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BEVEZETES

A tiidérak vilagszerte vezetd szerepet foglal el a daganatos
halalozasi statisztikdkban, megkozelitdleg 1,4 millid beteg
halélat okozva évente.

A tiiddrak egy heterogén betegség, az egyes tipusok eltérd
ctiologiaval és molekularis hattérrel rendelkeznek.
Elézéekben a terapia megvalasztasdhoz elegendd volt
elkiiloniteni a f6 hisztologiai tipusokat, mint a kissejtes és
a nem kissejtes tipust. Ez a klasszifikacio a molekularis
biologiai modszerek fejlodésével alapvetd atalakulason
ment keresztiil. Az (1j molekularis besorolas befolyasolja a
terapiavalasztast is. A driver onkogén mutacidknak
szerepe van a kiillonbozd tumor tipusok kifejlddésében és
targetként, ezen mutaciok célzott terapidval kezelhetové
valhatnak. Szamos klinikopatologiai faktor hatassal bir az
onkogén driver muticiok ¢és muticios szubtipusok
klinikopatologiai jellemzdi fontos szerepet jatszanak a
terapias dontéshozatalban ¢és segithetik az onkologiai
bizottsag munkéjat. A mutacios szubtipusok szerepérdl
keveset tudunk, de feltételezhetd, hogy eltérd jelatviteli
utvonalakat aktivalnak. Preklinikai vizsgéalatok alapjan, az
egyes molekularis alcsoportokban a kemoterapiara adott
terapias valasz is kiilonbozo lehet. Az eddigi irodalmi
adatokban mutatkozé jelentds kiilonbségek (etnikai,
szOvettani tipus, tumor stadium, kezelési mod) nem tettek
lehetdvé homogén csoportok vizsgalatat.



Ezért munkank sordn egy jol meghatarozott kaukazusi
betegcsoportot  vizsgaltunk, amelyben elérehaladott
stadiumu betegek adatait dolgoztuk fel, 4 éves id6tartam
alatt. Elemeztiik a szubtipus specifikus mutaciok
epidemiolégiai  és  klinikai  jelentdségét  tiido
adenocarcinomaban.

Osszefoglalva PhD disszertidciomban ennek megfeleléen
az alabbi tudomanyos kérdésekre kerestiik a valaszt.



CELKITUZESEK

Szamos klinikopatologiai tényezd befolydsolja az

crer

crer

1. Elérehaladott stadiumt tiidé adenocarcinomaban a
szubtipus specifikus KRAS muticiés statusz jelentOsége
platinabazisu kemoterapiaval kezelt betegek esetében
elézéekben csak in vitro vizsgalatok torténtek. Ezért, a
KRAS mutéciok szerepét elemeztiik egy kaukazusi, nem
rezekalt, IlI-IV stadiuma betegcsoporton, akik platina
bazist kemoterapiaban részestltek.

2. A ritka EGFR mutacio klinikai jelentGsége nagy
esetszamu, tisztan kaukézusi tiidd adenocarcinomdban
szenvedd betegpopulacion nem volt vizsgalva, ezért
kaukazusi betegcsoporton hasonlitottuk 6ssze a klasszikus

crer

jellemzait.

3. Eddig kevés adat allt rendelkezésre szervspecifikus
Ezért a KRAS mutacid és a szervi metasztazis megjelenése
kozotti Osszefiiggést értékeltik és a KRAS mutacio
prognosztikus szerepét vizsgaltuk.



MODSZEREK
Beteganyag

Konszekutiv (n=1247), az Orszagos Koranyi TBC és
Pulmonolégiai Intézetben és a Semmelweis Egyetem
Pulmonoloégiai Klinikan, 2009-2013 ko6zott citologiailag
vagy szovettanilag igazolt, eldrehaladott stadiumu tiido
adenocarcinomaval kezelt betegek klinikopatologiai
adatait elemeztiik. Harom beteg csoportot (kohort #1, #2,
¢s egyesitett kohort) hoztunk Ilétre. A kohortokban
molekularis analizist tortént a potencialis EGFR tirozin
kinaz inhibitor (TKI) terapiara alkalmas betegek
kivalasztasa céljabol. A kohort #1 (n=505) csoport
betegeinél KRAS mutacios szubtipus analizis tortént. A
kohort #2-ben (n=814) a betegeknél a klasszikus és a ritka
EGFR mutaciok kimutatasa is megtortént. Ezek
epidemioldgiai és klinikai jelent6ségét elemeztik. Az
egyesitett kohortban (n=903) vizsgaltuk a szervi
metasztazisok és a KRAS statusznak az osszefliggését.

Molekularis analizis

Formalin-fixalt paraffinba &agyazott tumor mintakbol
DNS-t izolaltunk. A KRAS ¢és EGFR mutaciok
meghatarozasa “polymerase chain reaction restriction
fragment length polymorphismus” segitségével és Sanger
(direkt) szekvenalassal tortént.



Alkalmazott terapiak

A Kohort #1-ben minden beteg elsé vonalban platina-
bazisu kemoterapids kezelésben részesiilt. A kohort #2-
ben a betegek masod és/vagy harmad vonalban gefitinibet,
mig els6 vonalban erlotinibet kaptak a KRAS és EGFR
statusztol fiiggden.

Statisztikai modszerek

A statisztikai analizisek elvégzéséhez a SPSS programot
hasznaltuk.

In vitro tesztek

A kisérletekben nyolc human nem-kissejtes tiidérak
sejtvonalat  hasznaltunk.  Klonogenitas  vizsgalat
segitségével vizsgaltuk a zoledronsav (ZA) kezelés
prenilaciéo gatlason keresztiil kifejtett tumor ellenes
hatasat. Ezer sejtet helyeztiink hat lyuku tenyésztéedénybe
¢és hozzaadtunk 1, 2, 8 és 32 uM ZA-t majd 10 nap
elteltével fotométerrel mértiik a sejtszamot.



EREDMENYEK

Driver onkogén mutaciok szerepe elérehaladott tiidé
adenokarcinomaban

Kohort #1-ben KRAS vad tipust 68%-ban, 30%-ban KRAS
exon 2, kodon 12 ¢és 2%-ban kodon 13 mutaciot
azonositottuk.

A gyakoribb KRAS codon 12 mutaciok megoszlasa
altipusok szerint G12C (39%), G12V (18%), G12D (17%)
¢s G12A (5%).

A vizsgalt betegcsoportban (kohort #2) 5% volt a
klasszikus, 6% a ritka (aminosav cserével jard, nem
klasszikus EGFR mutacio) ¢és 3% az aminosav cserével
nem jar6, szinonim mutaciok aranya. Az EGFR/KRAS
kettés vad tipus 59%-ban volt jelen.

Megjegyzendd, hogy ot beteg esetében, a G719x vagy
L861Q ritka érzékenyitdé EGFR mutacidt azonositottunk.
Vizsgalatunkban a COSMIC adatbazisban tiidddaganatok
esetében mar leirt (n=33), szinonim ¢és ritka EGFR
mutaciot azonositottunk. Husz esetben mas szervi
malignus daganatban mar kozolt mutaciét talaltunk és
emellett 45 eddig nem publikalt 0j mutaciot mutattunk ki.
A T790M rezisztencia mutaciot nem volt egyetlen esetben
sem kimutathatd. 16 beteg esetében, 39 mutaciot
azonositottunk ami azt jelenti, hogy ezen betegek komplex
mutacios mintat (legalabb két kiilonb6z6 EGFR mutacid
volt jelen egy mintan beliil) mutatnak.



Klinikopatolodgiai jellemz6k

Mind a harom kohort esetében a KRAS statusz szignifikans
Osszefliggést mutatott a dohanyzassal. Fontos kiemelni,
hogy a G12V szubtipus KRAS mutéci6 gyakrabban fordult
el a nem dohanyzok kozott.

A ritka EGFR mutaci6 a dohanyzé statusszal mutatott
Osszefliggést szemben a klasszikus EGFR mutacidval,
amely a vartnak megfeleléen a nemdohanyzé betegekben
volt gyakoribb.

903 eldrehaladott staddiumu tiidd adenokarcinomaban
szenvedd betegbdl a diagnozis idején 500 betegnél volt
attét kimutathat6. Egy szervben eléforduld metasztazis
362 (72%) esetben és 138 (28%) betegnél tobb szervi
metasztdzis volt jelen a diagnézis iddpontjaban.

A metasztazisok szervi lokalizacio szerinti
eléfordulasanak gyakorisaga: tiidé (45,6%), a csont
(26,2%), mellékvese (17,4%), agy (16,8%), mellhartya
(15,6%), és maj (11%).

Nem volt kiilonbség a KRAS mutaciéo eléfordulési
aranyaban a metasztatikus (28,6%) és a nem metasztatikus
(28%) esetekben.

KRAS mutacios gyakorisag agyi (29%), csont (28%), vagy
mellékvese (33%) metasztazisok esetében hasonlo volt.
Azonban a tiido attétes esetben szignifikdnsan magasabb
volt a KRAS mutaciés gyakorisag, Szemben az
extrapulmonalis attétekkel birokkal (35% vs. 26,5%).



Szemben a tiiddattétes esetekkel, a mellhartya és a maj
metasztazisoknal a KRAS mutacio ritkabban volt jelen
(17% (p<0,001) és 16% (p=0,0023)).

Prognosztikus faktorok elérehaladott stadiumu tiidé
adenokarcinomaban

A kohort #1-ben nem talaltunk 6sszefliggést a teljes tulélés
(OS) ¢és a dohdnyzasi statusz kozott. Ezzel szemben a
dohanyz6 statuszt szignifikans prognosztikus faktornak
talaltuk a kohort #2-ben. A betegség stadiuma a diagnézis
idején mind a két kohort esetében prognosztikus
tényezonek bizonyult.

Megjegyzendd, hogy nem volt kimutathato Osszefiiggés a
KRAS statusz ¢€s a teljes talélés kozott.

Hasonloképpen nem volt kiilonbség a KRAS kodon 12,
kodon 13 mutans vagy KRAS vad tipusu betegek
tulélésében. Szintén nem talaltunk Osszefliggést a KRAS
mutacios statusz eléfordulédsa és a teljes tulélés kozott sem
az egy, sem a tobb szervben eldéforduld metasztazisok
esetén.

Azonban a klasszikus EGFR mutacié jelenléte
szignifikansan javitotta a teljes tulélést az EGFR és KRAS
vad tipust daganatokhoz képest. Ezzel ellentétben, nem
volt szignifikans kiilonbség a ritka EGFR mutaci6 és az
EGFR / KRAS vad tipusu betegek vizsgalatakor.

A KRAS mutaci6 és a kiilonbozo szerv-specifikus attétek
valamint az OS kozotti kapcsolat vizsgalata soran a KRAS



vad tipusu csontmetasztazissal rendelkezd betegeknél
klinikailag relevans és jelentds OS novekedés van (vs.
KRAS mutansok, median OS 9,7 vs. 3,7 honap; p=0,003).
Fontos megjegyezni, hogy nem taldltunk statisztikailag
szignifikans kiilonbséget a teljes tulélésben mas szerv-
specifikus metasztazist hordozo daganatok esetében.

Szubtipus-specifikus EGFR/KRAS mutaciék és a
kezelés kozotti osszefiiggés vizsgalata eldrehaladott
tiido adenocarcinomaban.

Terapias valaszt és a progresszido mentes talélést (PFS)
értékeltiik platina bazisu terapiak alkalmazasakor. Nem
volt kiilonbség a terapids valasz (RR) és a PFS
tekintetében a KRAS kodon 12, 13 kodon mutaciot
hordozo és a KRAS vad tipust betegek kozott. Kimutattuk,
hogy a KRAS G12V mutaciés szubtipus szignifikansan
nagyobb aranyban fordult el6 a nem dohanyzok kozott,
szemben a tobbi kodon 12 KRAS mutanssal (G12x).

A G12V betegcsoport nem szignifikansan, de novelte a
RR-t platina-alapti kemoterapianal (p=0,077). Tovabba
ugyanezen mutans alcsoport nem szignifikdns mértékben,
de hosszabb median progressziomentes tuléléssel is tarsult
(233 vs. 175 nap).

Kovetkez6 1épésként értékeltiik az EGFR-TKI-val kezelt
betegek klasszikus és ritka EGFR mutacio esetében
betoltott szerepét. A kezeléstdl fliggetleniil jelentdsen
megndvekedett RR-t talaltunk a klasszikus EGFR
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mutansok kozott, szemben a ritka EGFR mutaciot
hordozokkal (71% vs. 37%, p=0,039).

In vitro tiidé adenocarcinoma sejtek zoledronsav
érzékenysége a driver onkogén mutacio fiiggvényében.

A KRAS mutéans csontmetasztazissal biro betegek esetében
tapasztalt rossz prognozis okat in vitro vizsgaltuk tovabb.
Mivel a ZA gyakran alkalmazott kezelés csont attétes
betegeknél, ezért klonogenitds vizsgalattal értékeltiik a
KRAS mutans és a KRAS vad tipusu tiidé adenocarcinoma
sejtek  ZA  érzékenységét.  Minden  sejtvonalak
érzékenynek  bizonyult  zoledronsav ~ kezelésre.
Rezisztencia a - wvarttal ellentétben - nem volt
megfigyelheté a KRAS mutéans sejtvonalak esetében sem.

11



KOVETKEZTETESEK

1. Tido adenocarcinomaban a KRAS G12V mutécios
szubtipus  eltérd  klinikopatologiai  jellemzokkel
rendelkezik és ugyanezen mutacio jelenlétekor jobb
klinikai valasz varhatdo platina bazisu kemoterapias
kezelés alkalmazasa soran.

2. A legtobb ritka EGFR mutacié dohanyzassal mutatott
Osszefiiggést  kaukazusi  tiid6  adenocarcinomaban
szenvedé  betegekben. Ugyanezen  mutacioknal
rovidebbnek talaltuk a teljes talélést és alacsonyabb
aranyu EGFR-TKI terapias valaszt figyeltink meg,
Osszehasonlitva a klasszikus EGFR mutacioval jard
tumorokkal.

3. Vizsgalatunkban elsdként elemeztilk a KRAS mutécio
Osszefiiggését az egyes szerv-specifikus metasztazis
mint4zattal tiidé adenocarcinomaban. Tiiddmetasztazisok
esetében magasabb, mig pleura és majattét esetében
szignifikansabb alacsonyabb volt a KRAS mutaciok
aranya.
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4. KRAS mutins csont attéttel rendelkezd tiido
adenocarcinomaban  szenvedd betegek prognozisa
rosszabb a vad tipusu tumorokhoz képest.

5. Azt a klinikai megfigyelést miszerint a KRAS mutécio
jelenléte rosszabb prognoézissal jar csontmetasztazis
esetében az in vitro vizsgalat nem tamasztotta ala.
Klonogenitas vizsgalat alapjan a zoledronsav kezelés
hatasa nem-kissejtes tiidérak sejtre nem fliggott a KRAS
mutacios statusztol.
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