vastagbélrak 7 15 6 13
85.7% 6.7% 83.3% 69.2%
Petefészekrak 8 25 9 8
62.5% 32.0% 88.9% 100.0%
Pancreasrak --- 13 4
--- 0% 50%
Osszes eset 29 61 43 30
79.3# 19.7%# 90.7% 76.7%

A kevés beteg miatt (0-2/csoport) az LMWH-val nem kezelt betegeket nem értékeltiik

* az értékelési peridodust (12 év) talélt betegek aranya

A kiilonbségek szignifikansnak mutatkoztak a DD+ I/II és DD+ III/IV csoportok, valamint a
DD+ II/IV és a DD- III/IV csoportok kozott (p<0.05)

Osszefiiggés a ,, klasszikus” tumormarkerek és a DD szintjei kozott
A vizsgalatba bevont tumorok esetében mindennapos a markerek hasznalata, els6sorban a
progresszid megitélésére, ami egyben tiikrozi a terdpia eredményességét is, végsd soron
prognosztikai informaciot hordoznak. Az értékelt eseteknél részben a diagnodziskor mert
értékeket vettiik figyelembe, részben a betegség lefolyasa soran észlelteket. Igen sokszor tobb
adat is rendelkezésre allt, ami nem okozott problémat, ha tilnyomdan egy iranyba mutattak.
Ha az emelkedett és normalis értékek azonos gyakorisaggal fordultak el6, akkor az esetet
emelkedett értékiinek tekintettiik, mert ennek a klinikai jelzése fontosabb, mint a normalis
hatarok kozotti értékeké. (4.10. Tabldzat)

A vizsgalatbol az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le. (a) A pancreasrdkok és a
petefészekrakok esetében az emelkedett DD-szint gyakorisdga hasonld volt a klasszikus

markerekéhez (pancreasrak: CA19-9 ¢és petefészekrak: CA125/CEA), viszont sokkal
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gyakoribb volt vastagbélrakok és emldrakok esetében a szokasos markereknél (vastagbél:
CEA, emlérak: CA15-3/CEA). (b) Ugyanezt a tendenciat lehetett megfigyelni a stadiumokkal
jellemzett progresszio soran. (c¢) Eléfordult, hogy a klasszikus markerek és a DD szintjei
egyiitt emelkedtek, vagy maradtak normalis szinten, de ennek az egyiittes valtozasnak a
gyakorisaga messze nem érte el az Osszes esetet. (d) Az értékelés szerint emlorakok és

petefészekrakok esetében a CEA meghatarozasa feleslegesnek latszik.

4.10 Tablazat — ,,Klasszikus” markerek és a D-dimer emelkedett szintje

Marker Gyakorisag (%)
Osszes eset VI stadium — LI/1V stadium
Emldrak CA19-9 31.0# 23.6 50.0
CEA 12.9# 9.0 23.3
DD 41.6# 32.2 63.3
Vastagbélrak CEA 34.8# 35.7 33.3
DD 57.7# 53.3 60.0
Pancreasrak CA19-9 78.2 NA 78.5
DD 68.7 NA 66.6
Petefészekrdak CA125 63.6# 34.8 74.2
CEA 15.6# 8.3 18.5
DD 53.8# 36.3 61.5

NA: kevés eset miatt nem értékelhetd

A kiilonbségek szignifikansak emléraknal a CA15.3 és CEA, valamint a DD és CEA kozott, a
petefészekraknal a CA1w25 és a CEA, valamint a DD és CEA kozott, vastagbélraknal a CEA
¢s a DD kozott (p<0.05)

4.5. Megbeszélés

Nem kétséges, hogy a malignus tumorokat hemosztaziszavarok kisérhetik, foleg trombotikus
események, embolizacioval vagy anélkiil. Leggyakrabban valosziniileg a petefészekrakok,
agydaganatok €s lymphomak érintettek, de a fokozott rizikd6 VTE kialakulasara minden

tumortipusnal jelentkezik. Ez vonatkozik barmely stddiumra és kezelési formara is. Féleg a
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vénakban alakulnak ki trombdzisok, ami a tiidéembolia forrasat jelenti, de nehéz kizarni — bar
rendszerint ezt teszik — az artérias oldal érintettségét, trombozisokkal, embolizacioval (pl. agy,
sziv). Az altalunk értékelt esetek koziil emldrakban volt a legalacsonyabb és pancreasrakban a
legmagasabb a VTE el6fordulasa. Ezek ugyan megegyeznek a nemzetkozi adatokkal, de nem
szabad elfelejteni, hogy majdnem minden beteg kronikus LMWH-kezelésben részesiilt.

Az LMWH-k (¢és a heparin) véralvadast gatlo hatasuk mellett tobb megfigyelés szerint
daganatellenes hatassal is rendelkezhetmek. A két hatast tobben elkiilonithetdnek tartjak, de
az is igaz, hogy a daganatos betegek tulélésének meghosszabbodasat, amelyet igen sokan
¢szleltek preklinikai kisérletekben, a klintkumban nem mindig sikeriilt igazolni
(16,22,24,25,28,30,31,47,48). Utobbival egyezett az az Gjabb vizsgalat, amely NSCLC-ben
(ITIB  stadium) és prosztatarakban értékelte a maximum 3 hoénapig adott LMWH
hatékonysagat, de az a talélést nem javitotta (49). Eseteinkben — az 1. vizsgalatban — viszont
azt taldltuk, hogy a nadroparinnal legalabb 6 hoénapig kezelt — fOleg vastagbélrdkos és
emldrakos - betegeknél szignifikdnsan meghosszabbodott a tulélés, bizonyos alcsoportokban
(T3 és T4, valamint M1).

A tumorgatlas érvényesiilhet lokélisan (erre utalnak az 1. kisérlet eredményei — gatlas
a primer tumor és a metasztazis novekedésében), és a progresszid soran egyarant. Utdbbi
elsdsorban a metasztatizalas gatlasat jelentené, amely azért latszik elfogadhatonak, és
magyarazhatoénak, mert az LMWH-k képesek megakadalyozni a véralvadasi kaszkadot, ezzel
pl. a tumorsejtcsoportokat a keringés €és immunrendszer artalmaival szemben megvédd
fibrinkopeny kialakulasat. A gatlo hatas sejtszinten is érvényesiilhet, elsdsorban a trombocitak
¢s az endotélsejtek koagulacidt eldsegitd hatdsanak kikapcsoldsaval. A tumorok lokalis
novekedésének befolyasolasat elsésorban az angiogenezis gatlasan keresztiil érhetik el az
LMWH-k, de ezen a téren is ellentmondésosak a megfigyelések. A magyarazat azért is nehéz,
mert egyrészt az angiogenezisnek tobb formaja létezik és ezek eltér6 tamadaspontokat
igényelnek, masrészt még az ismert angiogenezisgatlok esetében sem egyszeri pl. a VEGF-
ek, vagy mas angiogen tényezOk és a klinikai hatas kozott kapcsolatot talalni.

Elsésorban a terapia megvalasztasanak szempontjabol nagyon fontos a betegséget
kiilonbdz6 szempontbdl megbizhatéoan jellemzé markerek hasznalata (diagnosztikal,
prediktiv, prognosztikai markerek). Ilyen markerekkel rendelkeziink, azonban hatékonysaguk,
amelyet az érzékenységiikkel (szenzitivitds) és specificitasukkal érnek el, mar sok
kivannivalot hagy maga utan. Feltételeztiik, hogy ha a szervezetben a koagulacios allapot a
tumornak kedvez, akkor az ezt jelzd markerek koziil pl. a D-dimer ,,viselkedhet” markerként.

Erre utalt az, hogy — az 0sszes tumort figyelembe véve — a DD emelkedett szintje rossz
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progndzissal parosult. A tumortipusokat tekintve az emelkedés leggyakrabban petefészekrak
eseteiben volt kimutathato, legritkdbban emléraknal. Ezek az adatok indokoltdk azt, hogy a
DD-szint emelkedését az egyes tumortipusokban széles korben haszndlt markerekkel
hasonlitsuk Ossze. Ez az Osszehasonlitas azért is indokolt, mert a jelenlegi markerek
hatékonysaga — ahogy emlitettiik - enyhén sz6lva nem megfeleld, illetve megfeleld bizonyos
hatarok kozott, amelyekkel alkalmazasuk sordn tisztdban kell lenni. Csak példa, hogy a
petefészekraknal alkalmazott CA125 is a korai esetek csak kb. felében (a mi vizsgalatainkban
34.0%-ban) emelkedett. Ezért tovabbi markereket kerestek és azonositottak a HE4/WFDC2-t,
amely a CA125-tel kombinalva emeli a progndzis megitélésének pontossagat. (50,51). Sajat 2.
vizsgalatunkban, nagyon hasonléoan, a DD-szint azonosan vagy jobban emelkedett a
daganatnovekedés koraibb staddiumaiban, mint a klasszikus markerek. A pancreasrak
kivételével (amelyet zommel a késoéi stadiumban fedeztek fel) a tobbi tumornal (emldrak,
vastagbélrak, petefészekrak) a DD-szint prognosztikai markernak mutatkozott. Vizsgalatunk
arra is ramutatott, hogy pl. emlérdkndl ¢és petefészekrakndl nem indokolt a CEA
meghatarozasa.

Az 1j és pontosabb markerek vizsgdlata kiterjedten folyik, nem egyszer tobbszords
markerek, azaz marker-profil meghatarozasaval (pl. ilyen emlérakoknal az Oncotype DX,
vagy a Mammaprint — de hasonloak mar mas tumortipusnal is megjelennek). A DD-szint

prognosztikai képessége azért is jelentds, mert koltséghatékonysag tekintetében igen kedvezo.
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ZARO GONDOLATOK

Az utobbi évtizedben a molekularis szintli technologia eldretorésével a daganatokkal
kapcsolatos ismereteink is rohamosan bdviilnek. Azt mar megtanultuk, hogy a daganatok
genetikai, pontosabban genetikai ¢és epigenetikai betegségek, olyan szabalyozasi zavar
kovetkezményei, amelyeknek normalis megfeleléi gondoskodnak ,,miikddésiink™ alapjairol.
Beldliink keletkeznek, a normalist6l néha alig kimutathat6 eltérésekkel, mégis ontorvényiivé
valhatnak, dacolva az elleniik kialakitott leghatékonyabbnak gondolt igyekezetiinkkkel is. A
nagy remény, hogy a daganatok kialakulasdnak, ndvekedésének, terjedésének még jobb
megismerésével eredményesebb terdpias stratégiat tudunk kialakitani és alkalmazni a
gyakorlatban, még csak bontogatja szarnyait. Ahogy lenni szokott, lassan elmulik a
csodavaras ideje, a kritikatlan remények utdni csalodasok, hogy helyt adjanak az aprélékos, a
megismerésen, foleg evidencidkon nyugvd tervezésnek. Az biztosnak latszik, hogy a
daganatok kezelésében az azok viselkedését meghatarozo szabalyozasi zavarokat kell
kiiktatnunk, de ami egyelére igen megneheziti az eredményességet, az az egyes daganatok
eltér6 karrierje, mindenekeldtt a szabalyozasi problémak sokrétiisége, a geno- és fenotipusbeli
heterogenitas.

A molekularis ismeretek szélesedése vezetett ahhoz, hogy kezdiink rajonni a
daganatokban kialakult kulcsfontossagu hibdkra, azokra, amelyek terapidnk célpontjai
lehetnek. A célpont eltaldlasa, méghozza a beteg szamara a legkedvezébb modon, nem olyan
egyszerili, mint ahogy gondoltuk. E tobbszereplds eseménynek egyik fontos részét képezik a
daganatokban levd molekularis célpontok, azonban azt mar tudjuk, hogy milyen
megmagyarazhatatlan nehézséget jelent a legjobbnak gondolt gyogyszer alkalmazasa is. Igen
egyszerlinek latszott az, hogy a génhiba kovetkeztében keletkezett hibas fehérje gatlasa cs6dot
jelent a daganatsejtek szamara. (Az esetleges hianypotlasra - pl. szuppresszorgének esetén -
csak elképzelések vannak.) Csakhogy nem szamoltunk szamos, még most is ismeretlen
tényez6 mellett olyanokkal, mint a mikro RNS-ek, vagy a hasitasi valtozatok, a keletkezett
fehérjék nem megfeleld modosulasai, nem is beszélve arrdl a ,,zavard” tényrdl, hogy az
altalunk tamadott célpont mellett, sokszor azzal kolcsonhatdsban, mas szabalyzok is
miikod(het)nek a sejtekben, nem egyszer ,,menekiilési” utat kinadlva a daganatsejtek szdmara,
terapias igyekezetiinknek pedig rezisztenciat mutatva. (1-3)

A jelen ¢és a kozeljovo feladata az adott daganatrél a minél pontosabb genetikai térkép
azonositasa, a felelés molekularis célpontok megjeldlése, a taldlati valdsziniiséget nagyban

elosegitd jelzémolekulak (markerek, biomarkerek, tumormarkerek) kimutatisa. Ma a
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tervezést sokszor még egy-egy ilyen marker ,,vezényli’, tdmogatja vagy ellenzi, de mar
részben a piacon vannak a multugénes vizsgalati rendszerck, azzal kecsegtetve, hogy
prediktiv vagy prognosztikai joslasukat akar a napi rutin onkoldgia is hasznositani tudja.
Emellett a gydgyszerfejlesztés sem akar lemaradni (s6t nem egyszer a diagnosztika elott jar),
¢s hoz létre olyan multifunkcios (pl. multikinaz-gétld) szereket, amelyeknél ma még az
esetleges hatas esetén sem tudjuk a siker okat azonositani. A sikertelenséget konnyebb
magyarazni. De hat ezek a szerek mégiscsak fehérjéket tamadnak, és csak hézagos
ismereteink miatt kapaszkodunk annyira a génhibakba. Persze azok is nagyon fontosak, 1j
osztalyozasok alapjait, gyogyszertervezési trendeket vetitenek elénk, végiilis a funkcionalis
zavarok meghataroz6ir6l van sz6. De mar novekszik a fehérjék tudomanya, a proteomika, elsd
eredményei itt vannak a lathataron — mint a szabalyozasi halozat ujabb szerepldi.

Természetesen a vizsgalatok tilnyomo része egy-egy részletkérdéssel foglalkozik. Az
altalunk feltett kérdések még egy ilyen részletnek is csak kicsiny darabkdjat probaltak
megfogalmazni, kdzéppontban a markerekkel. Az nem kérdés, hogy a terdpias stratégiat
befolyasold markerek jelentds része magaban a daganatsejtben keresendé (mint a KRAS vagy
az EGFR és kapcsolatai), de egyre tobb adat mutat arra, hogy mennyire fontos a daganat és a
gazdaszervezet kapcsolata (erre példa a hemosztazis valtozasa), s6t a gazdaszervezet
daganattol fliggetlen, de kiilondsen a gyodgyszeres kezelést befolyasolo jellegzetességeinek
ismerete (mint amilyen pl. a metabolizascio kérdése, ami szorosan Osszefiigg a betegben
mellékhatasként kialakulo valaszreakciokkal is).

A fentiek- 1ényegesen leegyszeriisitve — arra utalnak, hogy a munkankban is vizsgalt
problémak, reményeink szerint hozzajarul(hat)nak ahhoz, hogy a daganatok kezelésében

minél inkébb az egyénre szabott stratégia érvényesiiljon.
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OSSZEFOGLALAS

Az utébbi évtizedben a molekularis szinti technoldgia eléretorésével a daganatokkal
kapcsolatos ismereteink is rohamosan boviilnek. Ez vezetett ahhoz, hogy kezdiink rajonni a
daganatokban kialakult kulcsfontossagi hibdkra, azokra, amelyek terapiank célpontjai
lehetnek. A jelen és a kozeljovo feladata az adott daganatrdl a minél pontosabb genetikai
térkép azonositdsa, a felelés molekulédris célpontok megjelolése, a taldlati valdszinliséget,
terapias érzékenységet vagy a prognoézist eldre jelz0 molekuldk (biomarkerek) kimutatasa.
Vizsgalataink, melyek e teriilet néhany részletkérdésére iranyultak, a kovetkezd fobb
megallapitasokra vezettek:

(1) Az anti-EGFR-kezelés masodik, sokszor tobbedik vonalban is klinikai elényt
(operabilitas, regresszio) ért el a vad-tipusi KRAS-t hordoz6 betegek 36%-aban. A KRAS
mutansok kozott a G13D mutacid volt a leggyakoribb, amely 0jabb tapasztalatok szerint még
érzékeny lehet anti-EGFR kezelésre.

2) Vastagbélrakmintak immunhisztokémiai (IHC) vizsgalata (TMA-val) arra utalt,
hogy az IHC értékek és a klinikai — elsdsorban progresszidval kapcsolatos — jellemzok kozott
kevés a kapcsolat. Az EGFR-elleni antitesttel kapott eredmények szerint a diagnézishoz vett
mintdkban igen nagy ardnyban — a talélés hosszatol fiiggetleniil - a normalis bélhdm
EGFR mellett az altala befolyasolt ut elemei jelennek még meg (RAS, RAF, ERK, STAT3).

(3) A D-dimer szintje azonos vagy jobban emelkedett a daganatnévekedés koraibb
stddiumaiban, mint a klasszikus markereké. A vizsgalt daganattipusoknal (emldrak,
vastagbélrak, petefészekrdk) a D-dimer szintje prognosztikai markernak mutatkozott, €s
meghatdrozasa ajanlott a klasszikus markerek mellett — utobbiak kozott viszont a CEA
meghatarozasa pl. emléraknal és petefészekraknal nem indokolt.

A fentiek reményeink szerint hozzdjarul(hat)nak ahhoz, hogy a daganatok kezelésében

minél inkébb az egyénre szabott stratégia érvényesiiljon.
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SUMMARY

In the past decade the revolutionary development of molecular technology contributed a lot to
the increase of our knowledge on cancer. These informations led to the discovery and
understanding of those key regulatory changes in the genesis and progression of malignancies
which can serve as targets in tumor diagnostics and therapy. One of the main challenges in the
research field is to identify the most important molecular networks, the molecuar targets,
which can predict therapeutic responsiveness in order to select the appropriate patients, as
well as markers (biomarkers) to judge the prognosis of the disease. The aims of our study
approached some details of the biomarker area and reached certain conclusions:

(1) The anti-EGFR therapy — used in the second-line or even further — proved to be
effective, providing clinical advantage (operability, regressioni) in 36% af patients carrying
wild-type KRAS. G13D mutations were the most frequent among the KRAS-mutants, which -
according to current data — could react to anti-EGFR therapy. (2) Extended
immunohistochemical (IHC) analysis on colorectal cancer samples (using tissue microarray)
found rather few connections between the IHC evaluation and the clinical characteristics
related mainly to survival. According to the results with anti-EGFR antibodies in the
diagnostic histological samples suggested that the regulatory pathway which rules the
proliferation of normal colonic mucosa is also present in colonic cancer cells. This finding is
supported by the increased ativity of the downstream members (as RAS, RAF, ERK) of the
EGFR signalling. (3) The level of D-dimer increased at least as much as the level of classical
tumor markers in the early stages of tumor growth, therefore, D-dimer can be considered as a
prognostic factors in tumor types studied (breast-, colorectal-, ovarian cancers) and its
measurement is advised besides the classical markers. Additional observation, that CEA has
no help e.g. in breast- and ovarian cancers.

It is our hope that our results may contribute to the design of a more individual-based

antitumor strategy.
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