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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Akt: protein kindz B (PKB)

CLDN: Claudin

EGF: epidermalis ndvekedési faktor (Epidermal Growth
Factor)

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal
Growth Factor Receptor)

EGFRVIII: epidermalis novekedési faktor receptor Ill-as
varians (Epidermal Growth Factor Receptor variant I1I)

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio

HNSCC: a fej-nyak régié laphamrakja (Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma)

HPV: Human papillomavirus

kDa: kilodalton

KSH: Kdzponti Statisztikai Hivatal

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz

TK: tirozin-kinaz

PCR: polimeréz lancreakcid

RAF: rat fibrosarcoma

RAS: rat sarcoma

RFLP: restrikcidés fragmenshossz polimorfizmus (Restriction
Fragment Length Polymorphism)

RR: relativ kockazat (Relative Risk)

TGF-a: transzformalé novekedési faktor alfa (Transforming
Growth Factor-a)

TJ: Tight Junction

TMA: szoveti microarray technologia (Tissue Micro Array)



1. BEVEZETES

. A fej-nyaki laphamrakok

A rosszindulatu fej-nyaki daganatok legnagyobb részét
(mintegy 90%-at) a laphamrakok (HNSCC) teszik ki. A
tapcsatorna felsé szakaszabol és a felsd légutak hamjabol
kiindul6 laphamrakok dontd tobbsége szajiiregi, garat és gége
eredetli, egységes a szovettani szerkezetik és hasonld
etiologidval rendelkeznek. A fej-nyaki laphdmsejtes tumor
vilagszerte 600 000 1) eset megjelenésével 2012-ben a hatodik
leggyakoribb daganatféleség, mortalitisa 320 000. A KSH
adatai szerint Magyarorszagon 2011-ben kozel 4400 1 beteget
regisztraltak, ami incidencia és mortalitas tekintetében a tiido-
¢és a colorectalis daganatok utan a férfiak korében a 3. helyet
jelenti. Prognoézisuk igen rossz, a legtobb esetben a betegek
késoi stadiumban fordulnak orvoshoz a malignus elvaltozassal.
A két kozismert rizikofaktor, a leggyakoribb kémiai
karcinogének, az alkoholfogyasztas és dohdnyzas mellett egyre
tobb adat utal a virdlis etiologia lehetséges szerepére a fej-
nyaki laphamrakok kialakuldsdban. A megjelent tanulmanyok
szerint integralt HPV-t a HNSCC-k 19-35 szédzalékaban lehet
kimutatni. Szdvettanilag a HPV-pozitiv csoport altalaban
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magasabban differencialt, gyakran verrukézus jellegli, ¢és
szamos tanulmany szerint szignifikansan jobb tuléléssel tarsul,
ami a daganatok fokozottabb sugar- ¢és kemoterapids
érzékenységében nyilvanul meg.

Hazai beteganyagunkon az anamnesztikus adatok alapjén a
HPV-pozitiv esetekre jellemzObb a kémiai és virdlis
karcinogenezis egyiittes jelenléte; az igazoltan viralis etiologiai
eredet ritka.

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 tulélése ezzel parhuzamosan
nem ndvekedett szignifikdnsan. A kezelés hatékonysaganak
novelésére reményteli lehetdség az eddigi kezelések
kiegészitése targetspecifikus terapiaval, ezen kiviil igen fontos
az 1j molekularis biologiai prognosztikai és prediktiv faktorok
feltérképezése €s alkalmazasa is. Miutan a HNSCC-k egyik 6
jellemzdéje az EGFR-overexpresszid, ezért az EGF-receptort
célzd gyogyszerek a fej-nyaki tumorok esetében is

kiprobalasra, illetve bevezetésre kertiltek.



. Az EGFR és hibai

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) egy 170
kDa tomegl glikoprotein, mely egy extracellularis ligandk&td
régiobol, egy hidrofob transzmembran régiobol és egy tirozin-
kindz aktivitdssal rendelkezé intracellularis doménbdl all.
Szamos ligand aktivalhatja a receptort, melyek kozil a
legjelentdsebbek az epidermalis novekedési faktor (EGF) és a
transzformalé novekedési faktor-a (TGF-a). Az aktivalt
receptorok szamos intracellularis jelatviteli kaszkadot inditanak
be, melyek koziil az EGF-receptor esetében a legfontosabb
utvonal a RAS-Raf-MAP-kinaz és a foszfatidil-inozitol-3-kinaz
(PI3K)-Akt-kindz utvonal. Normal sejtekben ezen utvonalak a
proliferacié ¢és a differencidcio serkentésével a szdveti
homeosztazis fenntartasaért felelések, tumorsejtekben azonban
aktivaciojuk fokozza az angiogenezist, gatolja az apoptdzist,
valamint  sejtadhéziot, invazidt ¢és  metasztazisképzést
eredményez.

Tobb tanulmany szerint fej-nyaki daganatok esetében az EGFR
fehérje overexpresszidja 70-90 szazalék kozé tehetd. Az EGFR
overexpresszid ¢és amplifikacid fej-nyaki tumoros betegeknél is

kedvezotlenebb taléléssel tarsul.



Az EGF-receptor gatlasara jelenleg két hatdanyagcsoport all
rendelkezésre: a gatlas megvalosulhat egyrészt
extracellularisan haté6 monoklonalis antitestekkel, valamint
kismolekulasilyt  tirozin-kindz  inhibitorokkal, = melyek
intracellularisan a receptor tirozin-kindz enzimaktivitdsat
blokkoljak. A preklinikai vizsgélatok alapjan az EGF-receptor
idedlis célpontnak tiint a daganatterdpidban, a klinikai
eredmények mégsem feleltek meg teljes mértékben az
elvarasoknak. Megjelentek olyan publikaciok is, melyek szerint
a tumoros betegeknek minddssze 10-20 szazaléka reagal
megfelelden az anti-EGFR kezelésre.

Az EGF receptornak és a jelpalyajanak tobb hibdja ismert
epitelidlis eredetli tumorokban, melyek az anti-EGFR terapia
hatasossagat befolyasoljak. A protein overexpresszion és a

crer

génamplifikdcion til a TK domén mutéciojat és az
varianst hozza 1étre) is leirtdk szdmos tumortipusban. A KRAS,
mely az EGFR-szignalizacid egyik legjelentdsebb fehérjéje és
az egyik leggyakoribb onkogén human tumorokban, szintén
hordozhat az anti-EGFR terdpia kimenetelét befolydsolod

mutaciokat.



o Claudinok

A claudinok 20-27 kDa molekulasulyu fehérjék, melyek a tight
junction (TJ) tipust sejtkapcsold struktirak felépitésében
vesznek részt, fontos szerepiik van a paracellularis
permedbilitds szabdlyozdsdban és a sejt polaritdsanak
fenntartasaban  epitel és  endotel sejtekben.  Négy
transzmembran doménbdl és két extracellularis hurokbol
éplilnek fel, emellett citoplazmatikus N-terminalis és C-
terminalis végekkel rendelkeznek. A rosszindulata daganatok
kialakuldsa és progresszidja soran a sejt-sejt kapcsolatok
megvaltozdsa tapasztalhatdo, mely folyamat sordn a
sejtkapcsold  struktardk, koztik a  claudinmolekuldk
alterdloddasa is tetten érhetd. Ezek a  valtozdsok
megnyilvanulhatnak a claudinoknak a normal szovethez képest
fokozott vagy csokkent expresszidjaban, amely a késdbbiekben
felhasznalhato lehet a szovettani differencial-diagnosztikaban,
valamint prognosztikai jelentéséget hordoz, és targetspecifikus

terapia alapjat is képezheti.



2. CELKITUZESEK

Hazai beteganyagon vizsgaltuk az EGF-receptor epitdp-
mintazatat négy epitopspecifikus antitest segitségével, tovabba
az EGFR gén lehetséges hibait (amplifikécio, vIII-, TK domén
mutacid), melyekrdl ismert, hogy a célzott terapia hatdsossagat
jelentdsen befolyasoljak. Ezen feliil célkitlizésiink volt a HPV
infekcio és KRAS mutacid jelenlétének keresése a tumorokban.
Tovabbi célkitlizésként fogalmaztuk meg ugyanezen daganatok
¢és a szomszédos normal ham claudinexpresszids mintazatanak

vizsgalatat.

Felmeriilo kérdéseink:

1. A kiilonbozé lokalizacioju fej-nyaki tumorok milyen
mértékben expresszaljak az EGFR fehérjét?

2. A fentebb emlitett és altalunk vizsgdlt molekuldris
tulajdonsagok milyen Osszefliggésben dallnak egymaéssal,
hatassal ~ vannak-e a  Dbetegek  tulélésére illetve
magyarazhatjdk-e az EGFR ellenes terdpia esetleges
hatastalansagat?

3. A fej-nyaki régi6 teriiletén a normal ¢és daganatos szovet

claudinmintazata eltér6-e, mutat-e lokalizécios kiilonbséget,
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illetve az esetleges expresszids kiillonbségeknek van-e
kapcsolatuk az  altalunk  vizsgdlt klinikopatologiai
paraméterekkel?

4. Az esetleges eltérd claudinmintazat 6sszefliggést mutat-e a

progndzissal?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Mintaink a SE Fiil- Orr- Gégészeti és Fej- Nyaksebészeti
Klinikajan fej-nyaki laphdmrékkal kezelt 71 beteg miitéti
anyagaibol szarmaznak.

Immunhisztokémiai modszerrel tortént az EGFR, a VIl
mutacid és a claudinok expresszidjanak feltérképezése (TMA).
FISH technikat alkalmaztunk az EGFR génamplifikacio
vizsgalatara, PCR-t a TK domén muticid6 (HRM), a KRAS
mutaci6 (RFLP) ¢és a HPV 16, 18, 33 pozitivitas
meghatdrozasara. Az eredményeinket megfeleld statisztikai

modszerekkel elemeztiik.



4. EREDMENYEK

. EGFR

Az EGF-receptor génszamara vonatkozoan az esetek 11,6%-
aban talaltunk génamplifikdciét, mely leggyakrabban a
hypopharyngedlis régidoban fordult eld; poliszomiat 8,7%, mig
triszomiat 24,6%-ban allapitottunk meg. Osszesen tehat a
mintdk 45%-aban volt emelkedett EGFR génkdpiaszam, mely
szignifikdnsan rosszabb tulélési ardnnyal tarsult.

Az EGFR fehérje expresszidja ¢és aktivitdsa a kiilonbozo
lokaliz4cioji tumorokban kiilonbségeket mutatott, illetve a
receptor kiillonbozd epitdpjainak festddése is eltérd intenzitast
volt. Ezen kiviil egy tumoron beliil is nagyfokll heterogenitast
tapasztaltunk. Az intracellularis domént felismerd antitestet
haszndlva a 3+ erdsségli proteinexpresszid szignifikansan
rosszabb talélési ardnnyal tarsult. Azoknak a betegeknek,
akiknek a tumoraban az EGF-receptor emelkedett aktivitast
mutatott (foszfo-EGFR specifikus antitesttel vizsgalva az
aktivitast), jobb volt a talélése. Ez az eredmény azonban a
statisztikai szignifikancia szintjét nem érte el.

A VIII mutacié gyakorisdga mintdinkban 21% volt, melyek

tobbsége a laryngealis régidoban fordult eld.
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TK domén mutacié tumormintainkban nem fordult el6, KRAS
mutacio 2,8%-ban.

Integralt, magas rizikoja HPV (HPV 16, 18, 33) jelenléte a
mintdk 19,7%-4ban volt jelen, tobbségében nyelvgyoki és
tonsillaris lokalizacioban. A korabbi irodalmi adatokkal
ellentétben az altalunk vizsgalt populdcidban a HPV pozitivitas
nem tarsult jobb talélési ardnnyal.

Elvégeztiik az EGFR hibdi, a hisztologiai jellemzdk és a HPV
infekcio egyiittes statisztikai kiértékelését. Megallapitottuk,
hogy az dsszes VIII varidns esetében emelkedett génkopiaszdm
volt jelen, mig vad EGFR-t kifejez6 tumorokndl az emelkedett
kopiaszam csak 30%-ban fordult eld. Az EGFR aktivacio
mértéke és a HPV infekcido nem allt dsszefliggésben a vIII
mutans receptor jelenlétével. Statisztikailag semmilyen
Osszefiiggést sem sikeriilt kimutatni a HPV infekci6 és a vIII
mutacid, illetve az EGFR aktivitds kozott. A HPV-pozitiv
daganatos mintakban egy esetben sem fordult eld
génamplifikacio. Kimutattuk, hogy a vizsgélt fej-nyaki
tumorok esetén a klasszikus klinikopatologia faktorok koziil a
gyulladdsos infiltraci6 ¢és az  érbetorés rendelkezik

prognosztikai jelentdséggel.
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o Claudinok

A normdl ¢és a daganatos hambodl szdrmazd mintdink egyarant
negativnak bizonyultak CLDN3, -8, és -10-re.

A CLDNI1, -2 és -7 expresszio szignifikans kiilonbséget
mutatott a normal ¢és malignus szovetek kozott, mely
expresszios kiilonbségek tobbnyire fliggetlenek voltak a
lokalizaciotol, kivéve a CLDN1 kifejez6dését, mely
oropharyngealis daganatokban szignifikdnsan magasabb volt,
mint a masik két lokalizacidban. A normal hamhoz viszonyitva
a tumoros mintainkban emelkedett CLDN1 és -7, illetve
csokkent CLDN2 expressziot talaltunk. A tumoros mintak
CLDNI1 expresszi6 mértéke emelkedettebb volt a CLDN7
kifejez6déséhez viszonyitva. A CLDNI, -2 és -7 expresszioja
fiiggetlennek bizonyult a legtobb ismert klinikai és patologiai
paramétertél, példaul kortél, nemtdl, HPV-statusztdl,
alkoholfogyasztastal, stadiumbeosztastol és szoveti
differencidlodastol.

A CLDNI1 ¢és CLDN7 expresszidja nem befolydsolja a teljes
tulélést, azonban a CLDN2 alacsonyabb expressziojahoz

rosszabb tulélés tarsult.
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S.

1.

KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan a hazai HNSCC betegpopulacié az
EGFR biologiai jellemzoéit tekintve nem tér el az eurdpai
atlagtol. A hagyomanyos patoldgiai paraméterek (tumorok
differencialtsagi foka, érbetorés, gyulladasos beszlirddés)
szoros korrelaciot mutattak a taléléssel. Az EGFR tulzott
expresszioja daganatos mintdink nagy részében kimutathatd
volt. Az EGFR fehérje expresszidja és aktivitdsa, a
kiilonbozé epitopok festddése azonban a kiilonbozo
lokalizacioji tumorokban, illetve egy tumoron belil is
nagyfoku heterogenitast mutatott. Ebbdl kdvetkezden ennek
diagnosztikai  és  prognosztikai  jelentéséget  nem

tulajdonitunk.

. Az EGFR emelkedett kopiaszama és talzott expresszidja

szignifikansan kedvezotlenebb tuléléssel tarsult. Szemben az
eddigi szakirodalmi adatokkal, sajat tumoros mintdink HPV
pozitivitasa (19,7%) nem tarsult kedvezobb tuléléssel, ami
azzal magyarazhatd, hogy betegeinknél az anamnesztikus
adatok alapjan a kémiai és a virdlis karcinogenezis egyiitt
fordult eld. Daganatos mintdinkban egyatalan nem volt jelen
a TK domén mutacidja, és a KRAS mutacio is ritkan fordult

el6 (2,8%). Ezzel szemben a vIII mutici6 21%-o0s
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gyakorisdga azt sugallja, hogy az anti-EGFR terapidk
hatastalansagénak hatterében az egyik jelentds tényez6é az
EGFR VIII varidnsa lehet. Célszerli lenne ezért a terdpias
antitestek alkalmazésa eldtt az EGFR expresszio mértékének
vizsgalatan feliil a vIII varians jelenlétének kimutatésa is.

. A normal ¢és a daganatos hambodl szdrmazd mintdink
egyarant negativnak bizonyultak CLDN3, -8, és -10-re. A
CLDNI1, -2 és -7 expresszid szignifikdns kiillonbséget
mutatott a normal ¢és malignus szovetek kozott, mely
tobbnyire fliggetlen volt a lokalizaciotol, és az altalunk
vizsgalt legtobb ismert klinikai és patoldgiai paramétertdl. A
normdl hamhoz viszonyitva a tumoros mintdinkban
emelkedett CLDN1 és -7 expressziot mutattunk ki; ennek
Osszefliggése a tuléléssel nem volt szignifikans. A vizsgalt
daganatokban a CLDN1 expresszidja volt a legkifejezettebb,
ezért HNSCC-ben ezt josoljuk potencidlisan leghatasosabb
terapids targetnek.

. Daganatos mintdinkban a CLDN2 csokkent expresszidja
szignifikansan kedvezdtlenebb prognoézissal tarsult, ebbdl
kovetkezden jelenlétét vagy hidnyat igéretes prognosztikai

faktornak tekintjiik.
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nyujott munkdjukért: dr. Lotz Gébor a FISH analizisért, dr. Jori
Balazs és dr. Székely Csilla (KPS Kft) a HRM analizisért, dr. Fiile
Tibor a HPV kimutatasért, dr. Hegediis Baldzs és dr. Hegedis Zita az
RFLP vizsgalatért, dr. Kiss Andras a claudin vizsgalatért.

Halas vagyok dr. Tamas Laszlonak, Prof. dr. Répassy Gabornak,
Prof. dr. Timar Joézsefnek és Prof. dr. Kasler Miklésnak, hogy
lehetdvé tették munkamat az altaluk vezetett intézetekben.
Ko6szondm feleségemnek a dolgozat atnézése soran tett hasznos
észrevételeit és az angol forditasban nyujtott segitségét, neki és
lanyaimnak a sok éves tadmogatast és a mérhetetlen tiirelmiiket.
Végezetiil, de nem utols6 sorban halaval tartozom édesanyamnak és
édesapamnak.

A dolgozatomat édesapam, Dr. Szab6 Ivan emlékének ajanlom.
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