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Roviditések jegyzéke

ADCC: antitestfiiggd celluléaris citotoxicitds (Antibody Dependent Cell mediated
Cytotoxicity)

Akt: protein kindz B (PKB)

ANOVA: varianciaanalizis (ANalysis Of Variance)

ATP: adenozin-trifoszfat

bp: bazispar

c-Met: hepatocyta ndvekedési faktor receptor

CIN: Cervicalis Intraepithelialis Neoplasia

CLDN: Claudin

CPE: Clostridium Perfringens Enterotoxin

DNS: dezoxiribonukleinsav

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGF: epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)
EGFRVIIL: epidermalis ndvekedési faktor receptor Ill-as varians (Epidermal Growth
Factor Receptor variant III)

FDA: Egyesiilt Allamok Elelmiszer és Gyogyszerfeliigyelete (Food and Drug
Administration)

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio

GH20: Glycoside Hydrolase Family 20

GP5+: General Primer 5+

GP6+: General Primer 6+

HCC: hepatocellularis carcinoma

HER: Human Epidermal Receptor

HNSCC: a fej-nyak régi6 laphdmrakja (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma)
HPV: Human papillomavirus

JAM: junkciondlis adhéziés molekuldk

kDa: kilodalton

KSH: Kd6zponti Statisztikai Hivatal

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

mCRC: metasztatikus colorectalis rak

NSCLC: nem-kissejtes tiidérak (Non-Small-Cell Lung Carcinoma)

NK-sejtek: természetes 6l0sejtek (Natural Killer cells)

p: valészinliség (probability)

PCR: polimeréz lancreakcid

PDZ: PSD95 (Posztszinaptikus denzitas fehérje-95), Disc-large (Dlg), ZO-1 (Zona
occludens-1)

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kindz

PLC: foszfolipaz C

R: rangkorrelacids egyiitthatd

RAF: rat fibrosarcoma

RAS: rat sarcoma

RFLP: restrikciés fragmenshossz polimorfizmus (Restriction Fragment Length
Polymorphism)
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RR: relativ kockazat (Relative Risk)

RTOG: Radiation Therapy Oncology Group

SH2: Src homolog 2

STAT: transzkripcio jeltovabbitd és aktivator (Signal Transducer and Activator of
Transcription)

TGF-a: transzforméld novekedési faktor alfa (Transforming Growth Factor-a)
TK: tirozin-kinaz

TKI: tirozin-kindz inhibitor

TJ: Tight Junction

TMA: szdveti microarray technologia (Tissue Micro Array)

TNM: tumor-nyirokcsomé-metasztazis (Tumor-Node-Metastasis)

Z0: Zonula Occludens



DOI:10.14753/SE.2015.1722

1. Bevezetés

A rosszindulati fej-nyaki daganatok legnagyobb részét (mintegy 90%-at) a
laphamrakok (HNSCC) teszik ki. A tadpcsatorna felsé szakaszabol és a felsd 1égutak
hamjabol kiinduld laphamrakok dontd tobbsége szdjiiregi, garat és/vagy gége eredeti,
egységes a szovettani szerkezetiik és hasonld etiologidval rendelkeznek. A fej-nyaki
laphamsejtes tumor vildgszerte 600 000 0j eset megjelenésével 2012-ben a hatodik
leggyakoribb daganatféleség, mortalitdisa 320 000. A KSH adatai szerint
Magyarorszdgon 2011-ben kozel 4400 0j beteget regisztraltak, ami incidencia és
mortalitas tekintetében a tiid6- és a colorectalis daganatok utan a férfiak korében a 3.
helyet jelenti. A férfi-né arany 5-6 az 1-hez; a legveszélyeztetettebb életkor 45-65 év
kozéttre tehetd.'” Prognozisuk igen rossz, a legtobb esetben a betegek késéi stadiumban
fordulnak orvoshoz a malignus elvaltozéassal. Az elmult évtizedekben a sebészi terapia,
valamint a kombinalt kemo- és radioterapia sokat fejlédott, azonban a lokoregiondlisan
elérehaladott és/vagy tavoli attéteket is adod fej-nyaki tumorokban szenveddk talélése
ezzel parhuzamosan nem novekedett szignifikdnsan. Nagy valtozast hozott, illetve
hozhat a betegség kimenetelében és a mindségi tulélés tekintetében a jelenleg
legkorszeriibb daganatellenes kezelés, a targetspecifikus terapia. A kezelés ezen ijabb
madja kiegészitheti vagy akar helyettesitheti is a citosztatikus szerek alkalmazasat, és az

¢letmindséget kevésbé rontd mellékhatas profillal rendelkezik.

1.1 A fej-nyaki laphamrakok prediszpondlo tényezoi

A két kozismert rizikofaktor, a leggyakoribb kémiai karcinogének, az alkoholfogyasztas
¢s dohanyzas mellett egyre tobb adat utal a virdlis etiologia lehetséges szerepére a fej-
nyaki laphamrakok kialakuldsdban. A megjelent tanulméanyok szerint integralt HPV-t a
HNSCC-k 19-35 szazalékdban lehet kimutatni>* Egy 2005-ben publikalt
metaanalizisben a HPV infekcié prevalencidjat fej-nyaki daganatokban 25,9 szdzalékra
teszik vilagszerte.” Hasonléan a méhnyakrakokhoz, a leggyakoribb onkogén térzsek a
HPV 16 ¢és -18, mely valoszintsiti a karcinogenezis hasonlosagat a két daganattipusban.

A szajiireg fel6l a gégéig a HPV+ HNSCC gyakorisaga csokken.”®’
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Genetikailag a HPV-pozitiv tumorokat kevés génhiba jellemzi. Onkogén vagy
szuppresszorgén mutacidkat, illetve egyéb fehérje szintl elvaltozasokat szinte alig lehet
benniik kimutatni.” Igaz ez az epidermalis novekedési faktor receptorira (EGFR,
epidermal growth factor receptor) is, amely altalaban normal kdpiaszamban fordul eld,
¢s a HPV indukalt daganatokban a vad tipusa van jelen.” Az EGFR-rél szamos
tanulméanyban kimutattak, hogy fokozott expresszidja rosszabb prognoézissal tarsul, igy
expresszids profilja a fej-nyaki daganatok egyik legfontosabb molekularis jellemzéje.'®
Szovettanilag a HPV-pozitiv csoport altaldban magasabban differencialt, gyakran
verrukozus jellegli, és szdmos tanulmany szerint szignifikdnsan jobb tuléléssel tarsul,
ami a daganatok fokozottabb sugar- és kemoterapias érzékenységében nyilvanul meg.”®
Ennél joval heterogénebb a kémiai karcinogenezis utjan keletkez6 HPV-negativ csoport,
melyben az EGFR szamos hibdja, amplifikdcidja és poliszomidja, valamint a
p53 tumorszupresszorgén mutacioja is gyakran megtalalhaté.™” Hazai beteganyagunkon
az anamnesztikus adatok alapjan a HPV-pozitiv esetekre jellemzébb a kémiai és viralis
karcinogenezis egyiittes jelenléte; az igazoltan viralis etioldgiai eredet ritka.

Tovéabbi rizikotényezot jelenthetnek a taplalkozasi hianyallapotok, az elhanyagolt
szajhigiénia, és természetesen minden karosanyag, amellyel a gége, a garat és szdjlireg
kapcsolatba keriilhet (étel, toxikus gazok, g6zok).

Ismert, hogy az anatémiai lokalizaciotol fliggden a daganatok rendkiviil eltérd
génmintazatot hordoznak, amely azonos kiilsd és belsd hatdsokra eltéré biologiai
viselkedésii, progresszids képességli €s terapias érzékenységli rakok kialakuldsahoz
vezet; igy pl. a hypopharynx daganatai lényegesen malignusabban viselkednek, mint

példaul a gége- vagy a tonsillatumorok. '’
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1.2 Molekularis osztialyozds

Korabban szamtalan vizsgélat elemezte a HNSCC-ben el6forduld genetikai eltéréseket:

ezekbdl gyakorlatilag 4 olyan jelentés molekulédris csoport allithatd fel, melyek

patologiai és klinikai jelent6séggel rendelkeznek (1. tablazat).'

GENETIKAI HNSCC1 HNSCC2 HNSCC3 HNSCC4
MARKER

HPV + - - -
P53 mutacid - + - -
P16 inaktivacid - + + -
EGFR () ot ++ ++

1. tablazat: Fej-nyaki rikok molekuldris klasszifikdcidja'’

1.3 A kezelésrol altalaban

A HNSSC-k kezelésérdl altalanossagban elmondhat6, hogy a korai, 1. és II. staddiumu
tumorok esetében miitét vagy sugarkezelés valaszthatd monoterapiaként a beteg
altalanos allapota és funkciondlis szempontok alapjan. Az esetek nagyobb részében a
betegség a felfedezés pillanatdban mar elérehaladott stadiumu (III-IV) a primer tumor
kiterjedése és/vagy regionalis nyaki nyirokcsomoattét, ritkabban tavoli attét jelenléte
miatt. Ezekben az esetekben indukcids kemoterdpia, kombinalt radiokemoterapia és
sebészi beavatkozas jon szoba, illetve a legtobb esetben ezek kombinécioja.>'>"

A TII-IV. stadiumu tumorban szenvedd betegek 5 éves tilélése a fenti kezelések ellenére

1214 Jjabb el6relépést hozhat azonban a

a legtobb tanulméanyban 20-40% kozdtt mozog.
HNSCC molekularis sajatossagaira alapozott célzott kezelés.

Miutdan a HNSCC-k egyik f6 jellemzdje az EGFR-overexpresszid, ezért az EGF-
receptort célzo gyodgyszerek a fej-nyaki tumorok esetében is kiprobalasra, illetve

bevezetésre kertiltek.
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1.4 Az epidermalis novekedési faktor receptor

1.4.1 Az epidermalis novekedési faktor receptor biologidja

A c-erbB receptorcsaladba négy, szerkezetében és miikodésében hasonlo, tirozin-kindz
aktivitassal rendelkezd receptor tartozik, melynek elsdként leirt tagja a c-erbB-1 vagy
HER-1 néven is ismert epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR). Az EGFR egy
170 kDa tomegli glikoprotein, mely egy extracellularis ligandkotd régiobol, egy
hidroféb transzmembran régiobol és egy tirozin-kindz aktivitassal rendelkezd
intracellularis doménbdl 4ll."

Szamos ligand aktivalhatja a receptort, melyek koziil a legjelentdsebbek az epidermalis
novekedési faktor (EGF) és a transzformald novekedési faktor-a (TGF-a). Ezeken kiviil
kotédhet még az epiregulin, amfiregulin, a heparin-k6té EGF és a bétacellulin. A
ligandkdtést kovetden a receptor homo- ill. heterodimerizalodik a sejtfelszinen, a
receptor-ligand komplex internalizalodik, majd az intracitoplazmatikus tirozin-kindz
domén autofoszforilalodik. A foszforilalt tirozin oldallancokat kiilonb6zé SH2-domént
tartalmazé molekulak ismerik fel, melyek szdmos intracelluléris jelatviteli kaszkadot
inditanak be. Az EGF-receptor esetében a legfontosabb utvonal a RAS-Raf-MAP-kinaz
¢s a foszfatidil-inozitol-3-kindz (PI3K) - Akt-kindz utvonal. Jelatviteli ttként
szerepelhet tovabba a foszfolipaz-C-y (PLCy), valamint a STAT1 és STAT3 is (1.

abra).'®
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EGF, TGF-x " :
HB-EGF euregulin
Epiregulin\ EGFR HBEGF
Amphiregulin Epiregulin
B-cellulin “ I I
Plazmamembrén
S | B E
B HER-2 HER-3 HER-4
e N
Stat 1
c-fos Myc
Nucleus c-jun Elk1
Migracié
g \/ Proliferacio
Apoptozis Angiogenezis

1. abra: Az EGF receptor [ jeldatviteli utjai és a sejtszintii valaszok (Andrew ¢€s

munkatarsai alapjan)’’

Normal sejtekben ezen utvonalak a proliferacié és a differenciacid serkentésével a
szOveti homeosztazis fenntartasaért felelések. Tumorsejtekben azonban aktivacidjuk
fokozza az angiogenezist, gatolja az apoptozist, valamint sejtadhézidt, invaziot és

;. ’ ’ 7 16,18
metasztazisképzést eredményez. ™
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1.4.2 Az EGF receptor daganatokban

Normal hamsejtekben sejtenként mintegy 40 000 - 100 000 EGFR expresszalodik. A
fej-nyaki laphdmrédkoknal gyakran kimutathatdé a c-erbB csalad receptorainak,
kiilonosen az EGFR-nek és a HER-2-nek az overexpresszidja. A normal sejteknél
sokszorosan tobb EGFR molekulat hordozé tumorsejtekben az EGFR jelatviteli utjainak
nagymértéki stimuldcidja nagyban hozzajarul a malignitas kifejlédéséhez. Ezenkiviil a
gyorsan proliferald sejteknek megndvekedett kapacitasuk lehet arra, hogy a DNS-ben
keletkezett hibakat kijavitsak, igy képesek ellenallni a kemo- és sugarterapia toxikus
hatasainak.'® Az EGFR fokozott expresszidjat a legtdbb epitelialis eredetii daganatban
kimutattdk: nem-kissejtes tiiddtumorokban (NSCLC, non-small cell lung cancer),
colorectalis, ovarium, emld, prosztata és vesedaganatokban, gliomékban, valamint fej-
nyaki laphamsejtes tumorokban.'* Nicholson és munkatarsai metaanalizis segitségével
hagyholyag-, méhnyak-, nyel6csérdk, a fej- és nyaki régid daganatai, valamint
ovariumrak esetén kimutattdk, hogy az emelkedett EGFR-aktivitas er0sen Osszefiigg a
rossz prognoézissal. Az EGFR-statusz mérsékelt dsszefliggést mutatott a taléléssel emld-
, gyomor-, vastagbél- és endometriumrak esetén. "

Tobb tanulmany szerint fej-nyaki daganatok esetében az EGFR fehérje overexpresszioja
70-90 szazalék kozé tehetd.'*'™*" Mivel az EGFR génamplifikacié tobb kutatas szerint
is minddssze 17-31 szazalékban fordul eld, ezért feltehetden a fehérje-overexpresszio

1.2 Tobben kimutattdk, hogy a membran

hatterében inkabb a fokozott transzkripci6 4l
emelkedett EGFR szdma fej-nyaki tumorok esetében a karcinogenezis korai jele, mivel
mér az egészségesnek latszo mucosaban is kimutathaté.'*** Az EGFR overexpresszio és
amplifikacio fej-nyaki tumoros betegeknél is kedvezotlenebb taléléssel tarsul.'®*

Az EGF receptornak tobb hibaja ismert epitelialis eredetli tumorokban, melyek az anti-
EGEFR terapia hatasossagat befolyasoljak. Egy specialis eset az EGFRVIII kialakulasa,
melyet az extracelluléris ligandkoté domén 2-7 exonjanak delécidja hoz létre. Ennek
kovetkezménye egy konstitutivan, ligandtdl fiiggetlen modon aktiv receptor, amely
esetében a receptor endocitdzisa sem megy végbe, ezaltal a sejt nem képes az aktivitast

gatlo szabalyozasara.”* Az EGFRVIII génszinti amplifikicidja gyakori glioblastomas

betegekben és ritkdbban (10%) eléfordul nem-kissejtes tiidérak, emld- és ovariumrak

10
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r - 2526
eseten 18.7

Fej-nyaki tumorok esetében kevés adat van a vIII varians eléfordulasarol;
egy 2006-ban megjelent tanulmanyban a vizsgalt tumorok 42 szazaléka expresszalta a
receptor mutans formajat.*’

A tirozin-kindz domén 18, 19 és 21-es exonjaban 1étrej6vé mutdcid szintén igen gyakori
egyes tumorokban (pl.: NSCLC), el6forduldsa azonban fej-nyaki daganatos betegekben
tobb vizsgélat szerint is extrém ritka. Az eurdpai populdcidban igen alacsony
elé6fordulast, egy dzsiai vizsgalatban a mutacio gyakorisagat a vizsgalt betegek korében
7.3 szazalékosnak talaltadk. NSCLC-ben a 19. és 21. exon aktivaldé EGFR mutacioi
szoros korrelaciot mutattak az EGFR gétlokra adott kedvezd klinikai vélasszal. Az a
tény, mely szerint HNSCC-ben ritkdk vagy nem mutathatok ki ezek a mutaciok,
alatdmaszthatja a kozelmultban fej-nyaki daganatokon végzett klinikai vizsgalatokban
kapott relativ alacsony szintii klinikai valaszokat.”>**°

A RAS fehérje az EGF receptoron keresztiil aktivalodo jelatviteli kaszkad egyik
legjelentdsebb regulatorfehérjéje. Az onkogén RAS, ami az egyik leggyakoribb génhiba
human daganatokban, pontmutacié révén keletkezik, és leggyakrabban az 1. exon 12. és
13. kodonjaban jon létre, melynek eredményeként konstitutivan aktiv lesz a fehérje. A
RAS csaladba tartozo KRAS mutécioja leginkadbb a hasnyalmirigyrakokat jellemzi (az
esetek 90%-ban jelen van), de gyakori még colorectalis €s epeuti karcindmakban,

, . , - 31,32,33
ovariumtumorokban és NSCLC-ben is.” 7~

20,34

Ezzel szemben HNSCC-ben nagyon ritkan

fordul eld.

11
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Az EGFR szabalyozatlan aktivacidja tobbféle médon létrejohet, mely lehet ligandfiiggd
¢s ligandfiiggetlen is (2. abra). Egyrészt az EGF-receptor overexpresszidja megnoveli a
sejtfelszini receptorok random taldlkozasdnak ¢és dimerizalodasanak esélyét és az

35,36

aktivitasi jel megsziiletését;” " masrészt az EGF-receptor ligandjainak (EGF és TGF-a)

talzott expresszidja a jelatvitel tilmiikodéséhez vezet (prostatarak, NSCLC).””*"*
Harmadrészt az EGFR mdas tirozin-kindz aktivitdsi receptorokkal valo
heterodimerizacidja, pl. a Her-2 az EGF-receptorral képzett komplexe ¢és
keresztfoszforilacidja noveli az EGFR ligandkotddési affinitasat, megnd a heterodimer
¢letideje, ezaltal a pozitiv mitogén szignalok stabilizalodnak.** Az inaktivaciot
szabalyozé foszfatizok gatlasa ugyancsak a mitogén jel erésodését eredményezi.*®

Végiil az EGFRVIII varidnsa szintén a jeldtviteli Ut szabalyozatlan aktivalasdhoz

vezethet.

Emelkedett
EGFR-expresszio
Ligand/
autokrin

loop

Mitogén
szignal

@ 1 Foszfataz

2. dbra: A fokozott EGFR-aktivitas lehetséges utjai’’. (R = receptor; S = szubsztrat; K =
tirozin-kindz; pY = foszforilalt tirozin reziduum)

Heterodimerizacid
és cross-talk
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1.5 A célzott kezelés szerepe a terdpiaban

Tobbféle daganattipus, tobbek kozott a HNSCC esetén igazolodott, hogy a tirozin-kindz
jelpalya abnormalis aktivitdsa szerepet jatszik a kontrollalatlan proliferacio, az invazio
és a metasztazisképzés folyamataiban, ezért a daganatellenes kezelésnek optimalis
célpontjai lehetnek a novekedési faktor-receptorok.

Az EGF-receptor gatlasara jelenleg két hatdéanyagcsoport all rendelkezésre: a gatlas
megvalosulhat egyrészt extracellularisan haté monoklondlis antitestekkel, valamint
kismolekulastlyt tirozin-kindz inhibitorokkal, melyek intracellularisan a receptor

tirozin-kindz enzimaktivitasat blokkoljak (3. abra).

. v EGFR ellenes mAB-ok
EGFR TK-GATLOK | o
—ﬁ \ Cna

‘@A”

\ 4 EGFR "(\:EGFR) e
f Qicc ) -~ & (6
= A , —( sosi
2 / \
R /|

(0a8) | pi \
,. o ! Cnx) ; \
{ | @D
= " ; (map3K
| 4 \
S 1@ Cstar ) (MAP2K y

Proliferacié
Transcription » Invazié

Metasztazis
Angiogenezis

Nuclevs

3. abra: Az EGFR gdtlds lehetéségei (Li Gong és munkatarsai alapjan)*’ 4
monoklonalis antitestek (mAb) extracellularisan, a kis molekulaju tirozin-kindzgatlok

(TKI-k) intracellularisan fejtik ki hatdasukat
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1.5.1 Monoklonadlis antitestek

A monoklondlis antitestek tumorellenes hatasa tobbféle lehet. Gatolhatjadk a ligand
bekotddését és az ezt kovetd konforméciovaltozast, igy a szignaltraszdukciod
beinduldsat. Egyes antitestek a receptorok dimerizalodasat akaddlyozzak meg. Egy
monoklonalis antitest kotddése a receptorban olyan konforméciovaltozast idézhet eld,
amely csokkenti a jeltovabbitdst, minek kovetkeztében a talélést serkentd jelek
csokkennek, s ezaltal érzékennyé valnak a tumorsejtek a sejtpusztito kezelés irant. Ezen
hatdsokat erdsiti az immunrendszer antitestfliggd immunvalasza is az antitesttel
megjeldlt tumorsejtekkel szemben.*>**

A legalaposabban tanulmanyozott anti-EGFR monoklonalis antitest a cetuximab (C225,
Erbitux”™), mely a receptorhoz kotédve gatolja a tumorndvekedést, a metasztazisképzést,
felismerve a cetuximab leszoritja a receptor természetes ligandjait, serkenti a felszini
receptorok endocitdzisat, masrészt aktivalja az NK-sejteket és a makrofagokat, ezaltal
pedig beindul az antitestfiiggd cellularis citotoxicitas (ADCC) a tumorsejtek ellen.*>*
Tobb klinikai vizsgalat kimutatta, hogy a sugarkezeléssel kombinalt cetuximab
szignifikansan novelte a lokdlisan eldrehaladott fej-nyaki tumoros betegek
tiinetmentességét ¢és tulélését. Bonner ¢és munkatdrsai 2006-ban  publikaltdk
vizsgalatukat, melybe 424 beteget randomizéltak. Az egyik csoport teljes dozisu
sugarkezelést kapott monoterdpiaként, a masik csoportndl ezt cetuximab adasdval
kombinaltdk. A cetuximab szignifikdnsan ndvelte a betegség progresszidmentes
talélését 14,9 honaprol 24,4 honapra, illetve a teljes tulélést 29,3 honaprol 49 honapra.*’
Ez volt az elsé olyan vizsgalat, melyben bizonyitottdk a cetuximab hatasfolényét egy
hagyomdanyos terapidval, az irradiacioval szemben HNSCC esetében.

Vermorken és munkatarsai 2008-ban rekurrens, illetve metasztatikus fej-nyaki tumoros
betegek esetében kombindcids terdpidban vizsgaltdk a kemoterapia (ciszplatin vagy
carboplatin és 5-fluorouracil) és a cetuximab hatasat. A lokalis tlinetmentesség 5,6
honapra novekedett cetuximab és kemoterapia egyiittes alkalmazasaval az 6nmagaban
alkalmazott kemoterapiaval elért 3,3 honaphoz képest, az atlagos tulélés pedig 7,4

hoénaprol 10,1 hénapra emelledett.*®
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Az RTOG 0522 III. fazist klinikai vizsgélat eredménye szerint nincs szignifikans
elénye a tilélésben a cetuximabbal kombinalt kemoradioterapianak a cetuximab nélkiili
kemoirradiacioval szemben.*>*’

A fenti eredmények ismeretében az FDA (Food and Drug Administration) két
indikacioban engedélyezte a cetuximab hasznalatit HNSCC esetén: lokalisan
elérehaladott betegség esetén sugarterapidval kombinalva illetve recidiv és/vagy
metasztazist add betegség esetén platina alapi kemoterapiaval kombinalva.”' Ezen kiviil
engedélyezett még metasztatikus colorectalis (mCRC) ¢és emlddaganatok, valamint az
Amerikai Egyesiilt Allamokban NSCLC terapiajaban.

A cetuximab hazdnkban is elérhetd szer, a kiilfoldi ajanlasoknak megfeleld indikacioban

adhat6. Telité dozisa: 400 mg/m*/hét, fenntarté dozisa: 250 mg/m*/hét. Intravénasan

alkalmazando.

1.5.2 Kis molekulasulyu tirozin-kinaz inhibitorok

A kis molekuldsulyu inhibitorok intracellularisan a tirozin-kindz régidéban a molekula
ATP-kotd zsebéhez kotddnek, ezéltal versengve a szubsztratszintli foszforilacioban
fontos szerepet jatszo ATP-vel. Ennek kovetkeztében az intracellularis tirozinok
foszforilacigja elmarad, az aktivacios jel nem tovabbitodik.

A TK-inhibitorok (TKI) tumorellenes aktivitdsat mar szdmos, az EGFR-t tulexpresszalo
szolid tumorban vizsgaltak, példdul NSCLC-ben, pancreas tumorban, glioblastomaban
szdmos tanulméanyban leirtdk, ¢és eltér6 gyakorisaggal ugyan, de ezekben a
daganatokban el6fordulnak. A TK domén mutacidi harom csoportba oszthatok: a 19-es
exonban létrejohet in-frame delécio, mely altalaban a 747-es pozicidban 1évé leucin és a
749-es glutamat kozotti szakaszt érinti. Ez az 6sszes TK mutdcié 44 szazalékaért
felelds. Pontmutacio szintén kialakulhat: leggyakrabban a 21-es exonban egy leucin
argininra cserélédik (L858R), de nem ritka, hogy a 719-es pozicidban 1évé glicin
szerinre, alaninra, vagy ciszteinre cserélddik. A harmadik csoportot in-frame
duplikacidk és/vagy inzerciok alkotjak, melyek viszonylag ritkan fordulnak el8.>

Az erlotinib (OSI-774, Tarceva™- Roche) egy oralisan is aktiv gyodgyszer, mely

szelektiven és reverzibilisen gatolja az EGFR tirozin-kindz aktivitdsat. Tobb
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vizsgalatban kimutattak, hogy nem-kissejtes tiidé adenocarcinomak és pancreastumorok
esetében szignifikdnsan megndveli a talélést, ezért az FDA 2004-ben engedélyezte
hasznalatat kemoterapiara rezisztens, elérehaladott NSCLC kezelésére, 2005-ben pedig
gemcitabinnal kombindlva olyan &ttétes pancreastumoros betegek kezelésére, akik
megel6z6en nem kaptak kemoterapiat.™

Fej-nyaki tumorok esetében az erlotinib hatasa igen mérsékelt. Soulieres és munkatarsai
2004-ben publikaltak egy fazis II vizsgalatot, melyben kiGjult és metasztatikus
tumorokon vizsgaltdk az erlotinib hatasat. A betegeknek mindossze 4,3 szazaléka
reagalt a kezelésre, az atlagos tulélés pedig 6 honap volt. Hagyomanyos citotoxikus
kemoterapidval ennél jobb eredményeket is sikeriilt elérni, igy ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az erlotinib Gnmagaban, ebben a populaciéban nem hatasos.>*

A gefitinib (ZD1839, Iressa® — AstraZeneca) szintén oralisan aktiv EGFR specifikus
anilinokinazolin, mely reverzibilisen gatolja a receptor autofoszforilacigjat. Preklinikai
vizsgalatokban gefitinibbel végzett monoterapiaval és kombinacios kezeléssel egyarant
sikertilt antiproliferativ és proapoptotikus hatast elérni, a klinikai eredmények azonban
nem ilyen biztatéak. Cohen és munkatérsai vizsgaltdk eldszor a gefitinib monoterapiat
attétes és recurrens HNSCC-s betegekben, és mindossze 10,6 szazalékos reagalési
aranyrol szamoltak be.”> A mai napig egyetlen olyan Ill-as fazisi vizsgalatot hoztak
nyilvanossagra, melyben a gefitinib+metotrexat kombinaciot hasonlitottdk Ossze a
metotrexat monoterapiaval. A gefitinib sem a talélést, sem a reagalasi készséget nem
névelte meg a vizsgalt betegesoportban.”® A gefitinibet a lokalisan elérehaladott vagy
attétes, nem-kissejtes tiidérakban szenvedo felndtt betegek kezelésére torzskonyvezték,
dozisa 250 mg/nap.

Mindezek alapjan elmondhat6d, hogy bar a preklinikai vizsgélatok alapjan az EGF-
receptor idedlis célpontnak tiint a daganatterdpidban, a klinikai eredmények mégsem
feleltek meg teljes mértékben az elvardsoknak. Megjelentek olyan publikaciok is,
melyek szerint a tumoros betegeknek minddssze 10-20 szézaléka reagal megfeleléen az
anti-EGFR kezelésre. Egy részik mar a terdpia kezdetén sem fogékony ezen

. , A . : . 57,58
gyogyszerekre, mig masik résziiknél szerzett rezisztencia alakul ki.””

Ennek egyik
lehetséges magyarazata, hogy alternativ jelatviteli utvonalak aktivalddnak, mint példaul
a PI3K/AKT, c-Met, Src.””®® Elméleti lehetéségként felmeriil a szignaltranszdukcid

egyediili, vagy esetleg kombindcidban (multitarget stratégia) torténd gatlasa (pl.
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MAPK-gatlok, Raf-gatlok, PI3K-gatlok). Intenziv kutatasok targyat képezi, hogy ezen
lehetdségek miként valdsithatok meg a daganatterapiaban, és vajon hoznak-e eldrelépést
a klinikumban.”*'

Tobb klinikai vizsgalat zajlik mind a monoklondlis antitestekkel, mind a kis
molekulastlyt inhibitorokkal kapcsolatban, melyek alapjan bizonyos hatdéanyagok mar

a mindennapi onkoldgiai terapiaban is elérhetéek (2. tablazat).”
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Tirozin-kinaz gatlo Célpont Terapias felhasznalas
csak preklinikai kutatasi
PD1535035 EGFR
célokra
gefitinib
EGFR NSCLC
(Iressa®, ZD1839)
erlotinib
EGFR NSCLC, pancreasrak
(Tarceva®, OSI-774)
lapatinib
EGFR, Her-2 emlorak
(Tycerb/Tyverb®, DB01259)
pelitinib
EGFR (irreverzibilis) klinikai kutatés alatt all
(EKB-569)
HNSCC, klinikai
Sym004 EGFR
kutatas alatt
Monoklonalis antitestek Célpont Terapias felhasznalas
_ e HNSCC, mCRC
cetuximab (C225, Erbitux -
EGFR emlddaganat, NSCLC
Merck)
zalutumumab,panitumumab,
EGFR klinikai kutatés alatt all

nimotuzumab, ABT806

2. tablazat: Fontosabb EGFR-ellenes kis molekulasulyu tirozinkinaz gatlok és

monoklonalis antitestek terapias felhasznalhatosaga
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1.6  Sejtkapcsolo strukturak, claudinok

A sejtkapcsold struktirak a sejtek felszinén taldlhatd szerkezetek, melyek szerepe a
szomszédos sejtek kozotti mechanikai kapcsolat és kommunikacié biztositasa, valamint
a sejtek kornyezetiikh6z valo rogzitése. E strukturdk a hamszovet szervezddésében nagy
jelentdséggel birnak, fellazulasuk tobb megbetegedésben, koztiik a daganatokban is
megfigyelhetd. A sejtkapcsold strukturdkat alkotd fehérjék eltérése tobb daganatban
kimutathat6, ezek potencialis terapids targetként is szerepelhetnek.

A sejtek kozotti kapcesolatokat funkcionalis szempontbol feloszthatjuk lezard,

lehorgonyz6 és kommunikalo sejt-sejt kapcsolatokra (4. abra).

Okkludin

Cingulin

4. abra: Zonula occludens és zonula adherens szerkezete és interakcioi (Scheimer és
munkatarsai alapjan)®

A lezaré kapcsolatok, a zonula occludens (zéaroléc, tight junction (TJ)) jellemzden az
epitélsejtek hordopantszeriien korbefutd sejtkapcsold strukturaja, amely nagy szerepet
jatszik a hamok szigeteld, illetve bizonyos anyagokra szelektiven permedbilis barrier
funkciojaban. A szomszédos epitelidlis sejteket az okkludin, a claudinok és JAM
(junkcionalis adhézids molekuldk) kapcsoljak Ossze, és adapterfehérjék (ZO-1,-2,-3,

szimplekin, cingulin) kétik a citoszkeleton aktin mikrofilamentum rendszeréhez. A TJ-k
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tobb fontos funkcidja ismert: a véddéfunkcid biztositja a sejt polaritasat, a barrier- vagy

kapufunkci6 szabalyozza az ionok, a viz és kiilonféle makromolekuldk paracellularis

crer

sejtek proliferacios és differenciacids folyamataiban.**®

A lehorgonyzé kapcsolatok a sejtmembran specidlis régioi, melyek a citoszkeleton
aktin fonalainak letapadasi helyéiil szolgalnak. A zonula adherens (6vdezmoszoma) egy
ovszertien korbefutd struktura a sejtek apikalis részén, amely kozvetleniil a zonula
occludens alatt helyezkedik el; a sejt-sejt kapcsolatot ebben a szerkezetben a cadherin
molekuldk biztositjdk. Amig a zonula occludens elsddlegesen a paracellularis
permeabilitas gatlasaért felelds, addig a zonula adherens lokalizalja és stabilizdlja a
zonula occludenst. A macula adherens (folt-dezmoszéma) a sejtek kozotti pontszerti
kapcsoloszerkezet, a citoplazmdban a sejthartya fel¢ itt intermedier filamentumok
futnak és rogziilnek. Dezmoszémak olyan szdvetekben fordulnak elé nagy szamban,
melyekben a sejt-sejt kapcsolatok erdteljes mechanikai hatdsoknak vannak kitéve (pl.
bér stratum spinosum).®

A kommunikalé kapcsolatok, a gap junction (réskapcsolat) teriiletén a két sejthartya
nem tapad szorosan egymashoz, koztiikk keskeny rés marad. A csatorna falat 6-6
konnexin fehérje molekula alkotja, melyek mindkét membranon athaladva 6sszekotik a
két sejt citoplazmajat. lonok és kis molekuldk atjuthatnak rajta, igy biztositva a két sejt

s 171 . r 1, 66
mitkddésének dsszehangolasat.

A claudin molekulacsaladot 1998-ban fedezték fel és nevezték el; az clnevezés a latin
claudere” (bezar) szobol ered, utalva e fehérjék intercellularis barrier szerepére.®’
Emldsokben 24 tagja ismert, emberben a 13-as claudin hidnyzik. 20-27 kDa
molekulasulyt fehérjék, melyek a tight junction (TJ) tipusu sejtkapcsold strukturadk
felépitésében vesznek részt, fontos szerepiik van a paracellularis permeabilitas

szabalyozasaban ¢s a sejt polaritisanak fenntartisaban epitel és endotel sejtekben.®®
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A claudinok (CLDN) négy transzmembran doménbdl és két extracellularis hurokbol
éplilnek fel, emellett citoplazmatikus N-termindlis ¢és C-terminalis végekkel
rendelkeznek (5. abra). A C-termindlis végen 1évé PDZ domén (nagymértékben
konzervalt, 80-90 aminosavbol alloé régio) citoplazmatikus fehérjékhez tud kotddni,
ezaltal intracitoplazmatikus jelatvitelben vehet részt. A claudinok a PDZ doménon

keresztiil kotédnek mas TJ fehérjékhez is.”

Paracellularis ionszelektivitas

7 N

o Oligomerizacié

R —
©  CPE-kots régio
(claudin-3,-4)

HCV
kapcsolédas {

(claudin-1,-6,-9) Sejtkdzotti tér

(T
WLl

Citoszol

ya S\_ g COOH

Foszforilacio

Palmitoilacio

5. abra: Claudinok sémds rajza (Lal-Nag és Morin nyoman).”

A claudinok megtalalhatdak a normal szovetekben, ham eredetli hiperplazias
folyamatokban, valamint jo- és rosszindulatil daganatokban. Az expressziora jellemz6 a
szerv- €s szovetspecifikussag, a legtobb szovet egyszerre tobbféle claudint is expresszal.
Egyes claudinok eltérd szoveti mintazatot mutatnak, mig masok kizardlag egy adott
sejt-, vagy szovettipusra jellemzdek.

Funkcidjuk a normal hamszovet homeosztazisadban jol ismert, azonban a
tumorgenezisben  betoltott  szerepiik, illetve a daganatokban megvaltozott

claudinexpresszi6 biologiai jelentdsége jelenleg is intenziv kutatas targyat képezi.”'
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A claudin-1 alapveté fontossagl a szoros sejt-sejt kapcsolat szerkezetében.”” Jellemz6en
magas rezisztenciaju hamszovetekben jelenik meg (pl. bér).”” Emelkedett claudin-1-
expresszid mutathato ki papillaris pajzsmirigyrak és nyirokcsomo metasztazisa, illetve a
nyelécsd laphameredetii daganatai esetén.®® A vastagbél rakmegel6z6 gyulladasos
betegségeiben a claudin-1 (és claudin-2) fokozott expresszidja észlelhets.” A
Hepatitis C virus sejtbe vald bekeriilésében is fontos szerepet jatszik a claudin-1
molekula.”

A claudin-2 szintén bazisa a szoros sejt-sejt kapcsolatnak, a plazmamembran mentén
szakaszosan van jelen. Elsésorban a specifikusan atjarhaté hamszovetekben talalhato,
példaul a plexus choroideusban és a vese tubulusaiban.”” Fokozott expresszidjat a
hamdaganatokon kiviil néhany mas daganatban is észlelték (pl.: melanoma malignum,
nem kiérett szarkomak).”

A claudin-3 fehérje Clostridium perfringens enterotoxint (CPE) kot kapacitassal
rendelkezik, CPE hatésara a sejtek lizise kovetkezik be.”’

A claudin-4 leginkdbb kevéssé¢ ateresztdé hamszovetekben mutathatd ki,
nyalmirigyekben a barrier kialakitasaban van szerepe.”® Expresszidja tobb human
daganatban megvaltozik, fokozott expresszio jellemzd az emlédaganatokra, a pancreas-,
cholangiocellularis, prosztata- és ovarium-karcinomakra, és ez altaldban rosszabb
prognézissal tarsul.””***"*% Szintén CPE-koté tulajdonsaggal rendelkezik, ez alapjan a
CLDN3-at ¢s CLDN4-et fokozottan expresszaldo tumorok esetében felmeriilt a
Clostridium toxin targetterapias szerként torténé alkalmazasa.”"’

A claudin-5 féként az endotélsejtek szoros kapcsolatainak forméalasaban vesz részt. A
normal erek endotéljében talalhaté meg, a vesében csupan az artérids oldalon mutathato
ki.**A plexus choroideus, valamint a vér-agy gat epi- és endotelialis sejtjeiben is
megjelenik.® Az éreredetii daganatok claudin-5 pozitivak.™

A claudin-6 embrionalis sz6vetben talalhaté meg.*

A claudin-7 jelentésen expresszalodik a hameredetii tumorok mindegyikében.®’
Csokkent az expresszioja cervixcarcinomaban és az uterus hamdaganataiban.*®

A claudin-8 CPE-ko6td tulajdonsaggal rendelkezik, emelkedett expressziojat vesében és
tiidSben irtak le.”” CPE-kotd tulajdonsaga gyengébb, mint a CLDN3, vagy 4-¢.%

A claudin-10 a kromofob vesesejtes karcinoma és vese oncocytoma elkiilonitésének

differencialdiagnosztikai markere lehet.”
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A claudinok felfedezése 6ta a daganatok és a megvaltozott claudinexpresszid kozotti
Osszefliggést széleskoriien vizsgaljak.”' A daganatok egy részében a claudinexpresszid
csokken, pl. eml6rak (claudin low altipus) és vastagbélrék esetén a claudin-1 szint’"?
illetve fej-nyaki rakoknal a claudin-7 szint”. Mas daganatokban ezzel ellenkezéleg a
claudinexpresszid novekedését mutattak ki, mint pl. a claudin-3 és -4 szint emelkedése a
petefészek, emld-, prosztata- és hasnyalmirigyrakoknal.”' A heterogen expresszié oka
tobbnyire nem ismert, azonositottak azonban ndvekedési faktorokat, citokineket és
transzkripcids faktorokat, melyek befolyasoljak azt. A tumorpromoting faktor, az EGF
¢s a hepatocita novekedési faktor csokkentette a claudin-7 és ndvelte a claudin-1, -3, és
-4 expressziot.”*”

A karcinogenezis soran a sejtkapcsolatok atalakulhatnak, mely detektalhat6 lehet a TJ
bazisat alkotd claudinok vizsgélataval. A tumorok invazidja soran a normal szdveti
szerkezet felbomlik, melynek része lehet a sejtkapcsolatok atstrukturalodasa,
,remodelling”-je, ami a sejt-sejt kapcsolatok fellazuldsaval jar.”° Ez a folyamat
altalaban a tumorinvazioval parhuzamosan kovetkezik be, és a claudinok megvaltozott
expresszidja kiséri.”” Eszerint a claudinok megvéltozott kifejez6désének vizsgalataval
nyomon kdvethetd lehet a daganatok kialakuldsa, emellett prognosztikai jelentdséget is

hordozhat. A karcinogenezisben betdltott szerepe miatt a claudinok a targetspecifikus

kezelés potencidlis célpontjava valtak.
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2. Célkituzések

Hazai beteganyagon vizsgaltuk az EGF-receptor epitdp-mintdzatat négy
epitopspecifikus antitest segitségével, tovabba az EGFR gén lehetséges hibait
(amplifikacio, vIII-, TK domén mutacid), melyekrdl ismert, hogy a célzott terdpia
hatasossagat jelentdsen befolyasoljak. Ezen feliil célkitiizésiink volt a HPV infekcid és
KRAS mutacio jelenlétének keresése a tumorokban.

Tovabbi célkitlizésként fogalmaztuk meg ugyanezen daganatok és a szomszédos normal

ham claudinexpresszios mintazatdnak vizsgalatat.

Felmeriil6 kérdéseink:

1. A kiilonbdzd lokalizacioji fej-nyaki tumorok milyen mértékben expresszaljak az
EGFR fehérjét?

2. A fentebb emlitett ¢és altalunk vizsgalt molekuldris tulajdonsagok milyen
Osszefliggésben allnak egymadssal, hatissal vannak-e a betegek tulélésére illetve
magyarazhatjak-e az EGFR ellenes terapia esetleges hatastalansagat?

3. A fej-nyaki régio teriiletén a normal és daganatos szovet claudinmintazata eltéré-e,
mutat-e lokalizacids kiilonbséget, illetve az esetleges expresszids kiillonbségeknek
van-e kapcsolatuk az altalunk vizsgalt klinikopatoldgiai paraméterekkel?

4. Az esetleges eltérd claudinmintazat 6sszefliggést mutat-e a progndzissal?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Betegek

Mintdink a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti ¢s Fej-Nyaksebészeti Klinik4jan
kezelt betegek miitéti anyagaibol szarmaztak. Osszesen 71 primer tumorbdl szarmazé
paraffinos miitéti blokkot dolgoztunk fel, melyeket a II. Sz. Patologia Intézet biztositott
szamunkra. A 71 mintabdl 19 a hypopharynx teriiletérdl, 6 a nyelvgyok, 10 a tonsilla
palatina, 20 a glotticus és 16 a supraglotticus régiobol szarmazott. A tumormintdk
patologiai jellemzdit lasd a 4. tablazatban (36. oldal). A génkopiaszamot 2 mintaban,
valamint az érbetorés jelenlétét és a gyulladasos infiltracid mértéket 13 esetben nem
tudtuk meghatarozni. Ennek megfelelden a betegszam az 6sszehasonlitd vizsgalatoknal
71, 69, 58 és 56 volt (lasd 4. tablazat, 36. oldal; 5. tablazat, 43. oldal; 6. tablazat, 50.
oldal).

Vizsgalataink egy részét a paraffinba agyazott mitéti blokkokbol szdrmaz6 2 pm-es

metszeteken végeztiik el, masik részét TMA (tissue microarray) metszeteken.

3.2 Tissue microarray (TMA) blokk készitése

Els6 1épésként a korabban elkészitett hematoxilin-eozinnal festett metszetek alapjan
valasztottuk ki. A paraffinblokkbdl a kivalasztott szovethengert TMA Master (3D
Histech, Budapest, Magyarorszag) segitségével tavolitottuk el, és egy ehhez mért
lyukakat tartalmazé masik paraffinos blokkba helyeztiik at. Az igy létrejott blokkokbol
2 um vastagsagu metszeteket készitettlink immunhisztokémiai, illetve fluoreszcens in

situ hibridizacids vizsgalatokhoz.
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3.3 Az EGFR és a claudinok fehérjeszintii expresszidjanak vizsgalata

3.3.1 Primer antitestek

Az EGFR epitop-mintazatanak feltérképezésére négyféle antitestet hasznaltunk.
DakoCytomation, Glostrup, Denmark, 40x-es higitasban; 6. abra: piros antitest).

A masodik monoklonalis egér antitest az extracelluldris membrankdzeli régidhoz
kotodott (IgG2a, NCL-EGFR, Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK,
40x-es higitas; 6. abra: zold antitest). Poliklonalis nytl antitest az intracellularis C-
termindlis doménhez kapcsolddott (PU335-UP, BioGenex, San Remon, CA, USA, 10x-
es higitdsban; 6. abra: kék antitest), foszfospecifikus poliklonalis nyul antitest pedig a
foszforilalt tirozin-1086-os autofoszforilaciés helyhez kotddott a tirozin-kindz (TK)
doménen (44-790, Biosource International Inc, Camarillo, CA, USA, 100x-os higitas; 6.
abra: sarga antitest). Ez utobbi hasznalata soran a kotddés mértékébdl a tumorban jelen

1év0 aktiv receptorok aranyara kovetkeztethettiink.

EGFR

Extracelluléns
ligand kotd

régio

LEREELLL
ranszmemo

Intracellulans

‘ régié

6. abra: Az epitopspecifikus antitestek kotédése«< = antitest, a szinek
Jjelentese fentrol lefelé: piros — ligandkoto domént jelolo antitest, zold — EC
membrankozeli részt jelolo antitest, sarga — Y1086 autofoszforilacios helyet

jelolo antitest a TK doménben, kék —IC domént jelolo antitest)
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Az EGFRVIII mutaciot az L8A4 antitestte] mutattuk ki (monoklonalis egér antitest
Darrel D. Bigner szives ajandéka jovoltdbol, Department of Neurology, Duke
University, Durham, NC, USA, higitas: 1:50); ez specifikusan kotédik a delécio
Az egyes claudinok (tovdbbiakban CLDN) expressziojat a kovetkezd specifikus
antitestekkel vizsgaltuk: anti-CLDN 2 és 4 egér monoklonalis antitestek (Invitrogen,
Camarillo, CA, USA) anti-CLDN 1 (Cell Marque San Francisco Rocklin, CA, USA)
illetve 3, 7, 8, 10 poliklonalis nytl antiszérum antitestek (Zymed, San Francisco, CA,
USA). Az elsddleges antitesteket 80-szoros higitasban hasznaltuk.

A metszeteket a konnyebb tdjékozodas érdekében hematoxilinnal utofestettiik. Minden
claudin esetén pozitiv kontrollt alkalmaztunk. Az immunreakciét a gyartd Aaltal
biztositott reagensekkel a Ventana ES automata immunfestében hajtottuk végre

(Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA).

3.3.2 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatok soran az EGFR, a vIII mutacié és a claudinok
expressziojat térképeztiik fel.

Deparaffinalds soran a metszeteket eldszor 2-szer 20 percig xilolban, majd 2-szer 15
percig alkoholban mostuk. Az endogén peroxidaz aktivitds blokkoldsdhoz 20 percen
keresztiil metanol és hidrogén-peroxid oldatot haszndltunk, majd 3-szor 5 percig
desztillalt vizes mosas kovetkezett. A mikrohulldmu feltarast (MFX-800-3 automata
mikrohullamu késziilék, 750 W, Meditest, Budapest, Magyarorszag) 97°C-on 10+5
percig végeztiik citrat pufferben (0,05 mM, pH=6, 10-szeres higitdsban). Ezt kdvetéen
20 percig 3%-0s BSA-val (bovine serum albumin, Sigma, St. Louis, MO) blokkoltuk a
metszeteket szobahdmérsékleten, majd 3-szor 5 percig TRIS pufferben mostuk dket. Az
elsddleges antitesteket az el6z6 pontban részletesen ismertettiik. Az antitestek
higitasara, valamint reakciokozegként foszfat-puffert (PBS) alkalmaztunk, melyet PBS-
tablettakbol készitettiink el (ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH). A negativ kontrollra
izotipus kontrollt hasznaltunk (Sigma). A metszeteket egy ¢jszakéan keresztiil inkubaltuk

vizes kamraban 5°C-on, majd masnap 1 6ran keresztil TRIS pufferben mostuk.
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Masodlagos antitestként biotinnal konjugélt anti-egér/ anti-nytl IgG antitestet
hasznaltunk (Amersham, Buckinghamshire, UK, 100x-os higitasban). 10 perc inkubalas
utan ismét 3-szor 5 perc mosas, majd szintén 10 perces inkubalas kovetkezett a tercier
antitesttel, Streptavidin HRP-vel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 100x-os
higitasban). A szinreakciot 3-szor 5 perc mosas utan DAB-bal (diamino-benzidin)
hivtuk el6. A magfestést hematoxilinnal végeztiik 10-20 masodpercen keresztiil, a
metszeteket glicerin-zselatin  felhaszndlasdval fedtik le, melyek ezutdn mar
kiértékelhetdk voltak.

Az EGF-receptor vizsgélatdhoz a metszeteket fénymikroszkopban 400x-os nagyitason
vizsgaltuk. A festédés intenzitdsat egy 4 fokozati skala segitségével értékeltiik.
Viszonyitasi alapunk a minden metszetben megtalalhaté normal ham bazalis rétegének
festddése volt, melyet minden esteben 2+ pozitivnak vettiik. Az ezzel megegyezden
festddé tumorteriiletek szintén 2+ pozitivnak, a gyengébben festddott teriiletek 1+
pozitivnak, mig az intenzivebben festddott részeket 3+ pozitivnak értékeltiik. Ahol nem
tapasztaltunk festédést, azt 0+ pozitivnak vettiik. Az EGFRVIII receptor esetében a
mintat akkor tekintettiik pozitivnak, ha a membranban megjelent a jelintenzités.

Minden metszeten a tumoros teriileten beliil 6 1atétérben szamoltuk meg a tumorsejteket
egy, az ocularban 1évdé 10x10-es halo segitségével. Kiilon-kiilon feljegyeztiik az eltérd
intenzitassal fest6dd sejtek szamat, végiil a kapott értékekbdl becsiiltik meg a
metszetben lathato, eltérden festddd tumorsejtek daganaton beliili szdzalékos ardnyat (7.

abra).
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7. abra: Az EGFR kimutatiasa immunhisztokémiaval

Jobb oldalon latszik a 2+ pozitivan festodo bazalis sejtsorral rendelkezo normal ham,

bal oldalon a nagyrészt szintén 2+-en festodo tumoros teriilet (400x-os nagyitas)

A claudinok vizsgalatakor két tényez6t vettiink figyelembe az értékelésnél: a sejtek %-
os festddését és intenzitdsat, illetve a lokalizaciot. Az intenzitast tekintve 0-negativ, 1-
gyenge, 2-kdzepes és 3-erés immunhisztokémiai reakciét hataroztunk meg (8. abra)”’.
Ezekbdl az értékekbdl képeztik az tigynevezett H-score-t, amely a ham szazalékos
festédésével és az intenzitds szorzataval aranyos’™. A statisztikai kiértékelések soran a
median érték alapjan valasztottuk szét a mintdkat: az adott claudint erdsen, illetve

gyengén expresszald csoportokra.
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/

0+; 0% 3+; 80%

8. abra: H-score szamitdas bemutatdsa: CLDN3 és CLDNI1 expresszidja normal
hamban.
H-score = ham szé4zalékos festddése (0-100) x intenzitas (0-3+) (400x-o0s nagyitas)

3.4 Az EGFR génszintii vizsgalata fluoreszcens in situ hibridizdcioval

5 pum vastag metszeteket készitettiink a TMA blokkokbol, melyeket egy éjszakan
keresztiil 56°C-on inkubaltunk. A deparaftinalast xilollal végeztiikk 2x10 percen
mikohulldmu eldkezelés kovette Vector Antigen Unmasking oldatban (H-3300; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), eldszér 800 W-on 3 percig, majd 160 W-on
tovabbi 20 percig, majd a metszeteket pepszinnel (0,025%, P7012, Sigma) és sosavval
(0,2 M) emésztettiik 37°C-on 15 percig. Az emésztést egyperces desztillalt vizes és
etanol sorozattal tortént.

10 ul ON EGFR, Her-1 (7p11) / SE 7, dual-color FISH prébat (KBI-10702, Kreatech
Biotechnology B.V., Amsterdam, Hollandia) tettiink a metszetekre, melyeket
iiveglemezzel fedtiink. A minta és a DNS proba denaturdcioja 80°C-on tortént 5 percig,
majd a hibridizacié egy éjszakan at 37°C-on. Hibridizacié utdn a mintat 0,4x SSC /
0.3% Igepallal mostuk 2 percig szobahdmérsékleten és 0,4x SSC / 0.3% Igepallal 70°C-
on uUjabb 2 percig. Dehidraci6 utdin a magokat megfestettiik 4'6-diamidino-2-
fenilindollal Vectashield mounting médiumban (1,5 pg/ml, Vector Laboratories,

Burlingame, CA, USA).
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A kész metszeteket fluoreszcens mikroszkoppal (Leica Microsystems, Wetzlar,
Németorszag) vizsgaltuk. Az EGFR génkdpiaszamot és a 7-es kromoszomaszadmot
mintanként 40 sejtben szamoltuk meg. Amennyiben a kromoszémaszam a sejtek tobb

mint 25%-ban emelkedett volt, gy a mintat poli- vagy triszomidsnak értékeltiik.

3.5  Molekularis biologiai vizsgadlatok

3.5.1 Tirozin-kinaz domén mutdcio vizsgalata

A DNS-t a klinikai mintak paraffinos blokkjaibol szdrmazd metszetekbdl izolaltuk. A
mintakat el0szor deparaffinaltuk, majd ezt proteinaz-K emésztés kovette egy ¢jszakan
at, melynek végén az enzimet hdinaktivaltuk, a feliiliszot pedig centrifugéldssal
vélasztottuk el. Az EGFR TK mutaciok azonositasahoz a kovetkezd sejtvonalakat
hasznaltuk kontrollként: H358 bronchoalveoléris carcinoma, mely vadtipusi EGFR-t
tartalmaz, HCC-827 epitelialis adenocarcinoma, mely a 19 exonban deléciét hordoz,
H1975 human tiidé adenocarcinoma pontmutacioval a 21 exonban. A vizsgélat soran a
Roche Lightcycler ® 480 Real Time PCR High Resolution Melting kitjét hasznaltuk, 20
ul reakcioelegyben 10 ul mastermixet, 0,5-0,5 pl 10 uM forward- és reverse-primert,
adva.

A mutécios statusz meghatdrozasdhoz a kovetkezé primereket hasznaltuk 19HRO1F
CTGGATCCCAGAAGGTGAGA; 19HRO1R GATTTCCTTGTTGGCTTTCG;
21HRO1F AGCCAGGAACGTACTGGTGA; 21HRO1R
TGCCTCCTTCTGCATGGTAT.

A PCR protokoll a kovetkezd volt: 95°C 5 percig, 50 ciklus 95°C-on 15 mésodpercig,
61°C>53°C (minden ciklusban 0,6°C-kal cs6kkentve a hdmérsékletet) 20 méasodpercig,
72°C 15 masodpercig, HRM analizis: 95°C 1 percig, 45°C 1 percig, 61°C >53°C 25
masodpercig, végiil 30°C 30 masodpercig.
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3.5.2 HPVinfekcio kimutatisa PCR technikaval

A DNS izolalashoz 4-5 darab 10 pm vastag metszetet tettiink minden tumormintabdl 2
ml-es Eppendorf csdvekbe. A paraffint xilol-etil-alkoholos moséssal tavolitottuk el a
mintakbol. A levegdn szaritott mintdkat egy éjszakan at emésztettiik 1 mg/ml Proteinase
K-val Tris-EDTA oldatban (10 mM Tris, | mM EDTA, pH=8,0). Magas fordulatszamt
centrifugdlds utdn a DNS-mintét tartalmaz6 folyadékfazist eltavolitottuk, majd minden
mintdt minimum kétszer megmértiink. Az izolalt DNS integritasat béta-globin gén
amplifikalasaval ellendriztiik (primerek: GH20, PCO4). A HPV tipizalast nested PCR-
rel végeztiik.” Az elsé korben az outer primerek a hirom leggyakoribb magas
kockazati HPV tipus (16, 18, 33) kozos E6 ORF szekvencidjdhoz kotddtek. Az elsd
amplifikalas eredményeként kapott mintdbol egy mikrolitert hasznaltunk a mésodik, 16-
, 18-, vagy 33- specifikus PCR reakcioban templatként (3. tablazat). Az amplifikaciot
REDTaq ReadyMix-el (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA) végeztiik PCR
Express thermal cycler-ben (Hybaid Ltd.-Thermo Electron Co.) 25 pl térfogatban. A
keverék a kovetkezoket tartalmazta: 12,5 pl 2X ReadyMix, 20 pmol a primerekbdl és 1
ul templat. Az amplikonokat 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazd 2%-os agardz
gélben (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) futtattuk meg (5 V/em, 90 mA) Tris-acetat-
EDTA pufferben (TAE, pH 7,5). A PCR termékeket Kodak Image Station 4000MM
gel-documentation rendszerrel vizualizaltuk és dokumentaltuk (Carestream Health Inc.,

Rochester, NY, USA)
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Primerek Orinetacidé  Szekvencia (5'-3") Lokalizacié Termék

Beta-Globin

GH20 forward GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 72-91 267 bp

PCO4 reverse CAACTTCATCCACGTTCACC 310-339

HPV

Outer forward ACCGAAAACGGTTGAACCGAAAAC 35-61 307 bp

GGT

reverse AATAATGTCTATATTCACTAATT 319-341

HPV 16-spec. forward ATGTTTCAGGACCCACAGGA 104-123 124 bp
reverse CCTCACGTCGCAGTAACTGT 208-227

HPV 18-spec. forward ATGGCGCGCTTTGAGGATCC 106-125 188 bp
reverse GCATGCGGTATACTGTCTCT 274-293

HPV 33-spec. forward GCAGTAAGGTACTGCACCAC 88-107 145 bp
reverse CCTCAGATCGTTGCAAAGGT 213-232

MY11 forward GCMCAGGGWCATAAYAATGG 6582-6601 452 bp

MY09 reverse CGTCCMARRGGAWACTGATC 7014-7033

GP5+ forward TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 6624-6646 142 bp

GP6+ reverse GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 6741-6765

3. tablazat: Osszefoglalds - az egyes amplikonok méretei, lokalizdcidja, valamint a

hasznalt primerek szekvencidi

3.5.3 KRAS mutacio kimutatdsa

A KRAS gén 12. kodon muticidoinak meghatarozadsa céljabol a restrikcios

fragmenshossz analizist (RFLP) alkalmaztuk. A genomialis DNS kinyerését paraffinba

agyazott tumorszovetb6l QIAamp DNA FFPE Tissue Kittel (Qiagen, Hilden,
Németorszag) végeztikk. A PCR reakcio AmpliTaqGold PCR Master Mix (Applied

Biosystems, Branchburg, NJ) és olyan primerek alkalmazasaval tortént, melyek Bstnl
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restrikcids enzimhasitohelyet eredményeznek a vad tipust allél amplifikacidja soran. A
primerek bazissorrendje a kovetkez6 volt: forward 5-
GAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3 és reverse 5-
GGTCCTGCACCAGTAATATG-3. A PCR [¢épései: 95°C 10 percen keresztiil, majd 38
ciklus (95°C 1 percig, 55°C 1 percig, 72°C 2 percig) és végiil 72°C 4 percen at. A
kapott termékeket ezutan Bstnl (New England Biolabs, Beverly, MA) enzimmel
emésztettiik 60°C-on 4 oOran keresztiil. A restrikcidos enzim csak a vad tipust allélt
hasitja, a mutanst nem, ezaltal a 12. kodon mutéciot tartalmazo termékek az emésztés
utan teljes hosszsdgiiak maradnak. A DNS fragmenteket agar6z gélelektroforézis
alkalmazaséaval etidium-bromidos festéssel tettiik lathatova. A mutans allélt is
tartalmaz6é mintakban a mutans-vad aranyt Experion Automated Electrophoresis System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) segitségével kvantifikaltuk. A mutacié pontos
meghatdrozasat direkt szekvendldssal végeztik Applied Biosystems 3130 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével.

3.6 Statisztika

A morfometrikus vizsgalatokbol szarmazo adatok dsszehasonlitasara kétmintas Student-
féle t-tesztet végeztiink. Tobb mint két csoport dsszehasonlitdsanal, amikor paraméteres
teszt alkalmazhat6 volt ANOVA tesztet végeztiink post hoc Scheffé-teszttel kiegészitve.
A kategorikus adatok elemzését Khi-négyzet proba segitségével végeztik el. A
parositott numerikus valtozokat (normalham ¢és laphamrak) Wilcoxon-teszttel
elemeztiik, a nem parositott numerikus valtozokat Kruskal-Wallis-teszttel és post hoc
elemzéssel hasonlitottuk 6ssze. A korrelacios egylitthatot Spearman-féle rangkorrelaciod
segitségével hataroztuk meg. A talélések Osszehasonlitdsdra Kaplan-Meier modszert
alkalmaztunk. Teljes tulélésnek a diagnozis kezdete és az elhaldlozas kozotti, illetve
inkomplett eseménynél az utankdvetési idot szamitjuk. A kiilonboz6 csoportok talélése
kozotti kiillonbséget a long-rank statisztika mutatta meg. A tobbvaltozos értékek, mint
prognosztikai tényezok meghatarozasara Cox-féle regresszidos modellt alkalmaztunk.
Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek azokat az eseteket tiintettiik fel, amelyek
esetén p<0,05. A statisztikai analizishez a Statistica 9.0 szoftvert hasznaltuk. (StatSoft,
Tulsa, OK).
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4. EREDMENYEK

4.1 A beteganyag jellemzése, hisztopatologiai paraméterek dsszefiiggése a

prognozissal

A vizsgalt beteganyag jol reprezentalja a magyarorszagi fej-nyaki daganatos populaciot.
A Dbetegek atlagéletkorara, nemére, dohanyzéasi és alkoholfogyasztasi szokasaira,
valamint hisztopatologiai jellemzdire vonatkozo6 adatokat a 4. tablazatban mutatjuk be.
Mivel a betegek a diagnodzis feldllitdsakor szinte kivétel nélkiil dohanyoztak, ezért a
dohdnyzasra vonatkozoan statisztikai elemzéseket nem lehetett elvégezni. Az
atlagéletkor 53,7 év, az atlagos tulélés pedig 40,4 honap volt. A mintdk tobbsége grade
II-es volt, és a tumorgrade jol korrelalt a tléléssel (9. abra).

Erbetérést a tumorok szovettani vizsgalata soran 32 esetben talaltunk, kozepes illetve
kifejezett mértékii gyulladasos infiltracidé 62 mintaban volt jelen (a gyulladdsos
infiltracido mértékénél a patologiai leletet vettiik alapul). Kaplan-Meier analizis sordn az
érbetdrés ¢és a gyulladasos infiltracid kozepes és kifejezett jelenléte rosszabb

progndzissal tarsult (10. és 11. abra).
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Viltozo n
Nem:
férfi 58
nd 13
Kor (diagnozis felallitisakor):
<54 37
>54 34
Lokalizacio:
tonsilla palatina 10
nyelvgyok 6
glotticus 20
supraglotticus 16
hypopharynx 19
Alkoholfogyasztas:
erds 27
mérsékelt 13
soha/alkalmanként 29
korabban fogyasztott alkoholt 2
Dohdnyzds:
igen/erds 67
nem/alkalmanként 2
dohéanyzott 2
Stage:
L 8
1I. 32
I11. 19
Iv. 10
ismeretlen 2
Grade:
L 19
1I. 42
111. 10
Nyirokcsomo stdatusz:
NO 30
N1 29
Nx 12
Erbetorés:
van 32
nincs 26
Gyulladasos infiltracio:
nincs/enyhe 17
kozepes/kifejezett 41

4. tablazat: A vizsgdlt betegpopuldciora vonatkozo adatok
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o Komplett esemény + Inkomplett esemény
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9. abra: Tumorgrade és tulélés osszefiiggése Kaplan-Meier diagramon dbrazolva
A tumorok differencialtsagi foka jol korrelalt a tuléléssel (p=0,042)
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10. abra: Erbetirés és tilélés osszefiiggése Kaplan-Meier diagramon dbrdzolva
Az érbetorés jelenléte szignifikansan rosszabb tuléléssel tarsult (p<0,0001)

37



DOI:10.14753/SE.2015.1722
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11. abra: Gyulladasos infiltrdacio és a tulélés osszefiiggése Kaplan-Meier diagramon
dabrazolva

A gyulladasos besziirodes kozepes és kifejezett jelenléte a tumorban szignifikansan
rosszabb tuléléssel tarsult (p<0,005)
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4.2  EGFR génamplifikdacio és emelkedett képiaszam meghatdrozdsa

Az EGF-receptor génszdmara vonatkoz6 vizsgalatokat FISH technikdval végeztiik.
71 primer tumor kozil 8 mintdban, vagyis az esetek 11,6%-4ban taldltunk
génamplifikaciot (12./a-b abra). Leggyakrabban a hypopharyngeélis régioban fordult
elé génamplifikacid (19 mintabol 6-ban), mig a glotticus és supraglotticus lokalizacid
mintdja Osszesen 1-1 esetben bizonyult amplifikdltnak. Tonsilla és nyelvgydki

tumorokban normalis kopiaszamot talaltunk.

C.
12. abra: EGFR génkdpiaszam vizsgdlata fluoreszcens in situ hibridizacioval
A centromert z6ld szinnel, az EGFR gént pirossal jeloltiik

normal kopiaszam(a), EGFR génamplifikacio(b), poliszomia a sejtek tobbségében(c)

Poliszémiat 6 betegnél (8,7%, ezen mintdk tobbsége 4 centromert tartalmazott), mig
triszomiat 17 esetben (24,6%) allapitottunk meg (12./c abra). Osszesen tehat a mintak
45%-aban volt emelkedett EGFR génkdpiaszam. Statisztikai elemzések soran

Osszehasonlitottuk az emelkedett kopiaszdmmal (amplifikacio + poliszomia) rendelkezd
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betegek tulélését a normal kopiaszamu betegekével és azt tapasztaltuk, hogy az

emelkedett kopiaszam szignifikansan rosszabb taléléssel tarsult (13. abra).

o Komplett esemény + Inkomplett esemény

1,0t ST

— normal kopiaszam
09 --- emelkedett kopiaszam
0,8

<
N

Tulélési arany
o
»

AR NSO R |
02 0 20 40 60 80 100 120

Tulélési ido (hénap)
13. abra: EGFR kopiaszam és tulélés osszefiiggése Kaplan-Meier diagramon
abrazolva

Az emelkedett kopiaszam szignifikansan (p=0,041) rosszabb tuléléssel tarsult
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Az EGFR génamplifikdcio6 ¢és poliszomia erds korrelaciot mutatott a
proteinexpresszidval: az emelkedett kdpiaszamot mutatdé tumorokban a 3+ erdsséggel
festodott sejtek aranya szignifikdnsan magasabb volt az intracellularis domént jeldlod
antitest haszndlatdval (14. dabra). Ez utobbi Osszefiiggés nem igazolodott az

extracellularis domént kotd antitestek esetében.

120

100 _ _

©
o

60

40

IC Domén 3+ (%)

20

-20

o Median
O 25%-75%
Amplifikacio T Min-Max

Nem amplifikalt Amplifikalt

14. abra: Amplifikdcio és proteinexpresszio kozotti osszefiigges.

Az EGFR génamplifikacio magasabb proteinexpresszioval tarsult (p=0,02).
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4.3  EGFR proteinexpresszio

Az EGFR fehérje expresszidja és aktivitdsa a kiilonbozd lokalizacioji tumorokban
kiilonbségeket mutatott, illetve a receptor kiilonb6zd epitdpjainak festddése is eltérd
intenzitasu volt. Ezen kiviil egy tumoron beliil is nagyfoku heterogenitast tapasztaltunk

(15./a-d abra, 5. tablazat).

\Q,,
{

C. g . AV S

15. abra: Immunhisztokémia az EGFR expressziojanak feltérképezésére
Fészkes elhelyezkedéstii és eltérd intenzitdassal festodo tumorsejtek (a), heterogen
festodes (b), ugyanazon tumorteriilet a foszforilalt TK doment (c) és az

extracellularis membankozeli régiot (d) jelolo antitesttel festve (400x-os nagyitds)
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Nyelvgyok Tonsilla Supraglotticus Glotticus | Hypopharynx

n=6 n=10 n=16 n=20 n=19
EC ligandkoté domén
alacsony 26,9+£23,2 | 31,8426,8 23,5+£31,9 38,7£29.,9 33+£39,3
normal 39,7+19,7 | 59,2+18.,6 48,7+25,6 51,5+£15,3 41,5+£22,6
magas 33,4433,7 9+15,7 27,9+£29.7 9,8+16,4 25,5+31,2
EC membrankoézeli domén
alacsony 17,7£25,2 | 28+50,5 41,7+46,3 46,1+37 30,5+43,2
normal 59,7+£28,6 | 70,5+33,5 44 .3+27.8 43,6+18.,4 50,5+£30
magas 22,6+£30,5 | 1,5+4,6 14+16,8 10,3+10,4 19+36,4
Intracellularis domén
alacsony 25,51+38 | 37,5+36 .4 33,2+19,3 46,5+42,1 | 35,8+38.,2
normal 49,3+£27,2 | 52,1£23,6 61,4+18,7 45,1+£20,6 50+23,2
magas 25,1624, | 10,4+17,1 5,494 8,35£22,2 14,2+17,9

9

Foszfo-EGFR (Y-1086)
aktiv 3% 4* 8* 5* 6*
inaktiv 3% 6* 8* 15* 13 *

5. tablazat: Az EGFR expresszio mértéke (%) lokalizdciok szerint
4 epitop-specifikus antitesttel
Az elsé harom antitest esetén alacsony (0 és 1+) normal (2+) és magas (3+) intenzitdsu
festodest kiilonboztettiink meg. Az értékeket a sejtek szazalékos eloszldasa szerint adtuk
meg (normal = SD). A foszfo-EGFR-specifikus antitest hasznadlatakor akkor értékeltiik
aktivnak a mintat, ha a sejtek t6bb mint 25%-a festodott.

*: Az értékeket esetszamban adtuk meg.

A proteinexpresszid mértéke és a tulélés kozotti Osszefliggést Kaplan-Meier analizis
segitségével értékeltiik. Ennek soran azt talaltuk, hogy az intracellularis domént
felismerd antitestet hasznalva a 3+ erdsségli proteinexpresszio szignifikdnsan rosszabb
tuléléssel tarsult (16./a abra). A tobbi antitest esetében szignifikdns Osszefiiggést nem
talaltunk, azonban azoknak a betegeknek, akiknek a tumordban az EGF-receptor
emelkedett aktivitdst mutatott (foszfo-EGFR specifikus antitesttel vizsgalva az
aktivitast), jobb volt a tulélése. Ez az eredmény azonban a statisztikai szignifikancia

szintjét nem érte el (16./b abra).
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16. abra: Proteinexpresszio és tulélés osszefiiggése Kaplan-Meier analizissel
P 88 /2
Az intracellularis domént (IC domén) 3+ mértékben expresszalo tumorok szignifikansan

rosszabb prognézist mutattak (p<0,05) (a). Erdekes, hogy a magas EGFR aktivdcié

jobb tuléleéssel tarsult, bar ez statisztikailag nem volt szignifikans (b).
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4.4  EGFRvIII expresszio

A VIII muticid6 gyakorisdgdt immunhisztokémiai vizsgalatok sordn az L8A4
monoklonalis antitesttel hatdroztuk meg a mintainkbdl késziilt TMA metszeteken (17.
abra). 71 mintabdl 15 bizonyult pozitivnak (21%), melyek tobbsége (8/15) a laryngealis
régioban fordult eld, azonban tonsillaris és hypopharingedlis daganatokban szintén

talaltunk vIII mutaciot.

a. b.
17. abra: EGFR vIII kimutatisa immunhisztokémidaval
A bal oldali képen egy negativ (a), a jobb oldali képen egy vIII mutans (b)

tumorminta lathato (400x-os nagyitds)
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4.5 TK domén mutdcio

Az EGFR tirozin-kindz domén 19-es és 21-es exonjaban el6forduld muticiot HRM
(high resolution melting) technikéval vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként a 19-es exonban
delécidos mutaciot hordozé HCC827 epitelidlis adenocarcinomat ¢€s a 21-es exonban
pontmutaciot hordozé H1975 tiidé adenocarcinomat hasznaltuk. Negativ kontrollként a
H358 bronchoalveolaris carcinoma szolgalt, mely vad tipusu TK domént expresszal. Az

altalunk vizsgalt anyagban egyetlen mutans mintat sem talaltunk. (18. abra)

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

(=]
@ = 7
8 2

Relative Signal Differeren

=
g 2

72 73 74 75 76 77 78
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18. abra: TK domén mutdcio kimutatasa HRM mddszerrel

Az ismert TK domeén mutaciot hordozo sejtek hisztogramjait a sziirke vonal abradzolja,

mig a fekete vonal a vad tipusu mintakat. Egyik mintaban sem volt kimutathato mutacio.
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4.6 KRAS mutdacio

Az anti-EGFR terapia sikeressége nagymértékben fiigg a KRAS statusztol, ezért
mintdinkban megvizsgaltuk a mutacié jelenlétét a fehérje 12-es kodonjaban. RFLP
analizis sordn a tumorokbdl szdrmazé DNS mintdkat Bstnl restrikcids enzimmel
kezeltiik, mely a gén vad tipusat emészti, mutans valtozatat azonban nem. A 71

mintabol dsszesen 2 daganatban taladltunk KRAS mutéciot (2,8%). (19. abra)
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19. abra: KRAS mutdcio
(a) A gélkeép elso oszlopaban a DNS létra, a harmadik oszlopban (15. minta) egy
KRAS mutans minta lathato. A tobbi oszlopban vad tipusu KRAS-t expresszalo

tumor van. (b) a mutans mintaban a vad tipusu allél majdnem teljesen eltiint.
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4.7  HPVinfekcio

Integralt HPV jelenlétét 71 mintabdl 14 esetben tudtunk kimutatni (19,7%, 20. abra). 5
tumorban HPV 16, 6 tumorban HPV 18 ¢és 3 daganatban HPV 33 infekciot talaltunk. A
lokalizaciot tekintve a pozitiv mintdk 33%-a a nyelvgyokbol, 30%-a a tonsillabol, 19%-
a a supraglotticus régiobol, 20%-a a glottisbol, mig 5%-a a hypopharynxbol szarmazott.
Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a fert6zottség incidencidja a szajiireg feldl a gége felé
haladva csokkend tendencidt mutat. A kordbbi irodalmi adatokkal ellentétben az

altalunk vizsgalt populdcidban a HPV pozitivitds nem tarsult jobb tuléléssel (21. abra).

HPV
pozitivitas Poz.kontroll

20. abra: PCR gélkép, melyen két, integralt HPV-t tartalmazo minta lathato
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21. abra: Kaplan-Meier analizis soran a HPV pozitiv tumorok nem tdarsultak jobb

tuléléssel
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4.8 Az EGFR hibadi, a hisztologiai jellemzok és a HPV infekcio egyiittes statisztikai

kiértékelése

Az éltalunk vizsgalt biologiai sajatossdgokat kiillonbozd statisztikai elemzésekkel
egymassal is Osszehasonlitottuk. Az eredményeket a 6. és a 7. tablazat foglalja Ossze.
Megallapitottuk, hogy az Osszes vIII mutidns esetben emelkedett génkopiaszdm volt
jelen, mig vad EGFR-t kifejez6 tumorokndl az emelkedett kopiaszdm csak 30%-ban
fordult eld (p<0,0001). Az EGFR aktivacid6 mértéke ¢s a HPV infekcié nem Aallt
Osszefliggésben a vIII mutans receptor jelenlétével.

Statisztikailag semmilyen Osszefliggést nem sikeriilt kimutatni a HPV infekci6 és a vIII
mutacid, illetve az EGFR aktivitas kozott, tovabba érdekes megfigyelésiink volt, hogy a
HPV-pozitiv daganatokban egy esetben sem fordult elé génamplifikacio.

A hisztologiai paraméterek esetében pozitiv korrelacid mutatkozott az érbetorés
jelenléte és az emelkedett génkopiaszam kozott. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
megnovekedett EGFR kopiaszam esetén fokozottabb az érbetorés esélye.

Multivaridcios Cox-regresszios modell segitségével kimutattuk, hogy a vizsgalt fej-
nyaki tumorok esetén a klasszikus klinikopatologia faktorok koziil a gyulladasos
infiltracid és az érbetdrés rendelkezik prognosztikai jelentéséggel. Emellett az EGFR-
aktivitas és a vIII ugyan statisztikailag nem szignifikdns mértékben, de tendenciézusan
ugy tlinik, hogy befolyasolta a haldlozasi kockazatot - ez utdbbi dsszefiiggés vélhetéen

kijonne nagyobb mintaszam hasznalata mellett.
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Normal Emelkedett P-érték
génkopiaszam génkopiaszam

vIII negativ 38 16 0,0001

vIII pozitiv 0 15

HPV negativ 29 28 0,13

HPV pozitiv 9 3

Erbetdrés nincs 17 7 0,013

Erbetorés van 12 20

Gyulladés enyhe/nincs 7 10 0,111

Gyulladas kozepes/kifejezett 25 14

Inaktiv EGFR Aktiv EGFR

vIII negativ 35 21 0,77

vIII pozitiv 10 5

HPV negativ 37 20 0,71

HPV pozitiv 8 6

Normal kopaiszam 21 17 0,181

Emelkedett kopiaszam 22 9

Erbetdrés nincs 19 7 0,542

Erbetorés van 21 11

vl neg vIII poz
HPV negativ 45 12 0,1
HPV pozitiv 11 3
6. tablazat: Az egyes EGFR hibadk egyiittes statisztikai kiértékelése
Prognosztikai faktor Relativ kockézat (95%-0s konfidencia intervallum) p

Lokalizacio 1(0,718-1,392) 0,997
Erbetorés 9,669 (2,607-35,856) 0,0006
Gyulladésos infiltracio 3,313 (1,032-10,628) 0,044
Stage 0,963 (0,80-1,144) 0,665
Grade 1,407 (0,807-2,452) 0,229
EGFR aktivitas (p-EGFR) 0,476 (0,213-1,061) 0,069
vIII 3,008 (0,979-9,249) 0,054
HPV 1.079 (0.406-2.872) 0,879
EC ligandk6té domén 1,839 (0,838-4,034) 0,128

7. tablazat: COX analizis az egyes biologiai sajdtossdagok hatdsdarol a betegek

tulélésere
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4.9 Claudinok

4.9.1 Claudinok kifejezddése a fej-nyak régio normadl hamjaban

A claudinok megoszlasa a fej-nyak régiéo laphamjaban egyedi kiilonbségeket mutat,
azonban néhdny daltalanos tulajdonsagra sikeriilt ravilagitani. Kifejezett CLDNI
sejtmembran pozitivitas volt kimutathaté a mintdk tobbségében a normdl ham bazalis
kétharmadéban, mely reakciéo a felsébb rétegekben nem volt jelen (22/a abra). A
CLDN2 erds citoplazmatikus pozitivitdst mutat a normal ham minden rétegében (22/c
abra). A CLDN4 esetében hasonl6 eredményt kaptunk mint CLDN1 esetében, kivéve,
hogy csupan 21 minta adott pozitiv jelet, és a reakcidé nagyon gyenge volt. CLDN7-re
mintdinkbol 28-ndl gyenge membranpozitivitds volt jellemzd a ham apikalis
harmadéaban (22./e abra). A vizsgalt harom lokalizacid (oropharynx, hypopharynx és
larynx) egyik claudin kifejezddése szempontjabdl sem kiilonbozott szignifikansan (az
Osszes vizsgalt p>0,05; Kruskal-Wallis teszt). Valamennyi minta negativnak bizonyult

CLDN3, -8 és -10-re a normal szovettani hamban (23. abra).

51



DOI:10.14753/SE.2015.1722

Normalham

N

=
o p—
=

=

[
—
@)
o 8

& y
- p— ¢
= 4
: o ‘ "
[+ .
— ' L
Q R
\ o

~

1 A

= #
=
=

: -

[+
p—
@) s

oy

22. dbra: A CL

Normal hamban a CLDNI1 kifejezett sejtmembran pozitivitast mutat a ham bazalis
kétharmadaban (a). Daganatos szovetben a CLDN1 diffuzan erésebb
membranpozitivitast mutat (b). Normal hamban a CLDN? erds pozitivitast mutat a ham
minden rétegében (c¢). A CLDN2 reakcio szignifikansan gyengébb a daganatban (d). A
CLDN7 expresszio kozel hasonlo a CLDNI mintdzataval normal (e) és daganatos
szovetben egyarant (f) (400x-os nagyitds)
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23. abra: A CLDNS3, -8 és -10 expresszioja normal hamban és fej-nyaki
laphamrdakban (400x-o0s nagyitas)
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4.9.2 Claudinok kifejezodése a fej-nyak régio laphamrakjaban

Tovabbi, részletes elemzéseink a CLDNI, -2 és -7 molekuldkra irdnyultak, melyek a
vizsgalt anyagban szignifikans expressziot mutattak.

A mintdk 90,1%-a kifejezett CLDNI pozitivitast mutatott. Osszehasonlitva a normal
hammal, a CLDNI diffizan erésebb membranpozitivitast mutat (22./b abra), amely

szignifikans eltérés volt (24. abra).
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24. abra: Claudin-1 kifejezddése a fej-nyak régio tumoros és normadlis hamjaban
Az expresszio szignifikansan magasabb a laphamraksejtekben (parositott Wilcoxon-
teszt)
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Ezzel szemben a CLDN2 (22./d abra) szignifikansan gyengébb reakciot mutatott a

daganatos szovetben, mint a normal hamban (25. abra).
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25. abra: Claudin-2 kifejezddése a fej-nyak régio tumoros és normadlis hamjaban
Az expresszio szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a laphamrak-sejtekben
(parositott Wilcoxon-teszt).
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A vizsgalt HNSCC mintdk 78,9%-a kifejezett CLDN7 pozitivitdstmutatott (22./f abra),
megkozelitdleg ugyanolyan mintdzatban, mint a CLDNI1. A két molekula expressziojat
tekintve enyhe korrelacié volt mérhetd (8. tablazat). A CLDN1 és CLDN2 expresszioja
ugyanakkor nem mutatott szignifikdns Osszefliggést (8. tablazat). A nyers szamokat
véve a Spearman-féle rangkorrelacidos vizsgalat szintén mérsékelt, de szignifikans

korrelaciét mutatott ki a CLDN1 és CLDN7 kozott (R=0,425, P<0,05).

CLDNI1 - alacsony CLDNI1 - magas p
(Khi-négyzet)

CLDN?2 - alacsony 18 15
CLDN?2 - magas 18 20 0,546
CLDNT7 - alacsony 23 13
CLDN7 - magas 13 22 0,024

8. tablazat: A CLDNI, -2 és -7 expresszio osszefiiggései elofordulasi gyakorisagok

alapjan
A CLDNI és -7 szignifikans osszefiiggést mutatott, mig a CLDN? fiiggetlennek
bizonyult.
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Osszehasonlitva a normél és tumoros szoveteket, a CLDN7 expresszié intenzitisa

(22./e,f abra) emelkedett a daganatos mintdkban (26. abra), azonban a reakcio

gyengébbnek bizonyult, mint a CLDN1 esetében, és csupan a daganatos mintak 64,8%-

a volt pozitiv.

Ha a claudinokat lokalizacionként csoportositva (oropharynx,

hypopharynx, gége) vizsgaljuk, a normal ham és a laphamsejtes daganatok kozotti

kiilonbségek ugyanigy megmaradnak (6sszes p<0,05, Wilcoxon-teszt).

Az Osszes vizsgalt fej-nyaki daganatos szovettani minta negativnak bizonyult CLDN3, -

4, -8 ¢s CLDN10-re (23. abra).
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26. abra: A claudin-7 kifejezodése a fej-nyak régio tumoros és normdlis hamjaban

Az expresszio szignifikansan magasabb a laphamrak-sejtekben (Wilcoxon-teszt).
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4.9.3 Osszefiiggés a claudin expresszio és a kiilonbozé  klinikopatoldgiai

paraméterek kozott

A CLDNI1 kifejez6dése oropharyngealis daganatokban szignifikdnsan magasabb volt,
mint a masik két lokalizacibban (27. abra). A CLDN2 és CLDN7 eloszlasa

fiiggetlennek bizonyult a primer tumor helyétdl (28. és 29. abra).
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27. abra: A claudin-1 kifejezodése kiilonbozo lokalizdacioju HNSCC-ban
Az expresszio szignifikdnsan magasabb az oropharynxban (Kruskal-Wallis teszt)
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28. abra: A claudin-2 kifejezodése kiilonbozo lokalizdacioju HNSCC-ban
Az expresszio nem mutatott kiilonbséget (Kruskal-Wallis teszt, p>0,035).
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29. abra: A claudin-7 kifejezodése kiilonbozo lokalizdacioju HNSCC-ban

Az expresszio nem mutatott kiilonbséget (Kruskal-Wallis teszt, p>0,035).

A CLDNI, -2 és -7 expresszidja fliggetlennek bizonyult a legtobb ismert klinikai és
patologiai paramétertdl, példaul kortdl, nemtdl, HPV-statusztol, alkoholfogyasztastol,

stadiumbeosztastol és szoveti differencialddastol (9. tablazat).
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Esetszam CLDN-1 CLDN-1 y CLDN-2 | CLDN-2 )4 CLDN-7 | CLDN-7 D
(%) alacsony” | magas® | érték | alacsony® | magas® | érték | alacsony” | magas® | érték
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Osszes 71 36 35 33 38 36 35
eset (100%) (50,7%) | (49,3%) (56,8%) | (42,2%) (50,7%) | (49,3%)
Eletkor (évek)®
54< 34 20 14 16 18 21 13
(47,9%) (55,6%) (40%) (48,5%) | (47,4%) (58,3%) | (37,1%)
54> 37 16 21 0.19° 17 20 0.92 15 22 0,07
(52,1%) (44,4%) (60%) (51,5%) | (52,6%) | 5" (41,7%) | (62,9%) | 4°
Nem
Férfi 58 29 29 27 31 31 27
(81,7%) (80,6%) | (80,6% (81,2%) | (81,6%) (86,1%) | (77,1%)
N6 13 7 6 0.80 6 7 0.97 5 8 0,32
(18,3% (19,4%) | (19,4%) | 2° (18,8%) | (18,4%) | 9" (13,9%) | (22,9%) | 9°
Lokalizacié
Oroph. 16 2 14 4 12 6 10
(22,5%) (5,6%) (40%) (12,1%) | (31,6%) (16,7%) | (28,6%)
Larynx 35 21 14 18 17 19 16
(49,3%) (58,3%) (40%) (54,5%) | (44,7%) (52,8%) | (45,7%)
Hypoph. 20 13 7 0.00 11 9 0.14 11 9 0,48
(28.2%) | (36.1%) | (20%) | 2° | (33.3%) | (23.7%) | 3" | (30.6%) | (25.7%) | 6"
HPV
Neg. 57 30 27 27 30 29 28
(80,3%) (83,3% | (77,1%) (81,2%) (79%) (80,6%) (80%)
Poz. 14 6 8 0.51 6 8 0.76 7 7 0,95
(19,7%) (16,7%) | (22,9%) | 2° (18,8%) (21%) 2° (19,4%) (20%) 3
Alkoholfogyasztas
Soha 19 11 8 9 10 11 8
(26,8%) (30,6%) | (22,9%) (27,3%) | (26,3%) (30,6%) | (22,9%)
Meérs. 23 10 13 14 15 12 11
(32,4%) (27,8%) (37,1) (42,4%) | (39,5%) (33,3%) | (31,4%)
Erés 29 15 14 0.64 10 13 0.93 13 16 0,66
vagy | (40,8%) 41,7% (40%) | 2° | (30,3%) | (34.2%) | 9° | (36,1% | (45,7%)| 6"
nagyon
erés
Klinikai stadium
I-1T 41 19 22 18 23 17 24
(57,7%) (52,8%) | (62,9%) (54,5%) | (60,5%) (47,2%) | (68,6%)
I-1v 30 17 13 0.39 15 15 0.61 19 11 0,06
(42,3%) (47,2%) | (37,1%) b (45,5%) | (39.5%) | 1° (52,8%) | (314%) | 9°
Differencialtsag
1 19 13 6 8 11 10 9
(26,8%) (36,1%) | (17,1%) (24,2%) (29%) (27,8%) | (25,7%)
2 42 19 23 18 24 18 24
(59,2% (52,8%) | (65,8%) (54,5%) | (63,2%) (50%) (68,6%)
3 10 4 6 0.18 7 3 0.27 8 2 0,10
(14,9%) | (11,1%) | (17,1%) | 8" | (212%) | (7.9%) | 4° | (222%) | (5.7%) | 6°

“Kiiszobérték: median; ® Khi-négyzet proba; (A zarojelben megjeldlt értékek
szazalékban értendok.)

9. tablazat: A vizsgdlatban szerepld daganatmintak klinikopatoldgiai paramétereinek
osszefiiggése a claudin expresszioval
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4.9.4 Claudinok prognosztikai szerepe a fej-nyaki laphdamrakokban

A claudinok talélést befolyasold szerepének megitélésére Kaplan-Meier gorbéket és
log-rank analizist hasznéltunk. A daganatokat a claudinok szempontjabol alacsonyan és
magasan expresszald csoportra osztottuk (kiiszobértékiil a median értékek szolgaltak).
Azt talaltuk, hogy a CLDN1 és CLDN7 expresszidja nem befolyasolja a teljes tulélést
(30. és 32. abra), azonban a CLDN2 alacsonyabb expresszidjadhoz rosszabb talélés

tarsult (p=0,02; 31. abra).
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30. abra: A claudin-1 expresszio és tulélés osszefiiggése (Kaplan-Meier gorbe)
A tulélésben nem volt szignifikans kiilonbség a claudin-1 molekulat mérsékeltebben és
fokozottabban expresszalo tumoros csoportok kézott
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31. abra: A claudin-2 expresszio és tulélés osszefiiggése (Kaplan-Meier gorbe)
A claudin-2-t kevésbé expresszalo csoport szignifikansan rosszabb tulélést mutatott
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32. abra: A claudin-7 expresszio és tulélés osszefiiggése (Kaplan-Meier gorbe)
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A tulélésben nem volt szignifikans kiilonbség a claudin-7 molekulat mérsékeltebben és
fokozottabban expresszalo tumoros csoportok kézott
Multivaridciés Cox-regresszios analizis segitségével a claudinokat olyan tovabbi
standard prognosztikai valtozokkal vetettiik Ossze, mint az ¢életkor, a nem, a
daganatstadium (stage), a szovettani differenciaci6 foka (grade), az alkoholfogyasztas és
a HPV-statusz (10. tablazat), igy keresve a fiiggetlen prognosztikai faktorokat. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a magas CLDN2 szint jelent6sen csokkentette a
kockazatot (p=0,04), ezzel szemben CLDN7 nem rendelkezett prognosztikai szereppel.
Emellett a staddium tovabbi, fliggetlen prognosztikai tényezének bizonyult, ugyanis az
elérehaladottabb esetekhez rosszabb tulélés tarsult, amely megallapitas teljesen
sszhangban allt a korabban publikalt vizsgalatokkal.'” Megjegyezziik, hogy mivel a
Spearman-féle rangkorrelacios vizsgalat mérsékelt, de szignifikans korrelaciot mutatott
ki a CLDNI1 ¢s CLDN7 kozott (R=0,425, P<0,05), e két érték koziil csupan az egyik

szerepelhetett Cox regresszios modellben.

Prognosztikai faktorok RR 95% CI P
Eletkor (években) (<54 vagy >54) 0,552 |(0,189-1,619) |0,279
Nem (n6 vagy férfi) 1,299 |(0,623-2,709) | 0,485
Klinikai stadium (I-1I vagy I1I-1V) 4,427 |(2,004-9,781) |0,0002
Differencialtsag (1 vs. 2 vs. 3) 1,111 {(0,693-1,78) 0,662
Alkoholfogyasztas (soha, mérsékelt, erés vagy nagyon erds) 1,03 |(0,653-1,625) |0,897
HPV (negativ vagy pozitiv) 1,537 |(0,613-3,849) {0,359
CLDN2 (alacsony vs. magas)® 0,461 |(0,22-0,967) 0,04
CLDNT7 (alacsony vs. magas)” 1,312 |(0,619-2,814) | 0,472

10. tablazat: Fej-nyaki daganatos betegek fiiggetlen prognosztikai faktorokat vizsgalo
tobbvaltozds analizise
A klinikai stadium mellett a CLDNZ2 is fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult.
 kiiszobeérték: median; RR: relativ kockdzat; CI: konfidencia intervallum
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5.  Megbeszélés
5.1. Az EGFR-jelpalya human fej-nyaki laphamrakokban

A sebészi, kemo- és radioterapia rohamos fejlédése ellenére a lokoregiondlisan
elérehaladott vagy tavoli attéteket ado fej-nyaki tumorok prognézisa tovabbra is igen
rossz. Sem a sebészi technikak tovabbi fejlodésétdl, sem a tolerdlhatdsdg hatarat mar-
mar eléré klasszikus cytotoxicus kemoterapia és a sugarkezelés fejlesztésétél sem
véarhat6 érdemi javulas. A kezelés hatékonysaganak novelésére reményteli lehetdség az
eddigi kezelések kiegészitése targetspecifikus terapiaval, ezen kiviil igen fontos az 0j
molekularis bioldgiai prognosztikai és prediktiv faktorok feltérképezése és alkalmazasa
is.

Az epidermalis novekedési faktor receptora igéretes célpontnak tiint, ezért az EGFR
ellenes monoklondlis antitestek és a tirozin-kinaz inhibitorok egyarant kiprobalasra
keriiltek a terapidban.'’’ Az EGF-receptornak azonban szamos olyan hibéja ismert, mely
a célzott terapia kimenetelét jelentdsen befolyasolja, ezért kutatdsaink soran
célkitlizésiink volt tobbek kozott az EGFR expressziojanak és genetikai hibainak
meghatdrozdsa a hazai betegpopulacioban. Osszesen 71 tumormintat vizsgaltunk,
melyek 6t kiilonboz6 lokalizaciobdl szdrmaztak. Az altalunk vizsgalt betegcsoport jol
reprezentalja a magyarorszagi HNSCC-s populacidt: a betegek tobbsége férfi, erds
dohanyos, és rendszeres alkoholfogyasztd volt. A daganatok foként Il-es és Ill-as
stadiumuak voltak. A tulélés erds korrelaciét mutatott a lokalizacioval, a grade-del, az

crer

Az EGF-receptornak szamos hibaja ismert daganatokban. A protein overexpresszion és

a génamplifikacion tal'” a TK domén mutacidjat'” és az extracellularis ligandkotd

10j4 % s leirtdk szamos
tumortipusban. A KRAS, mely az EGFR-szignalizacio egyik legjelentésebb fehérjéje és
az egyik leggyakoribb onkogén humén tumorokban, szintén hordozhat az anti-EGFR
terapia kimenetelét befolyasolé mutacidkat.'®

Vizsgalatainkban az EGFR expresszid meghatarozasahoz 4 epitdp-specifikus antitestet

hasznaltunk, mely lefedte az egész receptort, nevezetesen az extracelluléris ligandk6td
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domént, az extracellularis membrankdzeli és az intracellularis régidt. Ezeken kiviil az
egyik antitest az intracellularis TK domén foszforilalt formajat festette meg, mellyel az
aktiv receptorok jelenlétét tudtuk kimutatni. A festddés erdsségének meghatdrozasakor
minden esetben ugyanazon beteg normal hdmjdhoz viszonyitottuk az értékelést. Az
anatomiai lokalizaciotol fiiggetleniil kifejezett heterogenitdst tapasztaltunk a fehérje-
expresszioban: expressziot nem mutatd és a fehérjét erdsen kifejezd sejtek egyarant
eléfordultak egy tumoron beliil is. Statisztikai elemzések soran kimutattuk, hogy az
EGFR talzott expresszidja (az intracellularis domént felismerd antitesttel detektalva)
szignifikdnsan rosszabb tuléléssel tarsult az altalunk vizsgalat betegpopulacidban. Ezt az
eredményt korabbi vizsgéalatok megerdsitik, melyek szintén kimutattdk, hogy az EGFR
overexpresszio negativ prognosztikai faktor.'®'’® Az extracellularis ligandkoté domént
felismerd antitestet hasznalva azonban az elébbi eredményt nem sikeriilt kimutatni.
Ennek hatterében az éllhat, hogy a vIII mutins EGFR ezzel az antitesttel nem tud
reagalni, mivel az extracellularis domén 2-7-es exonja komplett delécidt szenved a
mutacié soran.”® Kutatisaink soran a mintak 21%-a erés pozitivitast mutatott a vIII
varianst felismerd antitesttel festve. Ehhez hasonld publikaciok is megjelentek mar
korabban, melyben a vIII mutacié gyakorisagdt HNSCC-s betegekben 42 szazalékra
tették.”” Egy japan tanulmanyban azonban 13 esetbél egyben sem sikeriilt kimutatni az
EGFRVIII jelenlét, ami arra utalhat, hogy regionalis kiilonbségek eléfordulhatnak ebben
a betegségben is.'”” Erés korrelaciot taldltunk a vIII mutacio és az emelkedett
génkopiaszam jelenléte kozott, de az EGFR fokozott aktivitasa (a foszforildlt TK
domént felismerd antitesttel detektalva), a génamplifikdcio, a HPV infekcid és a vIII
mutéacié kozott szignifikans osszefiiggés nem mutatkozott. Erdekes megfigyelés, hogy
az EGFR fokozott aktivitasa jobb tuléléssel tarsult, bar az eredmény a statisztikai
szignifikancia szintjét nem érte el. Ez azt sugallja, hogy az emelkedett
génkopiaszammal és fehérjeexpresszidval ellentétben a fokozott receptoraktivacid jobb
prognézissal tarsul. Hasonlo megfigyeléseket irtak le tiidétumoros betegekben is'"®, de
ezen Osszefliggést fej-nyaki daganatokban munkacsoportunknak sikeriilt eldszor
kimutatni.

A TK domén muticidja gyakori bizonyos tumorokban, mint példaul nem-kissejtes

102 22,28

tiidédaganatban °, HNSCC-ben azonban nagyon ritka. Eurdépai tanulményokban

eddig nem tudtak kimutatni muticiot a TK doménben, egy japan vizsgalatban pedig az
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esetek 7,3%-aban volt jelen.’® Az eddigi vizsgalataink is azt a megfigyelést latszanak
alatdmasztani, mely szerint az europai HNSCC betegek korében ez a mutacid extrém
ritkdn fordul eld.

A RAS fehérje az EGF receptoron keresztiil aktivalodo jelatviteli kaszkad egyik
legjelentdsebb regulatorfehérjéje. A RAS géncsalad (KRAS, HRAS, NRAS) mutacioi
gyakori génhibadk human daganatokban, melynek eredményeként konstitutivan aktiv a
fehérje, s ezaltal a mitotikus szignal EGF receptortol fliggetleniil is folyamatosan aktiv
lesz. Ebbdl kovetkezik, hogy mutans RAS esetén az EGFR-gatlas nem vezethet
eredményre. Tobb tanulmany szerint a KRAS mutacié gyakorisdga 30-70% kozott
valtozik kiilonb6z6 daganatokban'®, a fej-nyaki régioban azonban alig fordul el6.”"*
Nekiink 0sszesen két mintdban sikeriilt kimutatni mutans KRAS-t, mely a 12-es
kodonban hordozott hibas allélt.

foglalkozott.” A HPV-fert6zés befolyasolhatja az anti-EGFR terapiat, hiszen egyre tobb
adat utal arra, hogy az integralt HPV jelenléte kedvezébb taléléssel tarsul.''® Egy
korabbi vizsgélat szerint a magyarorszagi populdcioban a szajiiregi és oropharyngealis
rakok 48,5%-4ban, laryngedlis tumorokban pedig 35,7%-ban fordult el6 HPV
infekcio.''" A verrukdzus tumorok mindegyike, a basaloid daganatoknak pedig a donté
tobbsége HPV pozitiv volt, mig a szdvettanilag tipusos laphamsejtes rdkokban (mint
amilyeneket mi is vizsgaltunk) mindossze 19,6%-ban volt kimutathat6 a fertdzés. Ez
utdbbi eredmény jol korreldl a megfigyelésiinkkel, mely szerint a mintak 19,7%-aban
volt jelen magas rizik6ji huméan papilloma virus (16, 18, 33).

Statisztikailag szignifikans 0sszefliggést nem tudtunk kimutatni az infekci6 és a talélés,
az EGFR expresszio, illetve egyéb génhibdk jelenléte kozott. A HPV incidencidja a
szajiiregtdl a gége felé haladva csokkend tendenciat mutatott és minden esetben normal
képiaszamban volt jelen az EGFR gén. Ezen eredmények alapjan annak
meghatdrozasahoz, hogy a HPV-nek milyen hatdésa van a HNSCC-k
karcinogenezisében, még tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Azt azonban fontos
megjegyezni, hogy a vizsgalt betegek szinte kivétel nélkiil erds dohanyosok és

rendszeres alkoholfogyasztok voltak, ezért a kémiai és a viralis karcinogenezist ebben

az esetben nem lehet szétvalasztani.
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Osszefoglalasképpen kijelenthetjiik, hogy eredményeink alapjan a hazai HNSCC
betegpopulacido az EGFR bioldgiai jellemzdit tekintve nem tér el az eurdpai atlagtol,
viszont karcinogenezisében nagyobb hatdssal bir az alkohol és a dohdnyzas, mint a
virdlis infekci6. Mivel az anti-EGFR terdpidk gyakran hatastalanok, fontos
hangsulyozni, hogy az antitestek alkalmazasa eldtt célszeri lenne a VIII varidns
jelenlétének kimutatasa, hisz ez a mutacid alapvetden befolydsolja a terapias antitestek
hatasossagat. Az EGFR gatlds hatastalansaganak masik lehetséges magyarazata lehet,
hogy alternativ jelatviteli utvonalak aktivalodnak, mint példaul a PIP3/AKT, c-Met, Src.
A fenti tények ismeretében kutatocsoportunk az értekezésemben leirtakon feliil
preklinikai kutatasokat végez, melyeknek legfobb célja az, hogy in vitro és in vivo
koriilmények kozott feltérképezziik a mar terdpidban hasznalatos EGFR inhibitorok, egy
RAS gatloészer és a hepatocita novekedési faktor receptor (c-Met) gatloszer hatasat
HNSCC sejtvonalakon és tumor xenograftokon. Eldzetes eredményeink azt mutatjak,
hogy az anti-EGFR terdpidra rezisztens kisérletes HNSCC daganatokra a c-Met ellenes
terapia  hatdsosnak bizonyulhat. Ezek alapjan az EGFR-ellenes terapidk
megvalasztdsakor érdemes az EGFR hibdin kiviil a c-Met-gatlas lehetdségét is
vizsgalni.

Tovabbi munkdink sordn vizsgaltuk az immunrendszer szerepét a fej-nyaki
immunrendszer szerepe, a terdpias antitesteket megkotott tumorsejteket az
immunrendszer sejtjei eliminaljak.''> Munkéank soran vizsgaljuk a cetuximab iv vitro
kotédését, immunmoduldld hatdsat és in vivo hatdsossagat vIII mutaciot hordozo
HNSCC sejteken. Az immunvalasz vizsgalatara végzett eldzetes kisérleteink azt
mutatjék, hogy az immunrendszernek kulcsszerepe van az anti-EGFR terapidban is. Ugy
tlinik, hogy az EGFRVIII varians kifejezédése a tumorban rezisztenciat okozhat, mivel a

terapids antitest nem kotddik a mutans receptorhoz, ezaltal nem indul be az ADCC sem.

5.2. A claudinexpresszio human fej-nyaki laphamrakokban

A rosszindulati daganatok kialakuldsa és progresszidja soran a sejt-sejt kapcsolatok

megvaltozasa tapasztalhatd, mely folyamat sordn a sejtkapcsold strukturdk, koztik a
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claudin molekuldk alteralodasa is tetten érhetd. Ezek a valtozasok megnyilvanulhatnak a
claudinoknak a normal szovethez képest fokozott vagy csokkent expresszidjaban, amely
a késobbiekben felhasznalhaté lehet a szovettani differencial-diagnosztikdban,
prognosztikai jelentéséget hordoz, és targetspecifikus terapia alapjat is képezheti.

Korabbi vizsgalatok foglalkoztak a claudinok expresszigjaval ¢és prognosztikai
szerepével emld-, petefészek-, hasnyalmirigy-, prosztata-, méhnyak-, nyeldcsé ¢és

68,73,79,80,97,113,114,115,116

hagyholyagrakokban , @ HNSCC-ra vonatkozdéan azonban idaig

még kevés adat all rendelkezésre, mivel a téméaban kevés publikacid latott

a0 117,118,119,120
napvilagot.'' 1511

Vizsgalatainkban immunhisztokémiai eljaras segitségével
szisztematikusan feltérképeztiik a claudinok expresszios profiljat ugyanazon 71 HNSCC
daganat mintdiban, valamint a szomszédos normal hamszovetben. Eredményeink
alapjan elmondhat6, hogy a normdl és a daganatos hdm claudin expresszidjaban
kiilonbség van.

Vizsgalatunkban a CLDNI, -2, -3, -4, -7, -8 és -10 molekuldkra fokuszaltunk. A normal
¢s a daganatos hambdl szdrmazd mintdink egyardnt negativnak bizonyultak CLDN3, -8,
¢s -10-re. Beteganyagunkban a claudin-3 vizsgalata aldtdmasztotta azon korabbi
vizsgalati eredményeket, melyek szerint a CLDN3 a laphamban nincs jelen.*”” A normal
hamban a CLDN4 enyhe kifejez0dést mutatott, azonban laphdmrakos mintdinkban ez
teljesen eltlint. Annak ellenére, hogy mas régiok (pl. emld, petefészek, hasnyalmirigy,

prosztata) tumoraiban a CLDN4 tiinik a legigéretesebb terapias célpontnak’®'?!

, sajat
eredményeink alapjan a fej-nyak régioban az alacsony mértékli expresszid miatt erre
nem lehet szadmitani. A szOvettani hasonlosag és régié kozelsége miatt érdemes
megemliteni, hogy Shi és munkatdrsai nyeldcsé laphamrakjaban nyeldcsdrezekeiot
kovetéen a CLDN4 alacsony expresszidja esetén a kiujulds és az attétképzés
valdsziniiségét szignifikansan magasabbnak talaltak.' '

A CLDNI, -2 és -7 expresszio szignifikans kiilonbséget mutatott a normal és malignus
szovetek kozott. A normal és a daganatos szovetekben mindharom claudin expresszioja
figgetlen volt a kiindulasi helytél, kivéve a CLDNI esetében. Osszehasonlitva a
hypopharynx, a gége és az oropharynx daganatait, ez utdbbi esetén szignifikansan
magasabb CLDNI expressziot kaptunk. A nyel6csd, a méhnyak és a bor rosszindulatu

daganataihoz hasonloan'**'*'** a HNSCC-k a normal hamnal magasabb CLDN1

expressziot mutattak, mig azokban a rakokban, ahol a daganat a mirigyszdvet
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komponensbél ered (emld, vastagbél), a CLDNI eltiinése jellemzs.'”>'**'*" Ez a

megfigyelésiink korrelal Ouban és munkatarsai azon eredményével, mely szerint a
kiilonb6z6 lokalizacioji hamdaganatok, koztik a HNSCC CLDNI expresszidja a
normal hamhoz viszonyitva fokozott mértékii.''” Dos Reis és munkatarsai a szajiiregi
laphamrakok fokozott CLDNI1 expresszidja esetén megndvekedett invazidt és agressziv
szovettani képet talaltak.'®

Ouban ¢és munkatdrsai forditott aranyossdgot taldltak a hugy-ivarszervi és a
négyogyaszati régiok laphamrakjai esetén a CLDNI expresszio és a tumor grade kozott,
ezt azonban a fej-nyak régioban jelen vizsgalatunk soran nem tudtuk kimutatni.''” A mi
vizsgalatunk is alatdmasztja, hogy a CLDNI, -2 ¢s -7 expresszioja fiiggetlen a legtobb
ismert klinikai és patologiai paramétertdl, példaul kortdl, nemtdl, HPV-statusztol,
alkoholfogyasztastol, stadiumbeosztastol és szoveti differencidlodastol.

Egy korabbi vizsgalatban azt talaltak, hogy HNSCC eset¢ben a CLDN7 csokkent
expressziot mutatott. Ezzel szemben sajat daganatos anyagunkban a CLDN7
megnovekedett expresszidjat tapasztaltuk: Al Moustafa és munkatdrsai in silico
vizsgalatot végeztek, melybe minddssze 12, kizarolag szajiiregi daganatos mintat vontak
be.” A mi eredményeink Hewitt és munkatarsai megallapitasaival allnak Gsszhangban:
6k azt mutattdk ki, hogy a hasnyalmirigy, hugyholyag, pajzsmirigy, petevezeték,
petefészek, gyomor, vastagbél, emld, méh és prosztata rosszindulati daganatainak
CLDN7 expresszidja emelkedett a normal himhoz viszonyitva.'*®

Lourenco és munkatarsai szajiliregi laphamrakok CLDNI, -2, -3, -4, -5, -7 vizsgalatakor
azt talaltak, hogy ezek mintdzata erdsen Osszefligg a szOvettani grade-del, vagyis a jol
differencidlt tumorokban ezek expresszidja valtozé mértékben, de emelkedett, mig a
kevésbé és rosszul differencialt daganatok esetén nem kimutathatéak. Kimondottan igaz
ez a CLDN7-re, amelynek hianya kedvezétlen prognézissal tarsul.''” Yoshizawa és
munkatarsai eredményei ezzel korrelalnak, azaz szajliregi laphamrakok esetén a CLDN7
expresszio csokkenése vagy a mintazat eltiinése megnovekedett invazids és metasztazis

készséggel, illetve rosszabb prognozissal jar.'?

Megemelitendd, hogy sajat
beteganyagunk Spearman-rangkorrelaciés vizsgalata mérsékelt, de szignifikdns
korrelaciot mutatott a CLDNI és a CLDN7 expresszioja kozott (R=0,425, p<0,05).

A szdvettani hasonlosdg miatt érdemes Osszevetni a méhnyak invaziv laphdmrakjat

(CIN) a fej-nyaki laphdmrakokkal. Sobel és munkatdrsai a claudinok expresszids
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mintazatat vizsgaltdk a cervix premalignus ¢és invaziv elvaltozdsaiban: CIN-ben a
normal hamhoz viszonyitva megndvekedett a CLDNI, -2, -4 és -7 expresszioja, mig
invaziv karcinomdban a stddiummal parhuzamosan fokozatos csokkenést irtak le. A
legkifejezettebb valtozas a CLDN1-re volt jellemzé."” Ez az eredmény kiilonbozik a
vizsgalati megfigyelésiinktdl, melyek alapjan a HNSCC-ben a CLDNI markans, a
CLDN7 pedig enyhe novekedést mutat, ugyanakkor a CLDN2 expresszidja csokkent a
normal szovethez képest. Mintdinkban a CLDN4 nagyon gyenge jelet adott normal
hamban, laphamrakban pedig gyakorlatilag eltiint.

Kutatdsunk talan legérdekesebb eredménye, hogy ellentétben a CLDNI1 ¢és -7
expresszioval, a CLDN2 kifejez6dése a tumoros szdvetben csokkent, és ez szoros
Osszefiiggést mutatott a taléléssel. Kutatocsoportunk elsdként azonositotta a CLDN2
prognosztikai szerepét human daganatokban. Bebizonyitottuk, hogy a CLDN2
kifejez6dése inkabb a normal hamszovetre jellemzd, HNSCC esetén expresszidjanak
megorzottsége kedvezobb tuléléssel tarsul, mas szoval csokkent expresszigja HNSCC-
ben rosszabb prognodzist jelenthet (daganatos betegeink fiiggetlen prognosztikai
faktorokat vizsgald tobbvaltozds analizise alapjan a klinikai stddium mellett a CLDN2
is fliggetlen prognosztikai faktornak bizonyult). A CLDN2 negativ prognosztikai
szerepét mas daganattipusokban is vizsgaltak. Kimbung és munkatarsai megallapitottak,
hogy emlétumorban észlelt fokozott expresszidja megnodveli a lokalis kijulas és a
méjattét kialakulasanak esélyét.'*

Osszegezve kijelenthetjiik, hogy mintaink CLDNI1, -2 és -7 expresszioja kiilonbségeket
mutatott az ép és a daganatos szovetekben. A normdal és tumoros ham kozotti
expresszios kiilonbségek tobbnyire fiiggetlenek voltak a lokalizaciotél. A normal
hamhoz viszonyitva emelkedett CLDN1 ¢és -7, illetve csokkent CLDN2 expressziot
taldltunk a tumoros mintdinkban. A CLDN2 csokkent expresszidja szignifikdnsan
rosszabb prognézissal tarsult, ebbdl kovetkezden jelenlétét vagy hidnyat igéretes
prognosztikai faktornak tekintjiik.

A kiilonféle szervek tumoraiban eltér6 modon megjelend claudinok jo terdpias
célpontok lehetnek.*® Egy ilyen lehetSség példaul a claudinok extracellularis hurkait
felismer6 antitestek kifejlesztése és alkalmazasa. Mintdinkban a CLDN1 expresszioja
volt a legkifejezettebb, ezért HNSCC-ben ez josolhatdo a leghatasosabb terdpias

targetnek, mig a CLDN2 alkalmazésa inkdbb prognosztikus markerként mertil fel.
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Mindazonaltal jelen, retrospektiv jellegli tanulmanyaink eredményeit klinikai

vizsgalatok segitségével sziikséges megerdsiteni.
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Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a hazai HNSCC betegpopulécioé az EGFR biologiai jellemzdit
tekintve nem tér el az eurdpai atlagtél. A hagyomanyos patoldgiai paraméterek
(tumorok differencialtsagi foka, érbetorés, gyulladasos beszilirddés) szoros
korrelaciot mutattak a tuléléssel. Az EGFR talzott expresszioja daganatos mintdink
nagy részében kimutathatd volt. Az EGFR fehérje expresszioja és aktivitisa, a
kiilonb6z6 epitdpok festddése azonban a kiillonbozo lokalizacidji tumorokban, illetve
egy tumoron beliil is nagyfoku heterogenitast mutatott. Ebbdl kdvetkezéen ennek

diagnosztikai és prognosztikai jelentdséget nem tulajdonitunk.

. Az EGFR emelkedett kopiaszama ¢és tlzott expresszidja szignifikdnsan

kedvezotlenebb tuléléssel tarsult. Szemben az eddigi szakirodalmi adatokkal, sajat
tumoros mintadink HPV pozitivitdsa (19,7%) nem tarsult kedvezébb taléléssel, ami
azzal magyardzhato, hogy betegeinknél az anamnesztikus adatok alapjan a kémiai és
a virdlis karcinogenezis egyiitt fordult el6. Daganatos mintdinkban egyatalan nem
volt jelen a TK domén muticidja, és a KRAS mutacio is ritkan fordult el6 (2,8%).
Ezzel szemben a vIII mutaci6é 21%-os gyakorisaga azt sugallja, hogy az anti-EGFR
terapidk hatastalansaganak hatterében az egyik jelentds tényezé az EGFR vIII
variansa lehet. Célszerli lenne ezért a terapias antitestek alkalmazasa eldtt az EGFR

expresszido mértékének vizsgalatan feliil a vIII varians jelenlétének kimutatésa is.

. A normal és a daganatos hdmbol szarmaz6 mintdink egyarant negativnak bizonyultak

CLDN3, -8, és -10-re. A CLDNI, -2 ¢és -7 expresszio szignifikdns kiilonbséget
mutatott a normal és malignus szdvetek kozott, mely tobbnyire fiiggetlen volt a
lokalizaciotol, és az altalunk vizsgalt legtobb ismert klinikai és patoldgiai
paramétert6l. A normal hamhoz viszonyitva a tumoros mintdinkban emelkedett
CLDNI ¢és -7 expressziot mutattunk ki; ennek Osszefliggése a tuléléssel nem volt
szignifikans. A vizsgalt daganatokban a CLDNI1 expresszioja volt a legkifejezettebb,
ezért HNSCC-ben ezt josoljuk potencialisan leghatdsosabb terapias targetnek.

. Daganatos mintdinkban a CLDN2 csokkent expresszidja szignifikdnsan

kedvezotlenebb progndzissal tarsult, ebbdl kovetkezden jelenlétét vagy hidnyat

igéretes prognosztikai faktornak tekintjiik.
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Munkank soran az aldbbi ) megallapitasokat tettiik:

1. Az EGFR fehérje expresszidja és aktivitasa a kiilonboz6 lokalizacidju tumorokban
kifejezett heterogenitast mutatott, illetve a receptor kiilonbdz6 epitdpjainak festddése
is eltérd intenzitdsu volt. Ezen kiviil egy tumoron beliil is nagyfokd heterogenitast
tapasztaltunk.

2. Az EGFR tulzott expresszidja (az intracellularis domént felismerd antitesttel
detektalva) szignifikdnsan kedvezdtlenebb tuléléssel tarsult az altalunk vizsgalt
betegpopulacioban. Kedvezd trendet mutatott ugyanakkor a tulélés azokndl a
betegeknél, akiknek a tumoraban az EGF-receptor aktivitasa emelkedett volt (foszfo-
EGFR specifikus antitesttel vizsgalva az aktivitast). Ez az eredmény a statisztikai
szignifikancia szintjét nem érte el.

3. A VvIII mutécié gyakorisdga a mintak 21%-ban volt kimutathatd, melyek tobbsége a
laryngealis régidoban fordult eld.

4. A HPV fert6zottség incidencidja a szajiireg feldl a gége felé haladva csokkend
tendenciat mutatott. Az altalunk vizsgalt populdcidban a HPV pozitivitds nem tarsult
kedvezdbb tuléléssel.

5. A normal és a daganatos hambol szarmazo6 mintaink egyarant negativnak bizonyultak
CLDN3, -8, és -10-re.

6. A CLDNI, -2 ¢és -7 expresszio szignifikans kiilonbséget mutatott a normal ¢és
malignus szovetek kozott, mely expresszios kiillonbségek tobbnyire fliggetlenek
voltak a lokalizaciotol. A normdl hdmhoz viszonyitva a tumoros mintdinkban
emelkedett CLDNI ¢és -7, illetve csokkent CLDN2 expressziot talaltunk.

A CLDN2 csokkent expresszidja szignifikansan rosszabb prognoézissal tarsult.
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7. Osszefoglalas

A HNSCC-k egyik f6 jellemzdje az EGFR tulzott expresszidja, és ennek kovetkeztében
a receptor-jelpalya fokozott stimuldcidja, melynek fontos szerepe van a daganat
kialakulasdban. Az EGF-receptort célz6 gyogyszerek tobb daganat, koztik a HNSCC
napig is. Ugyanakkor nem ritka az anti-EGFR terapia hatastalansdga, melynek
hatterében a receptor, illetve a jelpalya rendellenességei allhatnak. A sejtkapcsolo
strukturdkat alkoto fehérjék, koztiik a claudinok szerepe a daganatok progresszidjaban
daganattipusban vizsgalt, mely az eddigi kutatasok alapjan jelentds prognosztikai és
terapias potenciallal birhat.

Munkank célja az volt, hogy hazai HNSCC beteganyagon feltérképezziik az EGF-
receptor epitdop-mintazatat, tovabbad megvizsgaljuk az EGFR gén lehetséges hibait
(amplifikécio, vIII-, TK domén mutécio), valamint az EGFR szignalizaci6 egyik fontos
a célzott terdpia hatdsossdgat. Megvizsgaltuk ugyanezen daganatok és a szomszédos
normal hdm claudinexpresszios mintazatat, tovabba kerestiik a HPV infekcio jelenlétét a
tumorokban.Eredményeink alapjan a hazai HNSCC betegpopulédcié az EGFR bioldgiai
jellemzdit tekintve nem tér el az eurdpai atlagtol. Az EGFR fehérje expresszidja és
aktivitasa a kiilonbozd lokalizacidji tumorokban kifejezett heterogenitast mutatott. Az
EGFR talzott expresszidja (az intracellularis domént felismerd antitesttel detektalva)
szignifikdnsan kedvezdtlenebb tuléléssel tarsult. A TK domén mutacidja az altalunk
vizsgalt anyagban nem fordult el6, KRAS mutéciot a 71 mintabol 2 esetben mutattunk
ki. A vIII mutacié 21%-os gyakorisaga azt sugallja, hogy az anti-EGFR terdpidk
hatastalansagénak hatterében az egyik jelentds tényez6 az EGFR VIII variansa lehet.
HPV 19,7%-ban volt kimutathat6, a HPV pozitivitds nem tarsult kedvezébb tuléléssel.
A normal hamhoz viszonyitva a tumoros mintdinkban emelkedett CLDN1 és CLDN7,
illetve csokkent CLDN2 expressziot talaltunk. Az emelkedett CLDN1 és CLDN7
expresszio Osszefliggése a tuléléssel nem volt szignifikans. Daganatos mintainkban a
CLDN2 csokkent expresszidja szignifikansan kedvezdtlenebb progndzissal tarsult,

ebbdl kovetkezden jelenlétét vagy hianyat igéretes prognosztikai faktornak tekintjiik.
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Summary

One of the key features of HNSCC-s is EGFR overexpression, and as a consequence,
increased stimulation of the receptor signalling pathway, which plays an important role
in the development of tumours. Medications targeting the EGF-receptor have been
introduced in the therapy of several types of cancer including HNSCC, and are still
subjects of intense research. However, anti-EGFR therapy is often ineffective most
probably due to the abnormalities of the receptor or signalling pathway. The role of
proteins forming cell junction structures, including claudins in the role of tumour
progression and invasion is also known. The expression of claudin and changes of its
expression are well studied in several types of tumours, which could have a significant
prognostic and therapeutic potential. The aim of our work was to map the EGF-receptor
epitop pattern in the Hungarian HNSCC patient population; to study potential
abnormalities of the EGFR gene (amplification, vIII-, TK domain mutation), and to
study the mutation of KRAS, one the important proteins of EGFR signalling. These
factors are widely known to significantly influence the efficacy of targeted therapy. We
examined the claudin expression pattern of the same tumours and of the neighbouring
normal epithelium, as well. In addition, we also looked at the presence of HPV infection
in the tumours.Based on our results and regarding the biological characteristics of
EGFR, the Hungarian HNSCC patient population does not deviate from the European
average. EGFR protein expression and activity in tumours with various localization
showed expressed heterogeneicity. EGFR overexpression (detected by antibodies that
recognize the intracellular domain) was associated with a significantly worse survival.
Mutation of the TK domain was not present in the studied population, and we detected
KRAS mutation in 2 out of 71 samples. The 21% frequency of the vIII mutation
indicates that one major factor contributing to the inefficacy of anti-EGFR therapy
could be the VIII variant of the EGFR. HPV could be detected in 19.7% and HPV
positivity was not associated with a better survival. As compared to the normal
epithelium we found increased CLDN1 and CLDN7, and decreased CLDN2 expression
in our tumorous samples. Increased CLDNI and CLDN7 expression was not
significantly associated with survival. In our tumorous samples decreased CLDN2
expression was associated with a significantly worse prognosis, thus we consider its

presence or absence as a promising prognostic factor.
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