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BIOMARKEREKROL — ALTALABAN

A daganatok az egyén és a tarsadalom szamara az egyik, ha nem a legfélelmetesebb el-
lenséget jelentik a ,,nyugati vilagban”. A félelem csak nagyon lassan oldddik, hiszen a
terapias sikereket a nehezen elfogadhato sikertelenségek arnyékoljak be. Ennek elle-
nére, ha kis 1épésenként is, de érzékelhetd a kezelések eredményességének javulasa,
ami azt jelenti, hogy egyre tobb kozottiink a daganatos beteg. A gyakorisdg emelkedé-
séhez hozzajarul az életkor hosszabbodasa és a korai felismerés.

Napjainkban egyre inkabb elétérbe keriil a ,,személyre szabott” terapia, kiillondsen a
gyogyszeres kezelés teriiletén. Ennek alapjat elsésorban a molekularis ismeretek bo-
viilése jelenti, olyan génhibak ¢és hibas termékeik azonositasa, amelyek a daganatok
keletkezésében, novekedésében és terjedésében kulcsszerepet jatszanak. Ezek a hibak
jelentik azokat a célpontokat, amelyek ellen Gjabb és (jabb gyogyszerek jelennek meg
a klinikai gyakorlatban. A tovabblépés tobb feladatot jelol ki a ma és a holnap kutatoi
¢és klinikusai, a diagnosztikat és a terapiat végzok szamara. Szerencsére a laborasztal és
a betegagy idébeli tavolsaga, megfeleld egyiittmiikodés esetén, jelentdsen csokkent,
ami nem kis mértékben annak kdszonhetd, hogy a molekularis szintii véltozasokat ki-
mutato technikak, a preklinikai tesztrendszerek, a klinikai vizsgalatok finomodnak,
Ujabb részletekat tarnak fel, olyan dsszefliggéseket, informaciokat hordozo molekula-
ris halozatokat, amelyek egyre kozelebb visznek a személyre (daganatra) szabott stra-
tégia kialakitasdhoz. Ezek kozott az informaciok kozott igen fontos szerep jut azoknak
a molekulaknak, amelyek a biologiai/klinikai valaszt jelezni tudjak — ezek a
biomarkerek.

Biomarkerek (vagy ebben az esetben nevezhetjiik tumormarkereknek) eddig is rendel-
kezésre alltak. Felosztasuk sokféle lehet. Megjelenhetnek a keringésben (zommel ezek
a labordiagnosztika klasszikus tumormarkerei), vagy kimutathatok a daganatsejtek-
ben. Vizsgalataink néhany biomarker szerepének jobb megismerésére iranyultak.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink harom kiilonboz6 témara iranyultak, amelyeket a biomarkerek dagana-
tos betegségekkel kapcsolatos szerepe kot dssze. Az elsd kettd a daganatsejtekben ta-
lalhato szabalyozasi zavarokkal foglalkozik, a harmadik pedig a keringésben megjele-
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n6 markerek aktivitasat hasonlitja 0ssze. Az egyes témak fontosabb kérdései és célki-

tiizései a kovetkezOk:

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

kezeléssel kapcsolatos prediktiv szerepe?

2. Milyen 6sszefliggés talalhaté a kiilonb6z0 szabalyozasi zavarok és a betegek
tulélése kozott, azaz melyik marker vagy markercsoport rendelkezik prognosztikai
szereppel?

3. A daganatokhoz gyakran tarsul6 véralvadasi zavar kapcsan keletkez6 szabaly-

zOk/tényezdk képesek-e jelezni — legalabb a jelenlegi biomarkerek hatékonysaga-

val — a betegség prognozisat?

KRAS MUTACIOK VASTAGBELRAKOKBAN

A vastagbélrakok klinikai ellatasanak alapjaul napjainkban is olyan klinikopatologiai
tényezok szolgalnak, mint a TNM stadium, a szdvettan, a sebészi sz¢€l épsége €s a be-
teg allapota. Ehhez csatlakozhat még a szdvettan alapjan a lymphoid invazi6 jelenléte,
a peritoneum érintettsége ¢s a differencialtsag foka, olyan klinikai eseményekkel, mint
az elzarodas vagy a perforacio a diagnodzis idején (ASCO rizikotényezdk). Az utdbbi
idében szamos olyan fehérjét és genomikai biomarkert irtak le, amelyek finomithatjak
prognosztikai informacidinkat és pontosabba tehetik azoknak a betegeknek a kivalasz-
tasat, akik adott szisztémas kezelésbdl a legtobb elonyt élvezhetik. Ezek kdz¢ a mar-
kerek kozé tartozik vastagbélrakok esetében a KRAS (Kirsten RAS), amelynek muta-
cioi EGFR-gatlo monoklonalis antitestek esetében prediktiv értékkel rendelkeznek.

Az EGFR fokozott termelését sok tumor esetében rossz prognosztikai jelnek talaltak.
Részben ennek alapjan feltételezték, hogy az EGFR hibai (mutacid, amplifikacio,
génkopiaszam-valtozas) miatt a vastagbélrakok reagalhatnak EGFR-t gatlo szerekre.
A klinikai hatékonysag monoklonalis antitestek esetében (cetuximab, panitumumab),
féleg kombinacioban — elérehaladt, metasztatikus esetekben — be is kovetkezett, mig a
kis molekulastlyt, a receptor tirozin-kinaz részét gatlo szerek esetében nem. A klini-
kai hatds magyarazata azonban még varat magara, mert kideriilt, hogy az immun-
hisztokémiailag kimutatott EGFR-mennyiség nem megfeleld markere a varhat6 klini-
kai aktivitasnak. Ezzel ellentétben, prediktivnek bizonyult a KRAS aktivaldo mutacio-

ja, mert ennek jelenlétében az EGFR gatlasa eredménytelen, a mutans KRAS ugyanis
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fuggetleniti magat a jelut felsébb részeitdl, igy az EGFR-t6l is. Napjainkban az anti-
EGFR monoklonalis antitestek adasanak feltétele az EGFR jelenlétének kimutatasa
mellett elsésorban az, hogy a daganat vad tipusi KRAS-t hordozzon.

Sajat vizsgalatok

47 beteg adatai és mintai alltak rendelkezésre. A markerek meghatarozasa vagy a pri-
mer tumorbdl, vagy a metasztazisbdl tortént (ugyanazon beteg primer és metasztatikus
tumorat harom esetben vizsgaltuk). Az EGFR-aktivitast immunhisztokémiaval (Szent
Imre korhaz, Patologiai Osztaly), a RAS-mutaciot szekvenalassal (KPS Kft) hatéroz-
tak meg. Két esetben a vizsgalat a mintaban levo kevés daganatsejt miatt eredményte-
len volt. (Az els6 minta vizsgalataira KRAS mutaci6 iranyaba 2010. marcius 4-én ke-
riilt sor.)

A betegek klinikai jellemz6i — 45 értékelt beteg koziil 29 férfi (életkor: median 66 év,
sz€1s6 értékek 37-73), 16 n6 (59 év, 47-76). Az operabilis betegek adjuvans, az elore-
haladt, metasztatikus allapotban 1évok palliativ terapiaban részesiiltek. A leggyakrab-
ban alkalmazott protokollok: de Gramont, FOLFOX, FOLFIRI, capecitabin, bevaci-
zumab + FOLFIRL

Anti-EGFR kezelés — Anti-EGFR kezelésre szinte kivétel nélkiil tobbszords kemotera-
pias ciklus utan keriilt sor ECOG 0-2 allapott betegeken, EGFR és KRAS meghataro-
z4s utan. A betegeknél anti-EGFR kezelés csak vad tipusi KRAS-t hordoz6 tumor és
kimutatott metasztazisok esetén keriilt sor, cetuximab + FOLFIRI kombinacioval,
vagy panitumumab monoterapiaval. A cetuximab alkalmazott dozisa: 400 mg/m? test-
feliilet telité dozis, majd 250 mg/m2 testfeliilet fenntartd dozis, hetente; a panitumu-
mab alkalmazott dozisa: 6 mg/tskg, 2 hetente. A kezelés progresszidig vagy nem kiva-
natos mellékhatasok jelentkezéséig tortént. Utobbiak esetén a kezelésmentes iddszak
hosszabbodott meg. A leggyakoribb grade 3/4-es melléktiinetként az acneszerli bortii-
netek (4 eset), €s neutropenia (6 eset) jelentkezett.

A primer tumorbo6l szdrmaz6 vad KRAS esetén a 11 betegbdl 5-nél tortént anti-EGFR
kezelés (4 cetuximab €s 1 panitumumab). Két esetben a 6 honapos cetuximab kezelés
soran regresszio alakult ki, egy esetben progresszio, két esetben a kezelés most (1-2
honap) kezdodott. Ebben a csoportban a median élettartam (teljes talélés: a diagnozis
¢és a halal beallta vagy az utolso vizsgalat kozott eltelt id3) 21 honap volt (12-72 ho-
nap). A metasztazisokbol tortént vizsgalat esetén 9 betegbdl 8 részesiilt anti-EGFR ke-
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zelésben. Egy betegnél cetuximab addsa utdn a majmetasztazisok operabilissa valtak,
egy masik esetben 6 honapos cetuximab kezelés soran kialakult progressziot panitu-
mumab kovette, és 6 honap utén (jelenleg) a tumor regredialt. Ez a beteg mutatta a leg-
hosszabb talélést (108 ho), de az anti-EGFR kezeléskor mar kiterjedt attétei (tido,
mellékvese) voltak. Ebben a csoportban a median teljes talélés 45 ho (21-108) volt.
Osszességében a 13 anti-EGFR-rel kezelt betegb6l 11-nél lehetett a kezelést értékelni:
a 6 honapos kezelés utan klinikai elony 4 esetben mutatkozott (36.3%). Ez az ered-
mény igen pozitivnak mondhato, két megjegyzéssel: egyrészt a betegszam igen ala-
csony, masrészt azonban a pozitivitast timogatja, hogy nemegyszer tobb kemoterapias
ciklus, atmeneti regressziok utan bekovetkezod progresszional (2-3. vonalban) tortént
az anti-EGFR kezelés.

A KRAS mutdciot hordozo esetekrdl — A primer tumorbol tértént meghatarozasnal 19
beteg hordozott KRAS mutaciot, ami az dsszes eset 63.3%-a (19/30 eset). Az arany
még magasabb a vastagbélrakbol (tablazatban: colon) szarmazd mintaknal (13/18,
72.1%). Feltind, hogy a 19 mutans betegbdl 15 férfi és 4 nd. A metasztazisokbol torté-
n6 meghatarozasnal az arany valtozott (6/15, 40%), a majmetasztazisok esetében még
inkébb (2/7, 28.6%). Az aktivald mutaciok tipusai megoszlanak. A kis mintaszam elle-
nére azonban az megallapithatd, hogy gyakori a G13D, amir6l az irodalom Gjabban azt
feltételezi, hogy anti-EGFR monoklondlis antitestekre reagdl.

MEGBESZELES — Bar a KRAS vizsgalata alapjan meglehetdsen csekély az értékelhetd
esetszam, néhany megfigyelés emlitést érdemel:

(a) A tulélok aranya (a vizsgalt idopontban) a vad tipusu KRAS-t hordozoknal 60%
(12/20), a mutansoknal 52% (13/25). A kozeli értékek arra utalnanak, hogy a KRAS
status nem befolydsolja a tulélést (azaz 6onmagaban nincs prognosztikai szerepe),
azonban éppen az anti-EGFR-rel tortént kezelés — a KRAS predikcidjara alapozva —
befolyasolhatja az aranyokat.

(b) A 45 értékelt betegbdl feltinden magas a mutansok aranya (55.5 %, 25/45), masok
tapasztalatai 35-45% ko6zott mozognak. Az ardnyt emelhetik a tliddmetasztazisok,
mert ezeknél a betegeknél gyakoribb a mutaci6. Utobbi arra utal, hogy KRAS-mutans
primer vastagbélrakoknal még nagyobb figyelmet kell forditani az esetleges tiiddoatté-
tek korai felismerésére. Némileg forditott a helyzet a mdjmetasztazisoknal, ahol gya-
koribb a vad tipustak aranya (71.5%). A vizsgalt esetek koziil haromnal értékeltiik a
primer tumort és a metasztazisait, és mindharom esetben egyezést mutattunk ki.
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(c) Az anti-EGFR kezelés masodik — sokszor tobbedik — vonalban is klinikai elonyt
(regresszio, operabilitas) ért el a vad tipusut KRAS-t hordozo betegek 36.3%-aban. Bar
megfeleld kontrollcsoport nem 4ll rendelkezésre, az valosziniisithetd, hogy az eredmé-
nyek els6 vonalbeli kezelés esetén, szelektalt betegeken, még jobbak lehetnek.

(d) A mutansok ko6zott a legtobb a G13D mutaciot hordozta, amely Gjabb tapasztalatok
szerint érzékeny lehet anti-EGFR kezelésre. Erre vonatkozoan kovethetd nemzetkdzi

ajanlds még nincs.
JELATVITELI UTAK VIZSGALATA

A tumormarkerek azonositasat neheziti a daganatok novekedésével parhuzamosan fel-
halmozo6d6 szabalyozési zavarok sokasaga (ma kb. 100 gént tesznek ,,feleldssé” a da-
ganatok kialakulasaért), a heterogenitast elsegité szubklonok megjelenése, és a sza-
balyozasi utak soksziniisége, egymas aktivitasat befolyasolo képességiik. A fentiek is
indokoljak, hogy igen intenziven folyik jabb biomarkerek, biomarker ,,panelek” ke-
resése, részben a mar ismertek kapcsolatrendszerének figyelembevételével (ez altala-
ban kevés gént vagy génterméket érint), részben a sok szaz vagy éppen ezer génbdl a
valamilyen szempont alapjan a ,leggyantisabbak kihaldszasaval”. A modszerek igen
sokfélék lehetnek. A génszinten kimutatott valtozasokat sokszor a fehérjeszinten vég-
zett igazolasok (validalas) igyekeznek kozelebb hozni az alkalmazhatosaghoz. Utob-
biak ko6zott talaljuk az immunhisztokémiai modszereket is, amelyek szamos eldnnyel
(a kimutatashoz alkalmazott antitestek sokszor elég specifikusak és szenzitivek) és
hatrannyal (a mintak igen valtozé ,.elokészitése” — formalinfixalas, antigénfeltaras,
vagy a kiértékelés szubjektivitdsa miatt) rendelkeznek. Némileg segit a problémakon a
szoveti mikroarray (tissue microarray, TMA), amelynél sok mintdn azonos blokkba

agyazva lehet elvégezni az immunhisztokémiai reakciot

Sajat vizsgalatok
Immunhisztokémiai modszert alkalmazva TMA-blokkokon probaltunk olyan szabaly-
70t vagy szabalyzo csaladot talalni, amelyeknek a jelenléte/aktivitasa (mert a jelenlét —
sajnos —nem mindig jelent aktivitast is, ennek athidalasara hasznaltunk pl. foszforilalt
formak elleni antitesteket) dsszefiigg a vastagbélrakok progresszidjaval, a betegek tul-
¢élésével. A cél tehat ebben az esetben elsésorban a prognozissal kapcsolatot mutatd

biomarker(ek) azonositasa volt.
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TMA — A vizsgalatokhoz vastagbélrakok (1996-2004) formalinban fixalt és paraffinba
agyazott mintait hasznaltuk, amelyekbdl 3 szoveti mikroarray-t (TMA) készitettiink
(Panoramic TMA Master, 3D Histech, Budapest). Minden TMA-blokk 70 db 2 mm at-
mérdjli hengert tartalmazott.

Betegek — Osszesen 95 betegbdl szarmaztak a mintak (52.6% férfi és 47.4% nd), a
median életkor 62 év (34-78 év). A betegek kemoterapias kezelésére, valamint a kdve-
téstikre a Szt Imre Korhaz Onkologiai Profiljan keriilt sor. Az 4tlagos kovetési idd 76
honap volt (8-181 honap). A klinikai lefolyas jellemzésére a kdvetkezo adatokat hasz-
naltuk: a betegség stadiuma, teljes tlélés, progresszidomentes tilélés (progression-free
survival — PFS) és progressziv betegség. Ha a beteg nem a daganatos betegsége miatt
halt meg, akkor a statisztikai értékelésnél nem vettiik az adatait figyelembe.

Immunhisztokémia — Az immunhisztokémiai (IHC) vizsgélathoz 5 um vastag metsze-
teket készitettiink a TMA-blokkokbol. A kdvetkezd fehérjékkel szembeni antitesteket
hasznaltuk:

e EGFR/RAS/PI3K ut — EGFR (DX, Ventana, Zymed, NC384, pY 1068, pY1173),
HER2 (SP3), RAS (AB1), RAF (pRAF-9421), MAPK (4376), ERKI/2
(PMEK1/2-2338), AKT (pAKT, panAKT), mTOR, PTEN (Ab-6)

e Egyéb ligandok/receptorok — MET (NCL-cMET-S), PDGFRa, PDGFRb, STAT?2
(RB-10458-P0), STAT3 (RB-9237-P0), IGFR

o Sejtciklusszabalyzok — ciklin DI (RM-9104-S0), ciklin D3 (MS-215-P0), Ki67
(N1633)

e Apoptozis-szabalyzok — p53 (DO7, FP2-3, SPS), Bax (Ab-1), Bad (75,
RB10376-P19; 99, RB10377-P1), Bcl-2 (Ab-3), citokrom C (Ab-2), kaszpdz 8
(Ab-4), FLIP (Ab4042), survivin, NFxB (p50, Ab-2; p65, RB-1648-PO)

o Adhézio/invazio — E-kadherin (MS-1479-S0). S-katenin (MS-1763-S0), CD44v6
(Ab-1), CD138 (syndecan-1), MMP2 (RB-9233-PO)

o Egyéb — CDI0 (CALLA, Ab-2, MS.728-S0), Cox2, HLA-DR, timidildt-szintiz
(MAB4130)

A kiértékelést 3 patologus végezte, egymastol fliggetleniil, egyeztetett szempontok
szerint. Jelentds eltérés esetén konzultativ értékelésre keriilt sor. Minden mintat és re-
akciot részben a pozitivnak itélt sejtek aranya, részben a reakcid eréssége alapjan egy
szammal (0-9) jeloltiink, amit egyben a reakcio aktivitasanak tekintettiink. A TMA-
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készités, az immunhisztokémia végzése és értékelése a Semmelweis Egyetem 1. Sz.
Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetében tortént (dr. Micsik Tamads, dr. Fonyad

LaszIo, dr. Krenacs Tibor).

Statisztikai értékelés — Mind a klinikai adatok, mind az immunhisztokémiai eredmé-
nyek kiértékeléséhez a Statistica 9.1 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) és MedCalc (1.2.1.0.;
MediCals Software, Mariakerke, Belgium) szoftvereket hasznaltuk.

EREDMENYEK — Osszefiiggést kerestiink a vizsgalt szabalyozok egymas kozotti aktivi-

tasa, valamint az aktivitdsok és a klinikai jellemzdk kozott.

Osszefiiggés azonos szabdlyozok aktivitdsa kézott kiilonbozd antitestek esetén — Eré-

sen szignifikans sszefliggést (R>0.7) a kovetkezd antitestek kozott talaltunk:

(a) az EGFR két foszforilalt form4jat kimutaté antitestek kozott (89 eset alapjan,
0.74),

(b) a p53-at kimutat6 harom antitest kozott (30 eset, 0.85-0.87),

(c) a fenti két csoport kozott (30 eset, 0.74-0.82),

(d) az EGFR-t kimutatdé Pharm-DX és Ventana antitestek kozott (23 eset, 0.76).

Osszefiiggés az egyes szabdlyozok aktivitasa kézott — Erésen szignifikans dsszefiiggést

(R>0.7) a kdvetkezdk kozott talaltunk:

(a) ap53 és a pEGFR kozott (34 eset, 0.78),

(b) az NF«B p65 és a survivin aktivitasa kozott (32 eset, 0.76),

(c) apanAKT és NF«kB vagy PDGFb kozotti erds dsszefliggés (0.88) azonban csak né-
hany esetre (8 és 7 eset) szoritkozott.

Osszefiiggés a klinikai adatok és az IHC aktivitdsok kozott — Az adatok értékelésekor
az THC reakciok aktivitasa alapjan két csoportot képeztiink: erds aktivitasu mintak
(megfelel a 7-9 értékkel jellemzetteknek) és gyenge aktivitas (0-3), mig az d&tmeneti ér-
tékeket (4-6) mutatd mintaktol eltekintettiink. Kritériumként szabtuk meg, hogy még
ezen beliil is csak azokat a szabalyozokat vessziik figyelembe, amelyeknél legalabb 8
eset értékelhetd volt, és az értékelés alapjan legalabb 70%-uk tartozott az erdsen vagy
gyengén aktiv csoportba. A mintak IHC-értékei €s a klinikai jellemzok, elsdsorban a
progresszioval kapcsolatosak, kevés dsszefliggést mutattak. Az EGFR (Ventana) anti-
testtel kapott eredmények azok, amelyek elég egyértelmiien utalnak arra, hogy a diag-
balyozasi menetrendjének elemei ismerhetdk fel. Ezt erdsiti, hogy az dssztulélés és a
progresszidmentes tilélés esetén is az EGFR mellett az altala befolyasolt Gt résztvevoi
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(RAS, RAF, ERK) jelennek még meg gyakrabban. Onmagiban tehat az EGFR
expresszioja nem jelent rossz prognozist (mint ahogy nem jelent pl. tiidérak esetében
az EGFR-muticio). Valoszinii, hogy vastagbélrakoknal a szabalyozas normalis gatloi
(pl. szuppresszorgének) mondanak csddot. A STAT3 szerepének tisztdzasa — amely
ugyancsak kapcsolatban van az EGFR-uttal — tovabbi vizsgalatot igényel.

OSSZEFUGGES AZ IHC MINTAK AKTIVITASA ES A PROGRESSZIO KOZOTT

‘Eré’s aktivitas Gyenge aktivitas
Ossztilélés
>10 év EGFR(V), BAX -
6-10 év EGFR(V), RAS, STAT3, NFkB CD44v6
3-5¢v EGFR(V), RAS, BAX, p53, kaszpaz-8§, CD44v6
E-kadherin, survivin
0-2 év EGFR(V), ERK, RAF -
PFR (progressziomentes tulélés)
>6 év EGFR(V), RAS, STAT3 CD44v6
3-5¢év —
1-2 év EGFR(V), ERK, RAS CD44v6
0-1 év EGFR(V) -

A daganatsejtek terjedését befolyasold markerek koziil az E-kadherin a hosszabb tul-
¢éléssel, a CD44v6 a rosszabb progndzissal tarsult, ami egybehangzik az eddigi megfi-
gyelésekkel. Az apoptozist jellemz6é markerek (pl. BAX, p53, kaszpaz-8, survivin,
NF«xB) nem mutattak jellemz0 képet a progresszioval kapcsolatban.

MEGBESZELES — A vizsgalatok elsd része a szabalyzok (potencialis markerek) THC-vel
értékelt aktivitasat egymassal hasonlitotta 6ssze. Tapasztalataink szerint a 6 EGFR-t
kimutato antitest egymashoz igen kozeli aktivitast mutatott. A legszorosabb kapcsola-
tot a PharmDX ¢és Ventana, valamint a foszforilalt antitestek kozott talaltuk. Mivel a
foszforilalt allapot a jelenlét mellett a funkciora is utal, ezért ezek alkalmazasa javasol-
hat6 az EGFR meghatarozasara. Hasonldan jo egyezést mutattak a p53 elleni antites-
tek. Bér az altalanositashoz kevés az adat, valoszinii, hogy az IHC-nél alkalmazott re-
akciok elég megbizhatoan mutatjak ki a kérdéses markereket.

A vizsgalt betegek konvencionalis kemoterapiaban résesiiltek, és a daganatsejtek tera-

piara adott valaszaban — a jelek szerint — nem az EGFR-ut volt a meghatarozo (leg-
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alabbis nem az egyetlen). Az a tény, hogy jelenleg a KRAS vad tipusat hordozo esetek-
ben az anti-EGFR monoklonalis antitestekkel (cetuximab, panitumumab) végzett ke-
zelések klinikai eredménye — az Osszes vastagbélrakot tekintve — csak 10-20%, jelzi
egy¢b terapias valaszt befolyasolo események jelenlétét. Ezen a téren feltehetd az ese-
tek kozotti jelentds heterogenitas magyarazhatja azt, hogy statisztikailag szignifikans
markercsalad, a progresszié szempontjabdl alig jelolheté meg, mert egy-egy szabalyo-
z6 ritkén éri el az értékelési — azaz az eldfordulasi — kiiszobot. Az ugyancsak valdszi-
ntsithetd, hogy a progresszioval jard heterogénné valas el6tt, amikor még feltehetéen
az EGFR-ut a késdbbieknél jobban befolydsolja a tumor ndvekedését, az
anti-EGFR-ut (nem feltétleniil csak anti-EGFR) elleni terapids tamadas eredménye-
sebb lehet.

VERALVADAS ES A DAGANATOS PROGRESSZIO

Az els6 leirasok ota tobbszordsen megerdsitették, hogy kétiranyu kapcsolat all fenn a
VTE (vénas tromboembolidzis) és a daganatok kozott. Egyrészt a daganatos betegek-
ben fokozott a VTE rizikoja (7-28-szorosra), kiilondsen a diagndzis utdni elsé néhany
hoénapban és tavoli metasztazisok esetén; és forditva, a daganat keletkezésének na-
gyobb az esélye az idiopatias VTE elso epizddjat kovetd 2 éven beliil. Hospitalizalt da-
ganatos betegeken a VTE a masodik leggyakoribb haldlok, minden hetediknél
tidéembolia 1ép fel. A mitét ugyancsak emeli a rizikot.

Daganatos betegekben sok olyan tényezo fokozhatja a koagulacios aktivitast (pl. TF,
uPA, CP), amelyek rezisztensek a normalis antikoagulacioval szemben. A daganat n6-
vekedésével a koagulacios kaszkad aktivalasa fokozza egyben a fibrinolitikus rendszer
aktivitasat is. Ennek egyik markere a plazmaban a D-dimer (DD) szint emelkedése,

amely egyben jelzi a trombus- és az emboliakeletkezés esélyének ndovekedését.

Tumoros (és nem tumoros) betegeken a trombozis kialakuldsanak megel6zésére és ke-
zelésére leginkabb elterjedt eszk6z a nem frakcionalt heparin (unfractionated heparin
— UFH, illetve Gjabban szarmazékai, az alacsony molekulasulyt heparinok (low
molecular weight heparin — LMWH).

Az utobbi idében felmeriilt, hogy a heparin és az LMWH-k a trombdzist megel6z6 ha-
tasuk mellett javithatjak a daganatos betegek tilélését. A preklinikai adatok szerint ez
a hatas a metasztazisgatlason keresztiil érvényesiilne, de ennek a mechanizmusa nem

ismert. Valoszinii, hogy a tumorellenes hatas fiiggetlen a hemosztazisra gyakorolt ha-
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tastol, bar a heparin sok olyan kapcsolattal rendelkezik, amelyek a metasztazis-
képzddésben fontosak lehetnek. Ilyen partnerek lehetnek enzimek (pl. a heparanaz),
adhézids molekulak (pl. P- és L-szelektin), novekedési faktorok, citokinek. A heparin/
LMWH ebben az esetben megnehezitheti vagy meggatolhatja azt, hogy a tumorsejtek
megvédjék magukat pl. a keringésben trombocita- vagy fibrinkdpennyel, vagy gatol-
hatja kitapadasukat az endotélsejteken (és igy az extravazaciot). A heparin/LMWH ha-
tasa a lokalisan névekedd tumorra még kevésbé ismert, amit feltételeznek az az, hogy
ezen a téren az angiogenezis gatlasa lenne igen fontos.

Sajat vizsgdlatok
A kovetkezdkben két vizsgalat megfigyeléseirdl szamolunk be.
1. VIZSGALAT

Betegek, kezelés — A randomizalt, nyilt, retrospektiv vizsgalatban LMWH-val kezelt
¢és nem kezelt szolid daganatos — szinte kizardlag emlérakos €s vastagbélrakos — bete-
geket értékeltiink (96 beteg — 62 emldrak, 29 vastagbélrak, 5 petefészekrak). Az
LMWH-kezelés nadroparinnal (Fraxiparin) tortént a kemoterapias kezelés alatt, illet-
ve a ciklusok kozott, legalabb 6 honapig. Az LMWH-t sc. kapta a beteg, naponta egy-

szer, a testtomeg alapjan szdmitott dozisban.

A vizsgalat célja—abetegeknél a progressziomentes és a teljes talélés értékelése (utdb-
bi a kezelés kezdete és a halal bedllta vagy az utolso vizit ideje kozotti idot jelenti). A
betegség stadiumat a TNM-rendszer alapjan allapitottuk meg.

EREDMENYEK — Az LMWH-kezelt betegek koziil azoknal mutatkozott statisztikailag
elényds hatés, azaz hosszabb tulélés, akiknél a primer tumor T3 vagy T4 stadiumban
volt. A nyirokcsomok érintettsége (N) nem okozott eltérést a két csoport kozott. MO
vagy M1 stadium mindkét csoportban eléfordult. Meglepetésre, az LMWH-kezelés
hosszabb tuléléshez vezetett akkor, ha a betegeknél a kezelés kezdetekor mar kimutat-
hatd(k) volt(ak) a metasztazis(ok) (kivéve a kozponti idegrendszert) (M1 stadium).

Az atlagos kovetési id6 4.9 év volt. A diagnoziskor észlelt klinikai allapothoz képest
bekovetkez6 valtozast — regresszio, progresszio, valtozatlan allapot — képalkotokkal és
markerekkel értékeltiik A vizsgélt idészak végén (az utolsé korhdzi vizit vagy az elha-
lalozas idépontja) az LMWH-val kezelt betegeknél 32.3%-ban alakult ki progresszio,
a kontrollcsoportnal 50.7%-ban. A progressziomentes tilélés atlaga 35 honap volt a
kezelt és 26 honap a kontrollcsoportban, mig regresszi6 (tumortémeg 25%-nal na-
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gyobb csokkenése) 12.5%-ban, illetve 3.1%-ban fordult el§. Klinikai valtozas nem ko-
vetkezett be a betegek 55.2%-anal az LMWH-kezelt, illetve 46.2%-ban a kontroll cso-
portban.

2. VIZSGALAT

Betegek — Osszesen 299 — emlérakban, vastagbélrakban, pancreasrakban és petefé-
szekrakban szenvedd — beteget valasztottunk be random abba a retrospektiv vizsgalat-
ba, amelynek elsddleges célja az LMWH-kezelés hatasanak, valamint a D-dimer, mint
potencialis prognosztikai faktor vizsgalata volt.

Markerek — A tumormarkereket — CEA, CA125, CA15-3, CA19-9 —, valamint a
hemosztazis jellemz6 tényezdit rutin laboratoriumi modszerekkel mértiik (a vizsgala-

tokat a korhaz Kozponti Laboratoriuma ¢s Patologiai Osztalya végezte).

Kezelés — Tromboprofilaxishoz a betegek nadroparint, enoxaparint (Clexane, Sanofi-
Aventis) vagy dalteparint (Fragmin, Pfizer) kaptak. Az LMWH-t a betegek az
adjuvans terapia (rendszerint a 6 honapos ciklus) soran, majd ezutan 3 honapig, vagy a
palliativ kezeléskor (a kemoterapiaval parhuzamosan) kaptak. Terapia okozta szovod-
mény csak 4 esetben fordult eld. A kemoterapids kezelés a megfeleld standard proto-
kollok szerint tortént.

EREDMENYEK — A vizsgalt esetekben az életkor értékei a szokdsosakat mutattak. Az
sem meglepd, hogy a pancreasrakok t6bb mint 80%-a elérehaladt vagy metasztatikus,
inoperabilis allapotban keriilt felismerésre, ez tiikkrozodik a rovid talélésben is. Bar az
emlérakok zome a diagnoziskor az I/I1. stddiumban volt, a késéi felismerés aranya ma-

gas (tobb mint az esetek negyede), ami szlirési problémakra hivja fel a figyelmet.

Osszefiiggés az LMWH-kezelés és a hemosztaziszavarok kézétt — Hemosztaziszavar
(vénatrombozis, embolizacid) az LMWH-val kezeltek k6zott 11.5%-ban (24/208) for-
dult el6 (15.8%-ban, ha az arterias trombodzisokat és embolizaciot is értékeljiik). Lé-
nyeges kiilonbségek mutatkoztak az egyes tumortipusok kdzott (pl. emléraknal 6.6 %
— legalacsonyabb érték, pancreasraknal 22.7 % — legmagasabb érték).

Kérdés, hogy van-e kapcsolat a fenti adatok és a D-dimer (tovdbbiakban DD) szintje
kozott, hiszen a DD-szint elvileg a fokozott koaguléacios allapotot tiikkrdzi. Ha minden
daganatos esetet egyiitt értékeliink, akkor az emelkedett DD-szint sokkal rosszabb
prognozist jelzett, mint a normalis szint (€16k / halottak ardnya: 30.1% versus 88.4%) a
12 éves értékelési periodus alatt.
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Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a DD-szint és a tulélés kozott — A tilélés értékelésekor
(2011. november) csak azokat a betegeket vettiik figyelembe, akiknél a diagnozis
2000. januar és 2009. decembere kozott tortént. Ezért a betegeket két csoportra osztot-
tuk a talélés szempontjabol, azokra, akik kevesebb, mint két évvel élték tul a diagno-
zist (<2 év), és azokra, akik tobb mint 2 évvel (>2 év). Az 6sszes LMWH-kezelt beteg
adatat tekintve nem volt kiilonbség a két csoport kozott. Ezt mutattak a petefészekra-
kos és a vastagbélrakos esetek, mig emléraknal a betegek 76.5%-a, pancreasraknal pe-
dig csak 26.0%-a kertilt a hosszabban tilélok kozé. Utobbiak szoros sszefiiggést mu-
tatnak a daganatok elérehaladt stddiumaval a diagnézis idején. A DD-szint esetén a
hosszabb tulélés egyforman jelentkezett az emelkedett és normalis értékeket mutatd
esetekben, mind az dsszes esetet egyiitt értékelve, mind az egyes tumortipusoknal, a

pancreasrakokat kivéve.

A stadium a tumor progresszidjat jelzi. Az LMWH-val kezeltek kozott a DD-szint
emelkedése sokkal gyakoribb volt az el6rehaladottabb, mint a koraibb stadiumban, igy
ezek az értékek a rosszabb prognozisra utaltak. A kiilonbségek szignifikansnak bizo-
nyultak. Az ellenkezdjét talaltuk a korai stddiumokban, ahol a normalis DD-szintek a
jobb prognoézis mellett széltak. Mindez arra utal, hogy a DD-szint potencialis prog-
nosztikai marker.

Osszefiiggés a ,, klasszikus ” tumormarkerek és a DD szintjei kozott— A vizsgalatba be-
vont tumorok esetében mindennapos a markerek hasznalata, els6sorban a progresszio
megitélésére, ami egyben tiikrozi a terapia eredményességét is, végsd soron prognosz-
tikai informaciot hordoznak. Az értékelt eseteknél részben a diagndziskor mért értéke-
ket vettiik figyelembe, részben a betegség lefolydsa soran észlelteket.

A vizsgalatbol az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le.

(a) A pancreasrakok és a petefészekrakok esetében az emelkedett DD-szint gyakorisa-
ga hasonld volt a klasszikus markerekéhez (pancreasrak: CA19-9, petefészekrak:
CA125/CEA), viszont sokkal gyakoribb volt vastagbél- ¢s emlérakok esetében a szo-
kasos markereknél (vastagbél: CEA, emlorak: CA15-3/CEA).

(b) Ugyanezt a tendenciat lehetett megfigyelni a stddiumokkal jellemzett progresszid

soran.

(c) Eléfordult, hogy a klasszikus markerek és a DD szintjei egyiitt emelkedtek, vagy
maradtak normalis szinten, de ennek az egylittes valtozasnak a gyakorisaga messze

nem érte el az §sszes esetet.
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(d) Az értékelés szerint emldrakok és petefészekrakok esetében a CEA meghatarozasa
feleslegesnek latszik.

MEGBESZELES — Az LMWH-k (és a heparin) véralvadast gatld hatdsuk mellett tobb
megfigyelés szerint daganatellenes hatéssal is rendelkezhetnek. A tumorgatlas érvé-
nyesiilhet lokalisan (erre utalnak az 1. kisérlet eredményei — gatlas a primer tumor €s a
metasztazis novekedésében), ¢s a progresszio soran egyarant. Utobbi elsésorban a
metasztatizalas gatlasat jelentené, amely azért latszik elfogadhatonak és magyarézha-
tonak, mert az LMWH-k képesek megakadalyozni a véralvadasi kaszkadot, ezzel pl. a
tumorsejtcsoportokat a keringés és immunrendszer artalmaival szemben védo fibrin-
kopeny kialakuldsat. A gatlo hatds sejtszinten is érvényesiilhet, elsésorban a trombo-
citak és az endotélsejtek koagulaciot eldsegitd hatasanak kikapcsolasaval. A tumorok
lokalis novekedésének befolyasolasat elsésorban az angiogenezis gatlasan keresztiil
érhetik el az LMWH-k, de ezen a téren is ellentmondasosak a megfigyelések. A ma-
gyarazat azért is nehéz, mert az angiogenezisnek tobb formaja 1étezik, és ezek eltérd
terapias tamadaspontokat jelentenek.

Els6sorban a terapia megvalasztasanak szempontjabol nagyon fontos a betegséget kii-
16nb6zd szempontbdl megbizhatdan jellemzd markerek hasznalata (diagnosztikai,
prediktiv, prognosztikai markerek). Ilyen markerekkel rendelkeziink ugyan, azonban
hatékonysaguk, amelyet az érzékenységiikkel (szenzitivitas) és specificitasukkal ér-
nek el, mar sok kivannivaldt hagy maga utén. Feltételeztiik, hogy ha a szervezetben a
koagulacids éllapot a tumornak kedvez, akkor az ezt jelz0 markerek koziil pl. a
D-dimer is ,,viselkedhet” markerként. Erre utalt az, hogy — az 6sszes tumort figyelem-
be véve —a DD emelkedett szintje rossz prognozissal parosult. A tumortipusokat te-
kintve az emelkedés leggyakrabban petefészekrak eseteiben volt kimutathatd, legrit-
kabban emléraknal. Ezek az adatok indokoltak azt, hogy a DD-szint emelkedését az
egyes tumortipusokban széles korben hasznalt markerekkel hasonlitsuk 6ssze. Ez az
Osszehasonlitas azért is indokolt, mert a jelenlegi markerek hatékonységa enyhén szol-
va nem megfeleld, illetve megfeleld bizonyos hatarok kozott, amelyekkel alkalmaza-
suk soran tisztdban kell lenni. Csak példa, hogy még a petefészekraknal alkalmazott
CA125 is a korai esetek csak kb. felében (a mi vizsgalatainkban 34.0%-ban) emelke-
dett. Ezért tovabbi markereket kerestek és azonositottak a HE4/WFDC2-t, amely a
CA125-tel kombinalva emeli a prognozis megitélésének pontossagat. Sajat, 2. vizsga-
latunkban, nagyon hasonldan, a DD-szint azonosan vagy jobban emelkedett a daganat-
novekedés koraibb, majd a késébbi stadiumaiban, mint a klasszikus markerek. A
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pancreasrak kivételével (amelyet smajdnem mindig a késdi stadiumban fedeztek fel) a
tobbi tumornal (emlérak, vastagbélrak, petefészekrak) a DD-szint prognosztikai
markernak mutatkozott. Vizsgalatunk arra is rdmutatott, hogy pl. emléraknal és pete-
fészekraknal nem indokolt a CEA meghatarozasa.

Az 1j és pontosabb markerek vizsgalata kiterjedten folyik, nem egyszer tobbszords
markerek, azaz marker-profil meghatarozasaval (ilyen pl. emlérakoknal az Oncotype
DX, vagy a Mammaprint — de hasonldoak mar mas tumortipusnal is megjelentek). A
DD-szint prognosztikai képessége azért is jelentds, mert koltséghatékonysag tekinte-
tében igen kedvezo lenne.

OSSZEFOGLALAS

A biomarkerekkel kapcsolatban végzett vizsgalataink soran az alabbi fébb megallapi-

tasokra jutottunk.

1. Az anti-EGFR-kezelés masodik, sokszor tobbedik vonalban is klinikai elonyt
(operabilitas, regresszid) ért el a vad-tipusit KRAS-t hordoz6 betegek 36%- aban.
A KRAS mutansok kozott a G13D mutacid volt a leggyakoribb, amely Gjabb ta-
pasztalatok szerint még érzékeny lehet anti-EGFR kezelésre.

2. Vastagbélrakmintak immunhisztokémiai (IHC) vizsgalata (TMA-val) arra utalt,
hogy az IHC értékek és a klinikai — elsésorban progresszioval kapcsolatos — jel-
lemz6k kozott kevés a kapcsolat. Az EGFR elleni antitesttel kapott eredmények
szerint a diagnozishoz vett mintakban igen nagy aranyban — a talélés hosszatol flig-
hogy az EGFR mellett els6sorban az altala befolyasolt ut elemei jelennek még meg
(RAS, RAF, ERK, STAT3). A kiilonbséget a szabalyozas gatloinak funkcioveszté-
se jelentheti, illetve mas génhibak jelenléte.

3. A D-dimer szintje azonos vagy jobban emelkedett a daganatndvekedés koraibb
stadiumaiban, mint a klasszikus markereké. A vizsgalt daganattipusoknal (eml6-
rak, vastagbélrak, petefészekrak) a D-dimer szintje prognosztikai markernak mu-
tatkozott, és meghatarozasa ajanlott a klasszikus markerek mellett — utobbiak ko-
zott viszont a CEA meghatarozasa pl. emléraknal és petefészekraknal nem indo-
kolt.
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