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1. Roviditések jegyzéke

3DCRT - 3D conformal radiotherapy — 3D konformalis besugarzas

ACE 27 — Adult Comorbidity Evaluation 27 — Feln6tt komorbiditas-értékeld skala
AgNOR — Argyrophilic proteins associated with the Nucleolar Organizer Regions —
eziistnitrat-reagenst tartalmazo kolloidos festési eljaras, amellyel a sejtmagokon beliil a
magvacska szervezd régio lathatova valik

AJCC — American Joint Comittee on Cancer — Amerikai ,,K6z06s* Rakbizottsag

ASCO — American Society of Clinical Oncology — Amerikai Klinikai Onkoldgiai
Tarsasag

BER — Base Excision Repair — a bazis kivagasaval miikddo javitomechanizmus

BSA — Bovine Serum Albumin — tehén szérum albumin

BSCC — Basaloid Squamous Cell Carcinoma — bazaloid laphamsejtes rak

CI — Confidence Interval — konfidencia intervallum

CSCC — Conventional Squamous Cell Carcinoma — hagyomanyos laphdmsejtes rak
CDK - Ciklin-dependens kinaz

DNS — Dezoxiribonukleinsav

DSS — Disease-Specific Survival — betegségspecifikus talélés

EBV — Epstein-Barr Virus

ECOG — Eastern Cooperative Oncology Group — Keleti Kooperativ Onkologiai Csoport
ECS — Extracapsular Spread — extrakapszularis terjedés (nyirokcsomo-attét esetén)
EDTA — Etilén-diamin-tetraacetat

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor — epidermalis novekedési faktor receptor
EMT — Epithelhalis-Mesenchimalis tranzicio

ERCCI — Excision Repair Cross-Complementation Group 1

FISH — Fluorescent In Situ Hybridization — fluorescens in situ hibridizacio

GST — Glutation-S-transzferaz

HER — Human Epidermal growth factor Receptor — az EGFR receptorcsalad masik
megnevezeése

HIV — Humén Immundeficiencia virus

HNC — Head and Neck Carcinoma — fej-nyaki daganat

HNSCC — Head and Neck Squamous Cell Carcinoma — fej-nyaki laphdmsejtes daganat
HPV — Human papillomavirus

HR — Hazard Ratio — relativ hazard



HSV — Herpes simplex virus

IMRT — Intensity Modulated Radiotherapy — intenzitasmodulalt sugarkezelés

ISH — In Situ Hybridization — in situ hibridizacio

MVD — Microvessel Density — mikroér denzitas

NCCN — National Comprehensive Cancer Network — Nemzeti Atfogé Onkologiai
Halozat

NCI — National Cancer Institute — Amerikai Raktarsasag

NER — Nucleotide Excision Repair — a nukleotid kivagasaval miikodo
javitdbmechanizmus

kovetési 1d6 alatt a betegeknek kevesebb, mint a fele halt meg

OR — Odds Ratio — esé¢lyhdnyados

PCNA — Proliferating Cell Nuclear Antigen — proliferalé sejt nuklearis antigén

PCR — Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcié

PD-1 — Programmed cell Death-1 receptor — A T-limfocitak felszinén elhelyezkedd,
azok aktivalodasat gatld receptor

PF — Poliploid Frakcid

qRT-PCR — quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction — reverz
transzkripcids, kvantitativ polimeraz lancreakcio

RR — Relative Risk — relativ kockazat

RTOG — Radiation Therapy Oncology Group — Sugérterapias Onkologiai Tarsasag

SPF — S-phase Fraction — S-fazis-arany

TGF — Transforming Growth Factor — Transzformald novekedési faktor

TMA — Tissue Microarray — Szoveti mikrochip

TNM — Tumor, Node, Metastasis — a primer tumor, nyirokcsom6 metasztazis, ill. tdvoli
metasztazis jelenlétét, ill kiterjedését mutatd stadiumbeosztas

UICC — Union for International Cancer Control — Nemzetkozi Rakellenes Unio

VC — Verrucous Carcinoma - verrukdzus karcindbma



2. Bevezetés
1. A témavalasztas indoklasa

Medikusként kezdtem tudomanyos didkkori, valamint klinikai munkét végezni a Jahn
Ferenc Dél-pesti Korhaz fiil-, orr-, gégészeti osztalyan fej-nyaki onkoldgiai témaban.
Mar ekkor lattam, hogy a fej-nyaki daganatos betegek tobbsége igen eldrehaladott
stadiumban keriilt az egészségiigy latoterébe, ezért - mar amikor egyaltalan lehetséges
volt - a kurativ beavatkozast csak a funkcionalitast (igy az életmindséget is) jelentdsen
csokkentd, csonkold miitét, és/vagy a jelentés mellékhatdsokkal jardé kemoterapia,
illetve irradiacid jelenthette. Egyetemi tanulmanyaim végeztével a Semmelweis
Egyetem Ful-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikajanak onkologia osztalyan
kezdtem dolgozni, ahol azt tapasztaltam, hogy azonos stadiumt és lokalizacidju
betegségek kozott rendkiviil nagy differencia lehet mind korlefolyast, mind terapias
vélaszt tekintve.

Eppen ezért tartom fontosnak a megelézésen és a korai diagnosztizalason tul, olyan uj
prognosztikai tényezdk azonositasat, amelyek egyrészt magyarazzdk ezeket a
kiilonbségeket, masrészt lehetdvé teszik, hogy a radikalitds és a kemoterapias toxicitas
mértékét csokkentendd, a betegek személyre szabott kezelésben részesiilhessenek,

ezaltal megdvva Oket a tilzottan agressziv terapia kovetkezményeitol.

2. A fej-nyaki daganatos megbetegedések anatomiaja, epidemiologiaja és

etiologiaja

2.1 Anatomia

Fej-nyaki daganatok (HNC — Head and Neck Carcinoma) megnevezés alatt — szoros
értelemben — a fej és a nyak nydalkahartyaibol kiinduldé tumoros megbetegedéseket
értjiik, melyeket az aldbbi lokalizaciok szerint osztdlyozhatunk. Meg kell azonban
jegyezniink, hogy ez a beosztas nem szigort, tdg értelemben ide tartozik minden olyan
daganatos megbetegedés, amely a fejen és a nyakon jelenik meg, kivéve a szem, illetve
szemiiregi, valamint a kdzponti idegrendszeri daganatokat. A pajzsmirigy malignoémait
tradicionalisan nem a fej-nyaki daganatok témakorben targyaljuk azok specidlis
patologiai/hisztologiai és terdpias vonatkozasai miatt. A fej-nyaki tumorok lokalizacios
osztalyozasa:

* Szajiireg (cavum oris) — amely magaban foglalja az ajak, a bucca, a nyelv eliilsé



része, a szajfenék, kemény szajpad, also- és felsd iny, valamint a retromolaris
trigonum képleteit;

* Garat (pharynx) — amelyen beliil megkiilonboztetiink 3 tovabbi alrégiot:

- Orrgaratként (nasopharynx) definidljuk a garat felsd, orriireg mogotti
szik részét;

- Szajgarat (oropharynx), melyhez a tonsillaris régid, a nyelvgyok, a lagy
szdjpad ¢€s a hatsé garatfal tartozik;

- Algarat (hypopharynx), amelyhez a sinus pyriformist, a gége hatso
felszinét (postcricoid teriilet), az inferoposterior ¢és inferolateralis
garatfalat soroljuk;

* Gége (larynx) — szintén harom szegmensre osztva:

- Supraglottis - a gégének az epiglottis csucsatol az dlhangszalagig terjedd
része, magaban foglalva a mar emlitett képleteken til a kannaporcot,
valamint az aryepiglotticus reddt;

- Glottis - az alhangszalagtél a valddi hangszalag alatti 0,5 cm-es
képzeletbeli vonalig;

- Subglottis - melynek hatdrai az elébb leirt képzeletbeli vonal és a
gylriiporc als6 széle;

* Orriireg valamint orrmellékiiregek (cavum nasi et sinus paranasales) altal alkotott
régid, amelyhez az orriiregen kiviil az arc-, homlok-, és ikoblok (sinus
maxillaris, frontalis et sphenoidalis), tovabba a rostasejtek (cellulae ethmoidales)
tartoznak;

* Kis ¢és nagy nyalmirigyek (glandulae salivares minores et majores) eldbbiekhez a
szajlireg és felsd légut szubmukdzus nyalmirigyei, utobbiakhoz a fiiltémirigy, az
allcsont és nyelv alatti mirigyek (glandulae parotideae, submandibulares et

sublinguales) tartoznak.

2.2 Epidemiologia
A vilag legnagyobb rakregisztere, a GLOBOCAN 2015-ben kozzétett adatai alapjan
évente mintegy 600 000 1) fej-nyaki daganatos betegséget diagnosztizalnak, ezzel ez a
betegségcsoport az 6tddik leggyakoribb malignitas (Ferlay et al., 2015). A magyar
epidemioldgiai adatokat tekintve megéllapithato, hogy hazankban ez az entités a tiidd,

vastagbél, illetve emlddaganatokat kdvetden a 4. leggyakoribb daganatos megbetegedés.



2010-ben 5113 10 fej-nyaki tumoros megbetegedést rogzitettek a Nemzeti
Rékregiszterben, melybdl kiindulasi régiot tekintve: 1333 volt gége, 633 algarat, 1391
szajgarat, valamint 1175 szajlireg daganat, a fennmarado, kozel hatszdz eset pedig

nyalmirigy, orr, ill. mellékiireg valamint orrgarati daganat volt (Rékregiszter, 2011).

2.3 Etiologia

A daganatok kialakuldsédban a legtobb esetben egyszerre tobb tényezd jatszik szerepet.
Mint tobb mas daganattipus esetében, a fej-nyaki tumorok esetében is beszélhetiink
kiilsé (extrinsic), illetve belsé (intrinsic) hajlamositd tényezOokrdl. A kiilsé tényezdk
kozil az egyik legfontosabb az alkoholfogyasztds, valamint a dohanyzéas. Ezek
egyiittesen az emlitett tumorok 72%-aért feleldsek (4%-ban csak alkoholfogyasztas,
33%-ban csak dohanyzas, mig 35%-ban a két noxa egyiitt) (Hashibe et al., 2009).

Mindkét esetben feltételezhetd az Un. ,field cancerization™ hatés, amelynek lényege,
hogy nem pusztan egy, szolid daganat alakul ki az érintett teriileten, hanem tobb,
egymassal nem feltétleniil Osszefiiggésben allo dysplasticus sejtcsoport, melyek a
dedifferenciacio, illetve karcinogenezis kiilonb6zd stddiumaiban vannak. Ennek oka
valosziniisithetéen az, hogy a kérositd hatds az egész nyalkahartyafelszint karositotta

egy iddben.

2.3.1. Dohdnyzds

A dohényfiistben mintegy 4800 kiilonb6zd vegyiilet mutathato ki, ezek koziil legalabb
60 bizonyitottan karcinogén agens (Hoffmann et al., 2001). Ezek kozott megtalalhatok
policiklusos aromas szénhidrogének, mint példaul a benzpirén, dibenz(a,h)antracén és
nitrézaminok, mint a nitrozonornikotin. A legtobb rakkeltd vegyiilet a cigarettafiistben a
sejten beliilli metabolikus aktivaciot kovetden valik aktiv karcinogénné. Ezek a
molekuldk hozzakotddnek a DNS-hez (DNS-addukt), megvaltoztatva annak szerkezetét.
Fiziologidsan a kiilonb6z6 DNS-javitd mechanizmusok (NER, BER, MMR) a hibat
javitjdk, és nem irodik 4t a mutacidé a DNS-szintézis sordn. A daganatos betegség
kialakulasdban az egyik legfontosabb tényezd, hogy a hiba nem javitdédik ki, ill.
protoonkogéneket/tumorszupresszor géneket kddold szakaszon jon 1étre. A dohanyzas
indukalta daganatokban az egyik leggyakrabban érintett tumorszupresszor fehérje a p53
(Pfeifer et al., 2002), melynek a fej-nyaki daganatok kozel felében kimutathatd a

mutacidja (Brennan et al., 1995).



Egy 1998-ban megjelent, 1361 {6t vizsgald, svéd eset-kontroll tanulmany adatai alapjan
a dohanyzok a nemdohanyzokhoz képest 6,5-szer nagyobb eséllyel (RR) betegszenek
meg fej-nyaki daganatos korképben. Bizonyitdst nyert tovabba, hogy a
kockéazatnovekedés dozis-dependens, €s az alkohollal egyiitt szinergista hatast (Lewin
et al., 1998). A dohanyzas elhagyasa ugyanakkor szignifikans mértékben csokkenti a
rizikot: az alkalmi dohdnyosok a leszokast kdvetden 15 évvel a soha nem dohanyzokkal
azonos kockdazattal rendelkeznek (Andre et al., 1995).

Hazai epidemioldgiai/etioldgiai  adatokat tekintve, munkacsoportunk 2014-ben
publikalta egy 147 fej-nyak tumoros beteg, illetve 147 egészséges (nem tumoros)
kontroll kérdéives kikérdezésén alapuld tanulmanyat (Szentkuti G, 2014). Ennek soran
azt talaltuk, hogy betegeink 88%-a dohadnyzott, mig a kontroll mintaban 54% volt a

dohédnyosok aranya.

2.3.2. Alkoholfogyasztas

Tobb vizsgalat is igazolta, hogy az alkoholfogyasztas fiiggetlen rizikotényezdje a fej-
nyaki daganatoknak. A nemdohanyzok esetében a napi 3, vagy annal tobb egység
alkoholt (10 ml tiszta alkohol) fogyasztoknak mintegy kétszer nagyobb eséllyel (OR:
2,04) alakul ki fej-nyak rakjuk (Hashibe et al., 2007).

Arra vonatkozdan, hogy az alkohol miként fejti ki karcinogenikus hatasat, tobb elmélet
is létezik. Feltételezhetd, hogy az alkohol olddszere tobb rakkelt anyagnak (igy példaul
megkonnyiti a dohanyzéas 4ltal bevitt vegyiiletek felszivodasat a nyalkahartyan
keresztiil), tovabba ismert, hogy az alkohol elsddleges metabolitja, az acetaldehid

kozvetlen DNS-karositd hatasu (Hashibe et al., 2007).

2.3.3 Virusfertozések

A daganatkialakulds virdlis elméletét Peyton Rous alapozta meg 1911-ben végzett
kisérleteivel, melyek alapjan azonositottak az elsé onkogén virust, a Rous-féle Sarcoma
Virust (RSV) (Weiss and Vogt, 2011).

A fej-nyaki daganatok esetében tobb virus karcinogén szerepe is ismert.

2.3.3.1 Epstein-Barr Virus
Az egyik legerdsebb Osszefliggést az Epstein-Barr Virus (EBV) és a nasopharyngealis

karcindbma el nem szarusodd forméja (elsdsorban az alacsonyan differencialt, Un.

9



lymphoepithelioma) kozott irtdk le (Liebowitz, 1994). Ez a daganattipus legnagyobb
szamban Dél- Kindban fordul eld, a Fold tobbi részén ritka megbetegedésnek tekinthetd.
Az Epstein-Barr virus altal okozott fertdzés emeli tovabba a hajassejtes leukaemia,

illetve Burkitt-lymphoma kialakulasanak kockazatat is (Goldenberg et al., 2004).

2.3.3.2 Human papillomavirus

A dohéanyzas és a tiidorak kozotti ok-okozati kapcsolatot bizonyitd cikk 1950-ben jelent
meg (Doll and Hill, 1950). Ezt kdvetden egy erdteljes dohdnyzasellenes kampany indult
az Egyesiilt Allamokban, amelynek hatdsara - mintegy 15-20 éves késéssel - a
dohdnyzas indukalta daganatok incidencidja csokkenésnek indult. A fej-nyaki régiod
tumoraindl megfigyelték a gége, az algarat, valamint a szijliregi daganatok
gyakorisaganak csokkenését. Meglepd modon azonban a szdjgarati, azon beliil a
nyelvgyok és a szajpadi mandulak daganatainak incidencidja nem valtozott, s6t a 90-es
évektdl lassi novekedésnek indult, mely folyamat napjainkban is folytatodik (Ang and
Sturgis, 2012). Ez a felfedezés intenziv kutatdst eredményezett, amelynek egyik
mérfoldkdve volt a 2000-ben, Gillison és munkatdrsai altal publikdlt cikk, ami
bizonyitotta az oksagi Osszefliggést a human papillomavirus (HPV) és a fej-nyaki
daganatok egy csoportja kozott (Gillison et al., 2000).

Jelenlegi becslések szerint vildgviszonylatban az oropharyngedlis laphamsejtes
daganatok mintegy 18%-aért felelds a HPV (Herrero et al., 2003). Ez az arany
orszagonként eltérd, az Egyesiilt Allamokban valamivel 50% felett van, mig
Svédorszagban 90%-koriili (Nasman et al., 2009).

Az egyéb fej-nyaki régiokban, mint gége, algarat, szajlireg, a HPV-asszocialt daganatok
aranya joval kisebb (itt fontos megjegyezni, hogy a nyelvtest a szajlireghez, mig a
nyelvgyok a szdjgarathoz tartozik).

A primer infekcid a legnagyobb valdsziniiséggel oro-genitalis érintkezés utjan jon létre,
ugyanakkor a kozelmultban leirtak oro-ordlis terjedésre utald bizonyitékokat is
(D'Souza et al., 2009).

A HPV-infekciotol a fej-nyaki daganat kialakuldsaig eltelt id6 mintegy 10-15 év
(Kreimer et al., 2013).

Ismert, hogy a fej-nyaki région beliil a high-risk HPV-infekci6 predilekcios helye az
oropharynx, azon beliil a tonsilla palatina és tonsilla lingualis. Egyes elméletek szerint a
virus megtelepedéséhez hozzajarul ennek a két struktiranak a szoveti képe. Mindkét

esetben a felszinrdl betiiremkedések, un. kriptak indulnak a mélybe, ahol nyiroksejtek
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szlirik be az epithelialis sejteket. A lymhocytds infiltraci6 a hamot szabalytalan
fészkekre, illetve kotegekre osztja. Az igy fellazult, haloszerli szovet neve retikularis
epithelium (Westra, 2012). A fent leirt kriptas felépités révén a virus konnyebben jut el
a ham bazalis sejtrétegéig, ahol képes megfertdzni a sejteket.

Szerotipust tekintve joval kisebb diverzitds jellemzi a HPV-asszocialt szdjgarati
daganatokat, Osszehasonlitva a cervix tumoraival: az esetek kozel 90%-at a HPV 16
okozza (Kreimer et al., 2005).

A virdlis géneket két csoportra oszthatjuk: korai és késdi génekre, amelyek a virus
¢letciklusa soran eltéré iddben atirodo fehérjéket kddolnak. A korai fehérjék (E1, E2,
E4, ES, E6 és E7 géntermékek) szerepe a viralis genom replikacidjanak, a géntermékek
transzkripcidjanak szabdlyozasa. Ezzel szemben a késdéi fehérjék (L1 és L2
géntermékek) a kész virus Osszeallasdhoz nélkiilozhetetlenek, mivel a kapszid
alkotasaban vesznek részt. A karcinogenezisben legjelentdsebb két protein a virdlis E6
¢s E7 fehérje. Az E6 komplexet képez a sejt p53 tumorszupresszor fehérjével, és
inaktivalja azt, hozzédjarulva ezzel a malignus sejtek egyik alapvetd jellemzdjéhez, az
apoptozisgatlashoz. Az E7 a retinoblasztoéma fehérjét (pRb) inaktivalja. A pRb
funkcidja az E2F transzkripcios faktorok gatlasa. Az E7 fehérje okozta pRb degradacio
hataséara a sejt fokozott transzkripciot indit meg, fokozodik a proliferacids aktivitasa.
Mintegy negativ visszacsatolasként, a tumorszupresszor pl6 fehérje expresszidja
fokozodik. Ez utobbit hasznaljuk ki a diagnosztikdban, mint a HPV-infekci6 alternativ

markerét.

2.3.3.3 Egyéb virusok

Leirtak, hogy a szdjiiregi daganatos betegek széruméban magasabb a Herpes Simplex
Virus (HSV) ellenes IgM-titer, mint a kontroll alanyok esetében, ami felveti a HSV oki
szerepét a fej-nyaki daganatokban. Ez az 0Osszefiiggés azonban nem bizonyult
statisztikailag olyan erdsnek, mint a korabban leirt két virus esetében (Larsson et al.,
1991). Az 1983-ban azonositott Human Immundeficiencia Virus (HIV) - szdmos mas
daganatos megbetegedés mellett - ndveli mind a szdjiiregi tumorok, mind a fej-nyaki
régioban eléforduld non-Hodgkin lymphomak kialakuldsanak kockéazatat (Langford et

al., 1995).
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2.3.4 Foglalkozasi artalmak

Szdmos tanulmanyban leirtdk, hogy kiilonb6zd, foglalkozassal dsszefiiggésbe hozhatd
kemikalidk, szerves és szervetlen anyagok fokozzdk a fej-nyaki daganatos
megbetegedések kockazatat. Fokozott rizikdval rendelkeznek azok az emberek, akik a
tisztitoszerként  alkalmazott tetrakloretilénnel, azbeszttel, rovarirtdé szerekkel,
policiklusos aromds szénhidrogénnekel dolgoznak, valamint a textilgydrakban,
faiparban, épitkezésen, fémiparban dolgozok (Vaughan et al., 1997), (Gordon et al.,
1998).

Sugarzas

A korabban elszenvedett sugarhatds (akar terdpias is) a fej-nyaki régioban ndveli a
nyalmirigy tumorok, szarkomak, és egyéb daganatok kifejlddésének kockézatat (Sale et

al., 2004).

2.3.5 Taplalkozasi tényezok

Néhany tanulmény szerint bizonyos szajiiregi és garat tumorok kialakuldsa kapcsolatban
allhat a magasabb aranyu tartdsitdszer-bevitellel (Farrow et al., 1998), tojas, vords hus
fogyasztasaval, bétel di6 ragassal, valamint a tulzottan alacsony mértékii karotinoid-
bevitellel (Garewal and Schantz, 1995). Protektiv faktornak tekinthetd a vitamin- (féleg
E ¢és C), tej-, zoldség- és gylimolcsfogyasztas (Freedman et al., 2008), valamint a

daganatmegeldzésben egyre nagyobb szereppel bird zold tea rendszeres ivasa (Parkin et
al., 1999).

2.3.6 Genetikai hajlamosito tényezok

Tény, hogy a dohanyzo, illetve nagyobb mennyiségli alkoholt rendszeresen fogyasztd
emberek relative kis részénél alakul ki fej-nyaki rosszindulati megbetegedés. Ebbdl
megalapozottnak tlinik az a kovetkeztetés, hogy a megbetegedések hatterében
valamilyen genetikai fogékonysag, vulnerabilitdis megléte valdsziniisithetd. Ezt a
feltételezést tdmasztja ala az a megfigyelés is, hogy a fej-nyaki daganatos betegek els6
foku rokonaiban nagyobb ardnyban fordulnak elé hasonlé megbetegedésben szenveddk,

mint a kontroll populacioban (Foulkes et al., 1995).

3. A fej-nyaki laphamsejtes daganatok kezelése

A daganatos betegségek kezelésében (igy a fej-nyaki tumorok esetében is) 3 nagy

modalitast kiilonithetiink el: a sebészi kezelés, sugérterapia, valamint gydgyszeres
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terapia, mely utdbbin beliil beszélhetiink ,,hagyomanyos” citotoxikus gyogyszerekrol,
valamint molekularisan célzott (receptor, enzim, immune checkpoint..stb. gatlo)
kezelésrol.

A sebészi terapia rendkiviil sokat fejlédott az elmult évtizedekben.

Egyrészt mind a primer tumor, mind a nyaki attétek kezelésében az onkologiai
radikalitds mellett nagy hangsuly keriilt a szerv/funkcié megérzésre, igy példaul a
kiilonboz6 parcidlis gégereszekciok - megfeleld indikéacio mellett - elfogadhato funkciot
biztositanak a radikalis miitétekkel megegyezd tulélési mutatok mellett. A nyaki
disszekciok tekintetében is sokat valtozott a daganatsebészek hozzaallasa, a klasszikus,
Crile-féle radikalis nyaki blokkdisszekciot mar meglehetdsen ritkdn végezziik, helyette
a moédositott radikalis, illetve szelektiv nyaki disszekciok keriiltek elétérbe. Masrészt a
mikrovaszkularis lebenyek (pl. alkar-, antero-lateralis comblebeny) alkalmazasanak
fejléddésével a sebészi reszekabilitas hatérai is jelentdsen kitolodtak.

A sugarkezelés a sebészi terapia mellett a masik definitiv lokalis kezelésnek tekinthetd
modalitds a fej-nyaki onkologidban. Az esetek dontd tobbségében teleterapiat
alkalmazunk. A 3D konformadlis besugarzdst (3DCRT) kezdi felvéltani az un.
intenzitdsmodulalt sugarkezelés (IMRT), mely mind a mellékhat4dsok, mind a terapids
eredmények tekintetében eldnydsebbnek mondhato. Lokoregionélisan eldrehaladott
betegség esetében, a primer definitiv terdpia sordn a kezelést kiegészitjiik
kemoterapiaval is (a jelenleg leggyakrabban alkalmazott 7411-es protokollban dsszesen
3 alkalommal adott cisplatin), ebben az esetben konkomittdns kemoirradiaciorol
beszéliink.

A fej-nyaki rakok citotoxikus kezelése tekintetében a platinaszarmazékok (cisplatin és
carboplatin), a taxdnvegyiiletek (paclitaxel és docetaxel), az 5-fluorouracil, valamint a
masodvonalban alkalmazott metotrexat a legfontosabbak. A definitiv lokalis kezeléshez
viszonyitva beszélhetlink a (kemo)irradiaciot, vagy sebészi terdpiat megel6z6 indukcids
(neoadjuvans) kemoterapiardl, a sugarkezeléssel egyiitt alkalmazott, fent mar emlitett
konkomittans kemoirradiaciés kezelésrdl, illetve a sebészi/sugarkezelést kovetd
adjuvans kezelésrol.

Jelenleg egy elfogadott célzott terdpids készitmény 4all rendelkezésre a fej-nyaki
daganatok kezelésében, a cetuximab (Erbitux). A gyogyszer az EGFR (epidermalis
novekedési faktor receptor) kiilsé doménje elleni (egér-human) kiméra monoklonalis
antitest. Indikdci6ja masodvonalban a lokoregiondlisan el6rehaladott fej-nyaki

daganatok bio-radioterapidja (Bonner-séma szerint), valamint elsévonalban, cisplatinnal
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és S-fluorouracillal kiegészitve recidiv/metasztatikus faj-nyak tumorok kezelése
(Extreme-séma).

Tobb szerrel folynak klinikai vizsgéalatok, ezek koziil kiemelendé a pan-HER gétlo,
tirozinkinaz-inhibitor afatinib, mely recidiv/metasztatikus fej-nyak tumorokban
szignifikdns mértékben ndveli a progressziomentes talélést metotrexattal
Osszehasonlitva (Machiels et al.) Mindenképpen meg kell emliteni az immunmodulans
kezelést, (in. immune checkpoint inhibitors), mely a klinikai vizsgalatok eredményei
alapjan melanoma malignum mellett egyre tobb szolid tumorban mutat rendkiviil
meggy0z6 eredményeket. A 2015. évi ASCO kongresszuson mutattdk be annak a fazis
I. vizsgalatnak az eredményeit, melyben recidiv/metasztatikus fej-nyaki daganatos
betegeket kezeltek pembrolizumabbal (egy PD-1 receptor gatld), ennek soran 24,8%-os
objektiv valaszadasi ratat értek el, emellett mintegy 25%-ban tudtak elérni stabil
betegséget (Seiwert TY, 2015).

A fej-nyaki daganatok kezelését tobbek kozott a stadium, a lokalizacid, valamint adott
esetben a beteg preferenciai hatdrozzak meg.

Korai stddiumt daganatok esetében (T1-2NOMO) primer (mono)terapiaként a sebészi
eltavolitas, illetve az irradidcios kezelés jon szoba. A betegek tulélésének tekintetében a
két modalitas hatékonysaga megegyezik (Grégoire V., 2010).

Lokoreginalisan eldrehaladott fej-nyaki daganatoknal (T3-4NOMO vagy T1-4N1-3M0),
kevés kivételtdl eltekintve kombindlt kezelést alkalmazunk. Ez magaban foglalja —
lokalizaciotol és stadiumtol fiiggden — tobbek kozott az indukcids kemoterdpiat, a
kombinalt kemoirradiacios kezelést vagy a primer sebészi terapidt és az azt kovetd
posztoperativ (kemo)irradidcios kezelést.

Recidiv/metasztatikus daganatok kezelésére torzskonyvezett elsévonalbeli terapiaként a

kemoterapiaval kombinalt cetuximab alapu kezelés.

14



4. A prognozist meghatarozo tényezok

Ahhoz, hogy nyilatkozni tudjunk egy korallapot kimenetelérdl, ismerniink kell az adott
betegség, a betegségben szenvedd ember bizonyos paramétereit, tulajdonsagait, amiket
egységesen prognosztikai faktoroknak nevezzilk. Azokat a markereket, amelyek
meghatarozzak, illetve valamilyen moédon eldrevetitik a daganat kezelésre adott
valaszat, prediktiv faktornak nevezzikk. Ezen tényezdk ismeretének segitségével
egyrészt megitélhetd egy daganat agresszivitasa, ami segitséget nyujt a kezeldorvosnak
a terapia radikalitdsdnak meghatarozasaban, masrészt megvaldsulhat az egyénre szabott

terapia: az adott egyénnek/tumornak megfeleld, adekvat kezelési mod kivélasztésa.
4.1. A beteg személyéhez kotheto prognosztikai faktorok

4.1.1 Nem, rassz

Az Egyesiilt Allamokbeli National Cancer Institute (NCI) 2007-ben megjelent, tobb
mint 40 000 beteg adatait feldolgozé vizsgalatban az Osszes fej-nyaki tumoros betegre
nézve (kivéve a gégerdkos betegeket) az 5 éves tulélés 57% volt. Nemek szerint
kiilonvalasztva az eredmények a kovetkezdk voltak: a férfi fej-nyaki daganatos betegek
5 éves tulélése 45%, mig a ndi betegeké 55% volt. Rasszok szerint kiilon vizsgalva az
adatokat: a tulélés a fehér populacioban 60% volt, mig a fekete borii (afro-amerikai)
lakossagban 40% (Ries LAG, 2007).

A gégerak esetében azonban a férfiak 5 éves tulélése (61%) jobb volt, mint a ndké
(58%). A rassz szerinti 6sszehasonlitdsban a fehér népesség 5 éves tulélése (65%) ebben
a betegségcsoportban is jobb volt, mint a fekete borli populacioé (53%).

A fentiek alapjan megfogalmazhatjuk, hogy a fej-nyaki daganatos betegségekben a
bdrszin 6nallo prognosztikai tényezd, az afro-amerikai lakossag ttlélése kedvezdtlenebb
a fehérborli népességhez viszonyitva. A nem szintén 6nallé prognosztikai faktor,
eszerint a férfiak 5 éves tulélése a gégerdk esetében kedvezdbb, az egyéb fej-nyaki

tumorok esetében pedig kedvezdtlenebb a ndk 5 éves tulélésénél.

4.1.2 Eletkor

Egy 2001-ben megjelent attekintd tanulmany, amely 273 {6, 75 évnél iddsebb fej-nyaki
daganatos beteg prognosztikai mutatoit hasonlitotta dssze a fiatalabb betegek adataihoz,
megallapitotta, hogy az életkor 6nmagdban nem befolyasolja a fej-nyaki daganatos
betegek tulélését (Sarini et al., 2001). A jelenlegi ajanlasok szerint az idds betegek

esetében sem szabad eltérni a kezelési protokolloktol, és - megfeleld monitorozas
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mellett - nem indikalt csokkenteni a terdpia radikalitdsdnak mértékét, kivéve, ha egyéb

kontraindikéciok allnak fenn (1d. tarsbetegségek).

4.1.3 Tarsbetegségek

A komorbid megbetegedések, azaz azok az egyidében fennallo korallapotok, amelyek
nem allnak kapcsolatban a daganatos (alap)betegséggel, szignifikdns mértékben
befolyasoljak a betegek tulélését (Singh et al., 1998). A fej-nyaki daganatos betegek
tobbségének anamnézisében szerepel az alkoholfogyasztis és a dohanyzas, mint karos
szenvedély. A benniik diagnosztizalhatdo komorbid elvaltozasok tilnyomoérészt ezzel a
két faktorral allnak Osszefliggésben: a betegek igen gyakran szenvednek sziv- és
érrendszeri, illetve l1égzdérendszeri megbetegedésekben (Borggreven et al., 2005). A
tarsbetegségek hatasanak kiértékelésénél eldszor a Kaplan-Feinstein indexet (KFI)
hasznaltak, amit eredetileg cukorbetegek kisérObetegségeinek regisztralasahoz alkottak
meg. Ez alapjan hoztak 1étre késébb az ACE 27 (Adult Comorbidity Evaluation 27)
rendszert, hogy megfeleléen hasznalhaté legyen daganatos betegek esetében is
(Piccirillo, 2000). Ez utobbi 27 kiilonbozd betegséget tartalmaz, amelyek fennallasa
esetén harom fokozatli skalakon kell megjeldlni azok sulyossagat.

A masik fontos skdla az in. ECOG-performance statusz, amely 0-t6l 5-ig értékeli a
beteg allapotat annak munkavégzd képessége, ill 4gyhoz kotottségének tekintetében. A
legtobb klinikai vizsgalatba valdé bevonds feltétele, hogy a beteg 0 vagy 1 ECOG
statuszu legyen.

A tarsbetegségek egyrészt a daganatos betegség kezelésének megkezdését illetden
késéshez vezethetnek, masrészt csokkenthetik a beteg tolerancidjat a radiokemoterapia
toxicitasaval szemben, ami a kezelés felfliggesztését eredményezheti.

A kezelés megkezdése eldtti alacsony hemoglobinszintrdl (anaemia) megallapitottak,
hogy kedvezdtlen hatdsa van a lokalis tumorkontrollra (magasabb a kitijulési arany),
valamint betegek tulélésére. Ennek valdszinii oka, hogy az anaemia fokozza a daganat
sugarrezisztencidjat (Prosnitz et al., 2005). Ebbdl kifolyolag megfontolandd lehet a

beteg anaemidjanak rendezése a kezelés (radioterapia) megkezdése elott.

4.1.4. Szociodkondmiai stitusz

Tobb tanulmany is kimutatta, hogy az alacsonyabb szocio6kondémiai helyzetii
(alacsonyabb évi 4atlagjovedelem, alacsony iskolazottsdg) fej-nyakrdkos betegek
tulélése kedvezOtlenebb az ebbdl a szempontbol jobb helyzetben 1évd betegekénél

(Leite and Koifman, 1998). Ennek a jelenségnek a legvaldszinilibb oka, hogy az ilyen
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helyzetli betegek nehezebben férnek hozza a megfeleld szintli szakorvosi ellatashoz,
egészségnevelésiik hidnyos, valamint gyakran nem miikodnek egyiitt megfeleld
mértékben kezelGorvosaikkal a terdpia sordn (alacsony compliance). Mindenképpen
torekedni kell a betegek megfeleld szintli és modu felvilagositasara, tdjékoztatni kell
Oket a kezelés lehetséges mellékhatasairol, és igyekezni kell ,,megnyerni” ket az

allapotuknak megfeleld terapidban vald részvételre.

4.1.5. Alkoholfogyasztas és dohanyzads

Legtobb, a szakirodalomban megjelent adat szerint a dohdnyzas és alkoholfogyasztas
kedvezdtlen modon befolyasolja a fej-nyaki daganatos betegek tulélését (Ribeiro et al.,
2000, de Cassia Braga Ribeiro et al., 2003). Ezaltal ezek a karos szenvedélyek nemcsak
rizikotényezdi, de prognosztikai faktorai is ennek a betegségcsoportnak. A dohdnyzé
¢és/vagy alkoholt nagy mennyiségben fogyaszté betegekben az atlagosnal joval
gyakrabban alakulnak ki az elsétdl fliggetlen, in. masodik daganatok (Day et al., 1994).
A dohanyzas tovabba feltehetéen fokozza a tumorok rezisztenciajat a sugar-, illetve

kemoterapiaval szemben (Raybaud et al., 2003).
4.2. A betegséggel kapcsolatos prognosztikai faktorok

4.2.1. A tumor lokalizdcidja

Szdmtalan tanulmany latott mar napvildgot arrdl, hogy miként hatdrozza meg az
elsddleges daganat fej-nyaki région beliili lokalizacidja a betegség varhatd kimenetelét.
Részleteikben nem teljesen megegyezd eredményekkel ugyan, de mindegyikben
megallapitottdk, hogy a tumor elhelyezkedése egy 0ndlldo prognosztikai tényezd a
betegség lefolyasaban. Ez tobb tényezdre vezethetd vissza: (a) bizonyos teriiletek (pl.
ajak, hangszalag) daganatai joval hamarabb okoznak tiineteket, igy azokat idejekoran
felismerik, ellentétben mas fej-nyaki tumorokkal, melyeket csak késén, elérehaladott
stddiumban diagnosztizalnak; (b) az eltérd lokalizacid eltérd terdpias lehetdségeket
jelent, mind a terdpias modszer, mind a radikalitdis (RO reszekcido lehetdsége)
tekintetében; (c) a fej-nyaki régioé rendkiviil véltozatos nyirokelvezetése igen eltérd
lehetdségeket teremt a daganatok metasztatizalodasara.

A fent mar emlitett amerikai (NCI) tanulmanyban a szijiiregi, illetve garattumorok
koziil - az 5 éves tulélést tekintve - a legjobb progndzistak az ajak- (94%) ¢és
nyalmirigytumorok (73%), mig a legkedvezdtlenebb lefolydsuak a hypopharynx
daganatai (30%) voltak. A gégén beliil egyértelmiien a glottis daganatai a legjobb

koérjoslataak, a supra-, illetve subglotticus teriilet daganatai egyarant rossz prognozistiak
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(Ries LAG, 2007). Az Eurdpaban végzett EUROCARE vizsgalat eredményei a
fentiekhez hasonloéak (Zigon et al., 2011).

4.2.2. A betegség TNM-stadiuma a diagnoziskor

A rosszindulati daganatok staddiumokba soroladsat eldszor a 20. szézad elején kisérelték
meg: Steinthal 1905-ben, majd késébb Paterson 1940-ben készitett stddium-rendszert a
mellrakhoz. Pierre Denoix, az Union Internationale Contre le Cancer (UICC) elndke
alkotta meg 1943 és 1952 kozott az ismert TNM-rendszert (Denoix, 1944). Mind az
American Joint Committee on Cancer (AJCC), mind a UICC a TNM rendszert
hasznélta a stadiumbeosztashoz, de mas besoroldsi szabalyokkal. 1982-ben, a 13.
International Cancer Congress-en (Nemzetkdzi Daganat Kongresszus) azonban
egységes stadiumbesoroldsi rendszert hoztak létre, melyet 1987-ben publikaltak
(Hermanek).

A ,,T” a primer tumorra, az ,,N” a nyirokcsomo attétekre, az ,,M” pedig a tavoli attétekre
vonatkozik.

Amennyiben a beosztas a fizikalis vizsgélaton, illetve képalkotd eljardsokkal végzett
vizsgalatokon alapul, 0gy klinikai (c) TNM, amennyiben az elvaltozas(ok)
kérszovettani vizsgéalatan alapul, ugy patologiai (p) TNM-klasszifikaciordl beszéliink.
Mig elébbi a primer terapia modjanak eldontésében, utobbi foként az adjuvans terdpia
megtervezésében jatszik szerepet.

A leglijabb TNM-klasszifikacio a 7., 2010-ben kiadott valtozat. Fej-nyaki onkoldgiai
vonatkozasban egy fontos valtozas tortént az el6z6 kiaddshoz képest: kordbban a
pajzsporcot infiltralo gégerdk T4a stadiumtnak szamitott, az 0j véaltozatban azonban ha
»csak” infiltralja, akkor T3, mig ha at is tori, akkor T4a besorolasu. Megemlitendd
tovabba, hogy eltlint a kordbban alkalmazott Mx besorolds (amelyet ,,ismeretlen” tavoli
attét esetén alkalmaztunk), jelenleg csak MO és M1 beosztas 1étezik.

Statisztikailag erds Osszefliggés all fenn a legtobb fej-nyaki daganat diagndzisakor
megallapitott stddiuma és a varhatd korjoslat kozott: minél alacsonyabb stadiumba
tartozik a betegség, annal jobb a prognoézisa (Ries LAG, 2007).

A jelenleg alkalmazott, TNM-klasszifikacion alapuld staddium-rendszer legfébb eldnye,
hogy széles korben elterjedt és viszonylag konnyen alkalmazhaté a daganatok
besorolasara. Ugyanakkor sajnos ennek a mddszernek is vannak korlétai, hatranyai: (a)
Egy adott elvéltozas besorolasa nagymértékben fiigg a haszndlt diagnosztikai

eszk0zoktdl, azok érzékenységétdl, valamint a vizsgald személytdl (intra-observer
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variabilitds). (b) A T- és N-klasszifikaci6 a daganat, illetve az attét egydimenzids
kiterjedését (legnagyobb atmérd) veszi figyelembe, nincs tekintettel a tényleges térbeli
kiterjedésre, a térfogatra. Tobb publikacid jelent meg azonban, amely azt bizonyitja,
hogy a primer tumor és a nyaki nyirokcsomo-attét térfogata jobban korreldl a betegség
prognozisaval, mint az 4&tmérd (Lodder et al., 2012). (c) A TNM-klasszifik4cid alapjan
meghatarozott stddium figyelmen kiviil hagy tobb mar azonositott, rendkiviil fontos,

onallé prognosztikai faktort (komorbiditas, nem, biomarker-pozitivitas..stb.).

4.2.3. A tumor vastagsdga

A primer daganat vastagsiga ¢és a nyaki nyirokcsomo-attétek kialakulasanak
valdszinlisége kozott szoros Osszefiiggés all fenn (Gonzalez-Moles et al., 2002). O-
charoenrat és munkatarsai leirtdk, hogy amennyiben egy szdjiiregi daganat mélysége
meghaladja az 5 mm-t, ugy valosziniileg (occult) nyirokcsomo attét mar jelen van, és az

elektiv nyaki disszekciot el kell végezni (O-charoenrat et al., 2003).

4.2.4. Extrakapszularis terjedés (ECS)

Fej-nyaki daganatos betegekben az attéti nyirokcsomo tokjat attord daganatsejtek
jelenléte jol korreldl a lokoregionalis kiujulds és a tavoli metasztazis kialakulasanak
valosziniiségével, és nagymértékben rontja a betegek ttlélését. Woolgar és munkatéarsai
egy 173 szajiiregi daganatos beteg adatait feldolgozo tanulmanyban k6zo6lték, hogy nem
talaltak szignifikans kiilonbséget a makroszkoposan (azaz szabad szemmel is jol
lathatd), illetve a csak mikroszkoposan detektalhatd, extrakapszuléris terjedést mutatd
nyirokcsomo-attéttel rendelkezd betegek 3-éves tulélései kozott. (A 3-éves tulélések
makroszkopos, mikroszkopos ECS, illetve intranodalis terjedés esetében: 33%, 36% ¢és
72%) (Woolgar et al., 2003). A jelenleg érvényben [évé NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) ajanlas alapjan, ha a nyaki blokkdisszekatumban ECS
igazolhatd, Ugy a betegnek posztoperativ (kemo)radioterapidban kell részesiilnie

(Network).

4.2.5. A daganat differencidltsagi foka (grade)

Egyes szerzok szignifikdns Osszefiiggést talaltak a fej-nyaki tumorok szovettani
differencidltsaga és a betegség prognozisa kozott. Eszerint minél éretlenebb egy daganat
(ezaltal minél magasabb a grade), annal valdszinlibb a metasztatizalas valdszinlisége, €s
annal rosszabb a varhat6 talélés (Takes, 2004). Mas szerzok szerint azonban nincs
Osszefiiggés a grade €s a prognozis kozott (Leite and Koifman, 1998). E diszkrepancia

valészinli magyarazata, hogy a szerzok, illetve munkacsoportjaik eltéré grade-

19



rendszereket hasznaltak, igy a kérdés megvalaszolasahoz még tovabbi vizsgalatokra van

sziikség.

4.2.6. A gyulladdsos reakcio mértéke

A tumoros folyamat altal kivaltott lokalis gyulladds mértéke a gazdaszervezet reakciojat
tiikrozi a daganattal szemben. A lokalis gyulladdsos reakcidé mértéke és a nyirokcsomo-
metasztazis jelenlétének valoszinlisége kozott erds pozitiv Osszefiiggést irtak le (Takes
et al, 1997). Kimutattdk tovabba, hogy az eozinofil infiltracié jelenléte a
daganatszovetben nem korreldl ugyan az attétképzés valoszinliségével, de a betegek

tuléléseét kedvezden befolyasolja (Lowe and Fletcher, 1984).

4.2.7. A tumor szovettani tipusa

A legtobb fej-nyaki daganat a mar kordbban részletezett konvencionalis laphamsejtes
karcinoma (CSCC) tipusba tartozik. Ennek a szdvettani tipusnak igen magas a
metasztatikus potencidlja, a betegség prognozisa rossz. Joval ritkdbb tipusok a
verrukozus karcinoma (VC), valamint a bazaloid laphdmsejtes karcinoma (BSCC). Az
elébbivel kapcsolatban elfogadott allaspont, hogy prognozisa igen kedvezd, melynek
valdszinli oka, hogy ritkdn ad metasztazist. Hajlamos azonban a lokalis kitjulésra, ezt a
tényt kezelésénél figyelembe kell venni (Addante and McKenna, 2006). A bazaloid
altipust a HPV infekcidval hozzdk Osszefliggésbe, habar jelentek meg tanulmanyok
HPV-negativ bazaloid laphdmrakokrol (Begum and Westra, 2008). Az a kérdés, hogy
onmagaban a bazaloid megjelenési forma (fliggetleniil a HPV-statusztol) jobb
progndzisu-e, még vitatott (Ang and Sturgis, 2012).

A tobbi altipussal kapcsolatban (orsosejt-szerli, adenoszkvamoézus, akantolitikus
karcindma) ritkasaguk miatt még nem késziiltek atfogéd tanulmanyok, igy progndzisbeli

tulajdonsagaik még nagyrészt ismeretlenek.

4.2.8. Erujdonképzddés (angiogenesis) mértéke a tumorszovetben

A rosszindulati daganatok egyik sajatossdga, hogy képesek indukélni 0 erek
képzddését. Ez a jelenség egy fontos tényezd a tumor progresszidjaban ¢és az
attétképzésben. Az angiogenesis mértékének meghatarozasahoz a legegyszeriibb
modszer a malignus szovetbdl vett szovettani metszeten 1€v6 erek - immunhisztokémiai
festés utan torténd - szdmolasa (Ezen alapul az MVD - microvessel density és a

Chalkey-modszer is).
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A fej-nyaki daganatokban kimutathatd angiogenesis mértéke €és a betegség prognozisa
kozott Osszefiiggés mutatkozik: a fokozott érujdonképzddés nodveli a metasztazisok

kialakuldsanak valoszinliségét (Shpitzer et al., 1996).

4.2.9. Késlekedés a terapia megkezdésében

Tekintve, hogy az eldrehaladott allapotii fej-nyaki daganatos betegek ttlélési mutatdi
joval kedvezdtlenebbek a korai stddiumu betegeknél, a diagnozist kdvetden a lehetd
legrovidebb 1ddn beliil el kell kezdeni a kezelést. Amennyiben a korisme és a terapia
megkezdésének idOpontja kozott tobb id6 telik el, a daganat tovabb fejlddhet, (1)
metasztazisok jelenhetnek meg, igy a betegség stddiuma magasabba valhat (upstaging).
Ennek természetesen hatdsa van a progndzisra (ld. a stddiumbeosztds és a talélés
kapcsolatanal), és a tervezettdl eltérd terapias eljarast tehet sziikségessé.

Egy tanulmanyban, melyben azt vizsgaltak, hogy mennyi id6 kell a fej-nyaki daganatos
betegségeknél az upstaging bekovetkeztéhez, azt talaltdk, hogy korai (lokalizalt)
stadiumu elvaltozasok lokoregionalisan eldrehaladottd valadsdhoz sziikséges idok
medianja 11,3 honap volt. Az eldrehaladott allapotii betegségek és az inkurébilis
allapotok kozotti id6k medianja 3,8 honap volt, mig ez utdbbi allapotbol a betegek
halalaig eltelt idok medianja 4 honap volt. A szerz6k megéallapitottak, hogy a késlekedés
a terapia megkezdésében szignifikansan rontotta a betegség prognodzisat (Kowalski and

Carvalho, 2001).

4.2.10. Tumorsejtek tavolsaga a reszekcios széltol

A kurativ onkologiai sebészet egyik alapvetd szabalya a daganat épben (ép szovetben)
torténd kimetszése. A reszekcidos szél tumoros pozitivitisa a fej-nyaki daganatok
esetében (is) jelentdés mértékben noveli a lokalis kitijulas esélyét, és csokkenti a talélési
idét (Loree and Strong, 1990). Ahhoz, hogy szignifikdns mértékben javuljon a
prognozis, és csokkenjen a kitijulés esélye, legaldbb 5 mm-es daganatmentes szévetnek
kell koriilvennie a malignus elvaltozést (Johnson et al., 1997). Ennek érdekében javasolt
a (legalabb) 10 mme-es épszovet-szegéllyel torténd kimetszés alkalmazasa a fej-nyaki
daganatok sebészi kezelésénél. Amennyiben nem itélhetd meg biztonsdggal, hogy az
elvaltozas eltavolitasa kelld radikalitdssal tortént, intraoperativ gyorsfagyasztas ¢és
azonnali hisztopatologiai kiértékelés segithet annak eldontésében, hogy sziikséges-e
tovabbi szovetet reszekdlni. Ha a reszekcids szél nem negativ, és nem lehetséges
(megfelelé funkcionalitds mellett) tobb szovetet eltavolitani, akkor posztoperativ

radioterapiat, illetve radiokemoterapiat kell alkalmazni.
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4.3. Sejt- és molekularbiologiai faktorok

4.3.1. Human papillomavirus-statusz

2010-ben Kie Kian Ang és munkatarsai allapitottak meg 743 oropharyngealis daganatos
beteg vizsgalata utan (az RTOG 0129 vizsgalat adatainak feldolgozasaval), hogy a
HPV-pozitiv fej-nyaki daganatok nemcsak patogenezist, de progndzist tekintve is 6nalld
entitdst képeznek: azok a betegek, akik tumordban detektalhato a HPV DNS-e
lényegesen jobb tulélésre szamithatnak, mint a HPV-negativ daganattal rendelkez6
paciensek (Ang et al., 2010). A dohanyzéas azonban ebben az esetben is kedvezdtlen
hatassal van a korjoslatra, tehat azok a betegek, akiknek HPV-pozitiv daganatuk van, és
emellett dohanyoznak, rosszabb tiléléssel rendelkeznek, mint a nem dohanyz6, HPV-
pozitiv betegek. A TAX 324 fantazianevil vizsgélatban 80 honapos kovetési id6 utan a
vizsgalatba bevont HPV-pozitiv fej-nyaki tumoros betegek 79%-a volt életben, mig a
HPV-negativ betegek minddssze 31%-a (Ang and Sturgis, 2012).

A kedvezdbb tulélés tobb tényezdvel magyardzhato. A HPV-pozitiv daganatokban
megfigyelheté az E6 ¢és E7 virdlis onkoproteinek expresszidja. Az E6 a p53
tumorszuppresszor fehérje funkcigjat gatolja, de a p53-at kddold gén nem valtozik meg,
vad tipust marad. Az E7 a retinoblasztoma proteint (pRb) gatolja, szintén
fehérjeszerkezeti szinten, a gén ,intaktsdga” mellett. Egyrészt elképzelhetd, hogy a
virdlis proteinek jelenléte noveli a daganat immunogenitasat (a HPV-pozitiv daganattal
rendelkezd betegekben szeroldgiailag kimutathatd az anti-E6 és E7 antitestek jelenléte).
Masrészt, mivel a f6 tumorszuppresszor gének nem valtoznak meg (ellentétben a HPV-
negativ, dohanyzas és alkohol indukalt daganatokban) a viralis proteinek degradalodasat
eredményezd terdpia ,.felszabaditja” a daganatképzddés-ellenes proteineket, és a
tumorban megindulhat az apoptézis folyamata. Erdekes és fontos megfigyelés tovabba a
pl6 tumorszupresszor gén expresszidjanak fokozddasa a HPV-pozitiv tumorokban,
amely szintén éles kontrasztban 4ll a HPV-negativ daganatokban észlelt csokkenéssel.
A fentiek alapjan a HPV-negativ tumorok jellemzé bimarker profilja: emelkedett
(mutans) p53, alacsony pl6 és emelkedett pRb szint, mig a HPV-pozitiv tumorok
esetében ez a kdvetkezOképpen alakul: alacsony p53, emelkedett p16 és alacsony pRb
szint.

A HPV-eredet igazolasanak gold standardja a viralis géntermékek atirasanak kimutatasa
(E6/E7 mRNS kimutatas), qRT-PCR (reverz transzkripcids, kvantitativ polimeraz

lancreakcid) technikdval, azonban ez az eljaras igen koltséges, és fixalt szoveten nem,
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vagy csak nehezen alkalmazhaté (Smeets et al., 2007, Jordan et al., 2012). A jelenlegi
ajanlas alapjan az elsddleges sziirést pl6 immunhisztokémidval végezziik, amely
moddszernek 80-85%-0s specificitdsa van, ugyanakkor 100%-o0s a szenzitivitdsa. Ez
utdbbi technika joval olcsobb, és egyszerlien ivitelezhetd, igy a klinikai (patologiai)
gyakorlatban elterjedhet. A plé6-pozitiv esetek HPV-eredetét in situ hybridizacios
eljarassal, vagy HPV (DNS) PCR technologiaval erdsithetjiik meg (Adelstein et al.,
2009).

A fenti prognosztikai adatok vezettek olyan, jelenleg zajlé klinikai vizsgalatok
tervezéséhez, amelyekben azt vizsgaljak, hogy a HPV-pozitiv daganatok kevésbé
agressziv terdpidra is megfeleléen reagalnak-e. A terdpias toxicitds csokkentését
megcélzo  vizsgalatok kozill kiemelendd a csokkentett dozisu sugarkezelés
hatékonysaganak Osszevetése standard dozisu sugarkezelésével, valamint cisplatin alapt
kemoirradidciés kezelés 0Osszevetése cetuximab alapu bioradioterapiaval a
lokoregionalis kontroll és talélés tekintetében (ECOG 1308 és RTOG 1016 klinikai
vizsgalatok).

A jelenlegi ajanlasok alapjan azonban (megfelelé szintli evidencidk hidnyédban)
molekularbiologiai markerek egyelére nem jatszanak, nem jatszhatnak szerepet a
terapids dontés meghozatalaban, csak és kizarolag klinikai vizsgalat keretein beliil.
Ezekbdl kifolydlag a HPV-statusz alapjan sem megengedett a fej-nyaki daganatos

betegek standard terapiatol eltérd kezelése.

4.3.2. Onkogének expresszidja (EGFR, Ciklin D1)

A protoonkogének fiziologids, dontéen a jelatvitelben részt vevd molekuldk,
mitkddésiiket tekintve novekedési faktorok, receptorok és transzkripcidos faktorok.
Aktivalodasuk esetén, azaz egy vagy tobb génhiba megjelenésekor keletkeznek beldliik
az onkogének. A protoonkogének aktivalodasa létrejohet 1) termék keletkezésével (pl.
pontmutécio, leolvasésikeret-eltolodas kovetkeztében), vagy a ,,normalis termék” nem
megfeleld id6ében ¢és/vagy mennyiségben vald termelddésével (pl. amplifikacid

kovetkeztében).

EGFR
Az epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor -
EGFR) egy transzmembran fehérje, amit fiziologiasan az EGF (Epidermal Growth

Factor) vagy a TGF (Transforming Growth Factor) aktival. Normalis miikodése soran
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részt vesz a sejtproliferacioban, differencidlodasban ¢és a migracidban. A
daganatsejtekben azonban ez a fehérje szerepet jatszik a koros proliferacidban, az
apoptozis gatlasaban és a metasztazis-képzésben is. A EGFR-expresszido mértékérol
bebizonyosodott, hogy egy onallé prognosztikai faktor a fej-nyaki daganatokban. Mind
a fokozott EGFR-termelés, mind az emelkedett génkopia-szdm egyarant negativ
prediktorai a teljes tulélésnek (Ang et al., 2002). Hazai kutatok vizsgalataikban azt
talaltak, hogy az emelkedett génkopia-szammal szemben az EGFR fokozott aktivitasa
kedvezObb prognodzisra utal (Szabo et al., 2011).

Annak ellenére, hogy az EGF receptor expresszidja a fej-nyaki daganatok mintegy 80-
90%-aban kimutathato, az EGFR ellenes monoklonalis antitest cetuximab alkalmazasa
az EGFR-pozitiv fej-nyaki daganatoknak csak egy részénél mutat jelentds
eredményeket (a Bonner-vizsgalatban cetuximab hozzdadéasa a sugarkezeléshez 64-rél
74%-ra emelte az objektiv valaszadasi ratat, mig az Extreme vizsgéalatban a készitmény
hozz4adasa a platina + 5-fluorouracil terapidhoz 20-ro6l 36%-ra novelte a valaszadasi
ratat) (Bonner et al., 2006, Vermorken et al., 2008).

A target-terapia elleni rezisztencidnak tobb oka lehet, igy példaul EGFR génjének egy
trunkalt kiilsé6 domént eredményez6 specifikus mutacidja (EGFRVIII) (Sok et al., 2006).
Rezisztencidhoz vezethet még az EGFR-rél induld, legjelentésebbnek tartott
szignaltranszdukcios kaszkdd, a RAS-RAF-MEK-ERK utvonal tagjainak aktivalod
mutacidja (pl. HRAS mutacid), vagy egyéb, ezzel parhuzamos kaszkadok aktivacioja

(PI3K-AKT-mTOR) (Rampias et al., 2014).

Cyclin D1

Fiziologidsan a sejtciklus G1-S  atmenetét szabalyozdo Cyclin D1 molekula
jelentdségiik van a fej-nyaki daganatokban korlefolyasaban (Miyamoto et al., 2003). Az
emelkedett Cyclin Dl-szintet 0Osszefiiggésbe hoztdk a regiondlis nyirokcsomo-

metasztazisok kialakuldsanak fokozott kockazataval, igy az el6érehaladott stadiummal is.

PI3K

A foszfatidil-inozitol 3-kindz a lipid-kindzok csoportjaba tartoz6 szignaltranszdukcios
enzim, mely a PI3K/Akt/mTOR utvonalon keresztiil részt vesz a differencidcioban,
proliferacioban, ill. migracioban. Egyes elméletek szerint ennek az utvonalnak a

fokozott aktivitasa tehetd feleléssé az anti-EGFR terdpia szembeni rezisztenciaért. A
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kozelmultban irtdk le, hogy fej-nyaki tumorokban, eldsorban a HPV-pozitiv

tumorokban fordul elé mutécioja (The Cancer Genome Atlas, 2015).

MET

A MET, mas néven c-MET vagy hepatocita novekedési faktor receptor egy tirozin-
kindz aktivitdssal rendelkez6 membranreceptor, amelynek fiziologids ligandja a
hepatocita novekedési faktor (HGF). Koros aktivacidja daganatokban rossz prognodzissal
tarsul, szerepet jatszik a tumor ndvekedésében, 11j erek létrehodsdban, valamint a tavoli

attétek kialakitasaban.(Gentile et al., 2008)

4.3.4. Tumorszupresszorok inaktivalodasa (p53, p21)
A szupresszorgének legfontosabb funkcidja a proliferacio gatlasa. Erinthetik a
jelatvitelt, a proliferdci6 szabalyozasat, a genom épségének Orzését, a génhibak

kijavitasat vagy az apoptosis indukalasat.

p53

A p53 legfontosabb funkcidja annak megakadalyozésa, hogy a kijavitatlan génhibédkat a
sejtek az utodsejteknek tovabbadjdk - ezért nevezik a p53-at a genom Orzdjének.
Egyrészt képes ledllitani a sejtciklust a G1 fazisban, lehetdséget (és idOt) teremtve a
hiba kijavitdsara, masrészt aktivalhatja az apoptdzis programjat abban az esetben, ha a
hibat nem sikeriil kijavitani. Funkci6zavaranak oka lehet a p53 génjének mutacioja,
valamint a normalis p53 fehérje inaktivalodasa. Az inaktivalodast okozhatja a mutans
p53 (komplexet képezve a vad tipusu fehérjével), de okozhatjak viralis fehérjék is (1d.
feljebb a HPV-fehérjék leirasanal).

Az alkoholfogyasztas, illetve dohdnyzas asszocialt fej-nyaki daganatokban igen gyakori
a p53 funkcidjanak génmutécio okozta kiesése (Brennan et al., 1995). Egyes vizsgélatok
szerint a mutans p53 jelenléte szignifikins mértékben rontja a betegek tulélését,
valamint a daganat neoadjuvans kemoterapidra adott valaszat, tovabba valdsziniileg
Osszefliggésben all a magasabb metasztatikus potenciallal (Poeta et al., 2007, Temam et

al., 2000, Tamas et al., 2000).

p21
A ciklin-dependens kinaz inhibitor p21 a WAFI, illetve CIP1 gének terméke.

crer

kotédik. Expresszidjanak mértéke forditottan aranyos a T-értékkel, valamint a
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stddiummal. A p21 termelé tumorral rendelkezd betegeknek magasabb a

betegségspecifikus tulélésiik (disease-specific survival) (Xie et al., 2002).

4.3.5. ERCCI

Az ERCCI (excision repair cross-complementation group 1) fehérje a platina alapt
tumorellenes szerek okozta DNS-karosodads kijavitdsaban jatszik kulcsfontossagi
szerepet. A fej-nyaki tumorok 60-70%-dban kimutathaté a ERCC1 fokozott
termelddése. Kimutattak, hogy a fehérje expresszoja egy 6nallo prognosztikai faktor: a
fokozott ERCCI1-termeld tumoros betegek tulélése szignifikansan alacsonyabb, mint az
alacsony ERCC1-expresszioju tumoros betegeké (Jun et al., 2008).

In vitro kisérletekkel bizonyitottak, hogy az ERCCI aktivitdsdnak gatlasaval ndvelhetd
a sejtek cisplatin-szenzivitasa (Chang et al., 2005). Cobo ¢és munkatarsai altal végzett
randomizalt klinikai vizsgalatban, tiidérdkos betegeknél azt talaltdk, hogy az alacsony
ERCCl1-expresszioji  daganatos betegek szignifikdns mértékben jobban reagaltak
cisplatin alapu terdpidra, mint a magas ERCC1-expresszioju tumoros betegek (Cobo et
al., 2007). Egy 96 fej-nyaki daganatos beteget érintd vizsgalatban azt talaltdk, hogy az
immunhisztokémiai modszerrel vizsgalva alacsony ERCCl-expresszidju tumorok
mintegy négyszer nagyobb eséllyel reagaltak cisplatin-alapi kezelésre, mint a magas

ERCCl1-expresszioju daganatok (Handra-Luca et al., 2007).

4.3.7. p-tubulin

A B-tubulin a citoszkeleton mikrotubulusainak alkotasaban vesz részt, valamint
feltehetdleg szabalyozza a mitokondridlis membran permeabilitasat. A fehérje a taxanok
csoportjaba tartozd daganatellenes szerek (paclitaxel, docetaxel) elsddleges
tamadaspontja. A kemoterapias szerek hatasara a mikrotubuldris rendszer stabilizalodik,
felfliggesztddik a mitotikus és szekrécios tevékenység, a sejtek elpusztulnak. In vitro
vizsgalatokbol azonban kidertilt, hogy a magas B-tubulin expresszié fokozza a cisplatin
ellenes rezisztenciat is (Cullen et al., 2009).

A TAX 324 fazis-3 vizsgalatbol kideriilt, hogy fej-nyaki daganatokban
immunhisztokémiai modszerrel kimutatott alacsony szintli B-tubulin expresszio a
betegek megndvekedett progressziomentes, illetve teljes tilélésével jar egyiitt, a fehérjét
fokozottan expresszald csoporthoz viszonyitva.

Tovabbi eredményei a vizsgalatnak, hogy a B-tubulin-t alacsony mértékben expresszald
daganatos betegben a docetaxel hozzadadasa az indukcids kezelés soran alkalmazott

szerekhez (5-FU ¢és cisplatin) jelentés mértékben noveli a talélést. A B-tubulin

26



felillexpressziot mutatd daganatok esetében azonban nincs kiilonbség a docetaxellel,
illetve anélkiil végzett indukcios kezelések kozott a talélés tekintetében (Cullen et al.,

2009).

4.3.8. Glutation-S-transzferaz n

A glutation egy tripeptid, melynek feltételezett funkcidja a DNS védelme az azt karosito
behatasoktol, igy példaul az oxigén szabadgyokoktdl, valamint a DNS-tdmadasponti
kemoterapids szerektdl. A glutation-S-transzferaz (GST) enzimek katalizaljak a
glutation citotoxikus szerekhez wvald kotddését, ezaltal azoknak a sejtbdl vald
eltavolitasukat. A fej-nyaki daganatokban eléforduld legjelentdsebb GST izoform a
GSTr. Kimutattak, hogy a GSTrn fokozott expresszioja negativ prediktora a talélésnek
fej-nyaki daganatos betegek esetében. Azt is leirtdk tovabba, hogy részben a GSTrn

rrrrr

4.3.10. Sejtproliferdacios aktivitas

A daganat proliferacios aktivitasanak mérésére tobb eljaras is rendelkezésre all (Pich et
al., 2004): Az Un. névekedési frakcio markerei koz¢é tartozik a Ki67 (illetve MIB-1)
antitest, amivel az aktiv, nem GO fazisban 1év0 sejteket detektalhatjuk. A sejtciklus
fazisspecifikus markerei tobbek kozott az SPF (S-phase fraction - S-fazis-arany), melyet
detektalhatunk tobbek kozott bromdeoxyuridinnel, aramlasi citometriaval, illetve PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) immunhisztokémiaval. Szintén fazisspecifikus az M-
fazis arany, mely egyszeriien kalkulalhat6 a jelen 1év6 mitotikus alakok szamoléasaval. A
ciklusido szdmoléasdra az egyik legpontosabb modszer az Un. AgNOR-érték
(argyrophilic proteins associated with the nucleolar organizer regions) hasznalata. A
mozaikszo olyan eziisttel festheté fehérjéket jelol, melyek a DNS-hez kotddve a
nukleolusz alkotasaban vesznek részt. Az AgNOR-érték és a proliferacié gyorsasaga
kozott nagyon szoros Osszefiiggés all fenn: minél magasabb ez a szdm, annal gyorsabb a
proliferacio.

mértéke és a betegség progndzisa kozott van-e Osszefiiggés. A vizsgalatok tobbsége
azonban megallapitotta, hogy a korrelaciéo fennall: a magasabb proliferacios aktivitas
kedvezdtlen hatéssal van a terapias valaszkészségre és a tulélésre. Erdekes tanulményt
jelentetett meg egy német munkacsoport: vizsgalataik szerint a tumor invaziv széli
részén mérhetd AgNOR-érték és a betegek teljes-, illetve betegségmentes tulélése

kozott erdteljes statisztikai Osszefiiggés all fenn. A kutatds a proliferacios aktivitas
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mellett az invaziv szél progndzisban jatszott szerepét is hangstlyozza (Piffko et al.,
1997).

A gyorsan ¢és kontrollalatlanul osztodd daganatos sejtek gyakran eredményeznek a
normalis DNS-tartalomtdl eltérd aneuploid allapotot. Tobb szerzd is elismeri a ploiditast
a fej-nyaki daganatok 0nallo prognosztikai faktoraként. A legtobb tanulmanyban az
aneuploiditds nyirokcsomo-metasztazis jelenlétének magasabb valdszinliségére ¢és
kedvezdtlen korlefolyasra utal (Massano et al., 2006).

Hazai kutatok azt taldltdk, hogy magasabb S-fazis ardny esetén a daganatok
sugarrezisztencidja magasabb a kontrollhoz viszonyitva. Alacsonyabb S-fazis arany és
poliploid frakci6 (PF) esetén nagyobb teljes, valamint metasztazismentes tulélést
talaltak, mint magas SPF, illetve PF értékii daganatok esetében (Kraxner et al., 2001,
Tamas et al., 2000).

4.3.11. Ciklooxigenaz-2 expresszio

Erds Osszefliggést talaltak a kozelmultban a fej-nyaki daganatok 2-es tipust
ciklooxigendz enzim (COX-2) expresszidja és a magasabb kiGjuladsi arany, igy a
rovidebb betegségmentes tulélés (disease-free survival) kozott (Itoh et al., 2003). Az
emelkedett COX-2 expresszi0 kimutathatd volt a tumorok invaziv frontjaban
elhelyezkedd sejtek citoplazmdjaban, a koriilottiik 1évé stromaban és erekben. Ez a
megfigyelés arra a kovetkeztetésre vezetett, hogy az enzim elsdsorban a tumoros
invazidban és a metasztazis-képzésben jatszik szerepet (Thomas et al., 1999). Egy
masik vizsgalatban azt talaltdk, hogy a fokozott COX-2 termelés 0sszefiiggésben all a
daganatok rezisztencidjaval a sugarkezeléssel szemben. Ugyanakkor ha a daganatokat in
vitro COX-2 gatlokkal kezelték, javult a tumorok radioterapiara adott valasza (Terakado

et al., 2004).

4.3.12. Connexinek

A connexinek connexonokba rendezddve vesznek részt a réskapcsolatok (gap junction)
alkotasaban. A gap juction-ok a sejt homeosztizisdnak fenntartdsdban jatszanak
szerepet azaltal, hogy lehetdvé teszik kis molekuldk és ionok transzmissziojat (Sohl and
Willecke, 2004). Jelenleg 21 izoform4juk ismert. A kozelmultban valt ismertté, hogy

tobb daganattipusban csokken az expresszidjuk, €és sejtvonalakon végzett kutatdsok
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sordn az expresszid mesterséges fokozasa a normal fenotipus helyreallasat eredményezi.
Vese és emldrakban ismert, hogy a cs6kkent connexin-expresszid rosszabb progndzissal

tarsul. (Naus and Laird, 2010)
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3. Célkituzések

Mind az irodalmi adatokbol, mind sajat klinikai tapasztalatunk sordn azt lathatjuk, hogy
ugyanazon régiobol kiinduld, azonos staddiumua fej-nyaki daganatok kozott jelentds
kiilonbségek lehetnek mind a talélés, mind a terdpidra adott valasz tekintetében.
Kutatdsunk célja volt olyan prognosztikai markerek azonositdsa, melyek alapjan
megitélhetd a tumor agresszivitdsa, és segitséget nyujthat a megfeleld terdpia

kivalasztasaban.

1. Annak vizsgilata, hogy biomarker-expresszids szempontbdl egységesnek
tekinthetdk-e a fej-nyaki daganatok;

2. A Ki67 fehérje és a tulélés, illetve a betegség progresszidja kozotti dsszefiiggés
vizsgalata;

3. A foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K), illetve a hepatocita ndvekedési faktor-receptor
(c-MET) citogenetikai eltérései 6sszefliggenek-e a daganatos betegség stadiumaval;

4. A connexin 43 (Cx43) fehérje expresszidjanak vizsgalata fej-nyaki daganatokban.
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4. Modszerek

1. Adatgyijtés, betegek

A vizsgalt minta a Jahn Ferenc Dél-pesti Korhaz Fiil-Orr-Gégészeti osztalyan, 2000-
2008 kozott kezelt fej-nyaki daganatos betegek koziil lettek kivalasztva. A vizsgéalatbol
kizarasra keriiltek: a nyalmirigy daganatos betegek, nasopharyngealis karcindmaban
szenvedd betegek, illetve egyéb, nem laphamsejtes rakos betegek. A szdvetmintdk a
klinikai adatokat a kérhaz medikai rendszerébdl, illetve a korlapokbdl regisztraltuk.

1. Az elsé kohorszban 226 beteg szerepelt (177 férfi, 49 ndébeteg), atlagéletkoruk 58
(36-89) év volt. A primer terdpia 124 beteg esetében sebészi, mig 102 beteg esetében
irradiacios kezelés volt. Az anatomiai megoszlasokat az 1., a daganatok stadiumait a 2.
tablazat tartalmazza.

2. A masodik kohorszba a csak irradidcios kezelésben részesiilt betegek keriiltek.
Szamuk 90 volt, atlagéletkoruk 57 év volt (36-85). Lokalizaciobeli megoszlasukat a 3.,

stadium szerinti megoszlasukat a 4. tablazat tartalmazza.

1. Tablazat Az elsé kohorszban 1évé betegek
tumordnak anatomiai elhelyezkedése

Lokalizacio No. Szazalék
Cavum oris 12 5,3%
Oropharyx 69 30,6%
Hypopharynx 43 19%
supraglotticus 42 18,5
Larynx glotticus 43 19%
transglotticus 17 7,6
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2. Tablazat Az elsé kohorszban 1¢évo
betegek tumordnak stadiumbeosztasa

Stadium Szazalék
L 16%
IL. 12,3%
I1I. 24.2%
Iv. 47,5%

3. Tablazat Az irradiacios kezelésben részesiilt
betegek tumoranak anatomiai elhelyezkedése

Lokalizacio No. Szazalék
Cavum oris 5 5,5%
Oropharyx 38 42.2%

Hypopharynx 29 32,2%
supraglotticus 13 14,4%

Larynx glotticus 4 4,4%
transglotticus 1 1,1%

4. Tablazat A masodik kohorszban 1€vo
betegek tumoranak stddiumbeosztasa

Stadium Szazalék
L. 1,1%
II. 5,3%
II1. 26,3%
IV. 67,4%
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2. A szovetmintak feldolgozasa

A vizsgalatokhoz a betegek tumorabol késziilt, formalin-fixalt, paraffinba agyazott
blokkokat hasznaltuk fel. Az eredeti blokkhoz tartoz6é hematoxilin-eozin metszeten
azonositottuk a daganatszovetet, illetve a legmagasabb daganatsejt-aranyu teriileteket,
¢és ezekbdl készitettiink Un. szdveti mikrochipeket (TMA - Tissue Microarray). Az
eljaras lényege, hogy egyetlen paraffin blokkba dgyazunk tobb tiz (mérettdl fliggéen
akar tobb szdz) reprezentativ (tumor) mintat. Az ebbdl késziilt metszeteken igen
koltséghatékonyan végezhetiink immunhisztokémiai, illetve bizonyos
molekularbiologiai vizsgalatokat (Jawhar, 2009).

A blokkok elkészitését a 3IDHISTECH (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag)
cég TMA Master eszkozén végeztiikk. 7x10-es méreti TMA blokkokat készitettiink,

melyen minden minta 2 mm atmérdjii volt. A lemetszést kovetden a metszeteink

vastagsdga 4 um volt.

1. abra: A TMA metszet elkészitésének folyamata: Az eredeti (donor) blokkon azonositjuk a
tumorszovetet (a hozza tartoz6 hematoxilin-eozin metszet segitségével), a TMA Master késziilék
alkalmazaséaval a kivalasztott teriiletrél egy szovethengert emeliink ki, melyet egy 0j blokkba (TMA
blokk) implantalunk. Ezt kovetden errdl készitiink metszeteket, az utols6 kép egy ilyen blokkrol késziilt
hematoxilin-eozin metszetet abrazol.
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2. abra: A TMA Master késziilék miukodés kozben.
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3. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a 4 pm vastagsagi TMA metszeteken végeztiik.
Els6 1épésben a metszetek deparaffinalasat végeztiik el xilol, illetve alkohol sorral. Ezt
kovette az endogén peroxidazok blokkoldsa 15 percen keresztiil, 3%-os hydrogén-
peroxid oldattal. Az antigénfeltarast Tris-EDTA pufferben (pH: 9,0) végeztiik 50 perces
melegités soran. Az indifferens fehérjék blokkolasa 5%-o0s BSA-azidban tortént.
Kovetkezd 1épésben metszetet egyenletesen fedtiik az 5%-o0s BSA-azidban megfelelden
kihigitott primer antitest oldattal, majd ¢éjszakéra parasitdo allvanyokban hagytuk
inkubalddni a metszeteket. A primer antitestek tulajdonsagait az 5. tdblazat tartalmazza.
16 ora elteltével felhelyeztiik a poszt-primer antitesteket (30 percig), majd a szekunder
antitestként alkalmazott Novolink Polymer rendszert szintén 30 percre. Kromogénként
UltraVision DAB festést hasznaltunk. Ezt kdvetden magfestést végeztiink hematoxilin-
eozin felhasznalasaval.

A metszeteket digitalizaltuk a Pannoramic Scan késziilékkel (3DHISTECH, Budapest,
Magyarorszag), azok kiértékelése szamitégépen, a Pannoramic Viewer szoftverrel
tortént.

A kiértekelést 3, egymastol fliggetlen elemzd végezte. Azok a szovetmintak keriiltek
kiértékelésre, ahol legalabb 200 tumorsejt, illetve 3 tumorfészek volt lathato. Festddés
szerint a tumorokat 4 kategdriaba soroltuk: negativ - kevesebb, mint 5%-o0s tumorsejt
festddési ardny, enyhe - 6-20%-o0s festddés, kozepes - 21-60%, és erds: 60%-nal
magasabb festédési ardny. A dichotomizalashoz a legjobbnak a negativ-enyhe, illetve

kozepes-erds festddés szerinti csoportositas bizonyult.

5. tablazat: A hasznalt antitestek tulajdonsagai

Név Cx43 p53 p21VA1 AuroraA  Geminin Ki67 ple™ EGFR
(s Cell Cell Leica LabVision- Ventana-
Gyarto Signaling Novocastra  DAKO Signaling  Novocastra DAKO Thermo Roche
Higitas 1:100 1:400 1:150 1:80 1:150 1:1 1:400 1:1
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4. Fluorescens in situ hybridizacio (FISH)

A FISH vizsgalatokat a 4 pm vastagsagl, nativ. TMA metszeteken végeztik. Az
immunhisztokémidhoz hasonloan, itt is elsé 1épésben deparaffinélast, illetve rehidraciot
végeztiink. Ezt kdvetden hdindukalt antigén feltarast végeztiink citrat pufferben (pH 6)
30 percig. Az emésztés 37 C-on, pepszinnel tortént hibridizator késziilékben.

Kétféle jelolt FISH reagenst hasznaltunk: ZytoLight SPEC MET/CEN7 Dual Color,
valamint ZitoLight SPEC PIK3CA/CEN3 Dual Color probat (A PIK3CA a PI3K enzim
katalitikus alegysége). Mindkét esetben a vords szigndl jelentette a centroméra
specifikus jelolést (MET esetében a 7-es kromoszéman, PIK3CA esetében a 3-as
kromoszéman). A zdld szin mindkét esetben a gént jelolte (MET esetében a 7q31.2, mig
a PIK3CA esetében a 3q26.32-33 16kuszokon). A folyamat végén a sejtmagot DAPI-val
jeloltik.

A mintdkat ebben az esetben is digitalizaltuk a Pannoramic Scan eszkozzel, majd a
kiértékeléshez a Pannoramic Viewer szoftvert hasznaltuk.

Minden mintdn azonositottunk 40 6ndllo (4tfedést nem mutatd) tumorsejt magot, és
regisztraltuk a piros és z6ld jelek szamat.

A korabban publikalt Cappuzzo-féle osztalyozasi rendszert vettiik alapul: a 2, 3, illetve
4 ¢és afeletti géntartalmat, gén/kromoszoma aranyt, illetve a zdld és piros jelek
(sejtmagonként) medidnjat regisztraltuk. (Cappuzzo et al., 2005)

Hat csoportot kiilonitettiink el:

1 — diszémia (<2 génkopia a sejtek tobb mint 90%-aban),

2 — alacsony triszomia (<2 génkodpia a sejtek tobb mint 40%-aban, 3 génkopia a sejtek
10-40%-aban, >4 génkodpia a sejtek kevesebb mint 10%-aban),

3 — magas triszOmia (3 génkodpia a sejtek tobb, mint 40%-aban, >4 génkopia a sejtek
kevesebb mint 10%-aban),

4 — alacsony poliszomia (>4 génkopia a sejtek 10-40%-aban)

5 —magas poliszémia (>4 génkopia a sejtek tobb mint 40%-aban)

6 — amplifikaci6é (a MET/CENY7, illetve PIK3CA/CEN3 arany > 2)
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5. Statisztikai analizis

A statisztikai adatfeldolgozashoz a BMDP statisztikai szoftvercsomagot (Los Angeles,
California, USA), illetve az SPSS szoftver (Chicago, IL, USA) 20-as verzigjat
hasznaltuk.

A kategorikus valtozok kozotti Osszefliggés vizsgalatdra Pearson-féle khi-négyzet
probat hasznaltunk, csoportonkénti alacsony vérhatd (expected) elemszam esetén
Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztunk.

Tulélési analizishez Kaplan-Meier vizsgalatot hasznaltunk, a talélésbeli kiilonbségek
vizsgalatat pedig log-rank teszttel végeztiik. A relativ hazdrdok (HR) kiszdmitasdhoz
Cox-féle proporciondlis hazard modellt alkalmaztunk. A talélési vizsgalatokhoz a
mediant hasznaltam a dolgozatban (tekintettel arra, hogy a medidn - szemben az
atlaggal - nem érzékeny a kiugro /outlier/ értékekre). Amennyiben a kovetési id6 alatt a
betegek kevesebb, mint felénél kovetkezett be az esemény (betegségspecifikus halal),
ugy a mediant NR (Not Reached) értékkel jeloltem, és az atlagot tiintettem fel.

Minden elvégzett statisztikai teszt esetében 95%-os konfidencia intervallummal (95%
CI) dolgoztunk, eredményeinket pedig akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a szamitott
P értéke kisebb volt, mint 0,05.
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5. Eredmények

A moddszereknél részletezett, els6 kohorszba tartozé 226 fej-nyaki tumoros beteg
szovetmintait vizsgaltuk TMA mddszerrel. A  vizsgalat soran felhasznalt
immunhisztokémiai markerek a kovetkezok voltak: EGFR, Ki67, p16i“k4, pS3.

Statisztikailag szignifikdns 0sszefliggés mutatkozott a stddium és a talélés kozott (log-

atlag: 116,56 honap, II. stadium: NR, atlag: 62,91 honap, III. stddium: 21,0 hénap, IV.
stadium: 13,0 honap. Szintén szignifikans Gsszefliggést talaltunk a szdvettani grade és a
betegek tulélése kozott: grade I - NR, atlag: 98,31 honap, grade II - 23,0 hénap, grade
III - 14,0 honap (log-rank P<0,001, 4. abra).

A lokalizacid szerinti Osszehasonlitasnal azt talaltuk, hogy a legjobb prognézissal a
glottikus tumorok (NR, atlag: 77,65 honap), mig a legrosszabbal a hypopharynx
tumorok jarnak (12,0 hénap, log-rank P<0,001, 5. 4bra).

Sem nemek szerint, sem ¢életkor szerint nem talaltunk szignifikdns Osszefliggést a

taléléssel (P=0,594; illetve P=0,992).
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3. abra: Stadiumok szerinti talélés
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1. Annak vizsgalata, hogy biomarker-expresszios szempontbol egységesnek

tekinthetok-e a fej-nyaki daganatok

A vizsgalt markerek koziil a Ki67, valamint az EGFR mutatott szignifikans
Osszefiiggést a lokalizacioval. (6. tablazat).

A hypopharynx tumorok 92,9%-a, a supraglotticus daganatok 85,4%-a, a transglotticus
daganatok 76,5%-a, az oropharyngealis rakok 75,4%-a, a szajliregi daganatok 58,3%-a,
mig a glotticus neoplaziak 38,5%-a volt Ki67-pozitiv (P<0,001).

Az EGFR esetében a szazalékos megoszlasok a kovetkezOk voltak: szdjiireg - 100%,
supraglotticus gége - 95,1%, hypopharynx - 88,1%, oropharynx - 78,3%, transzglottikus
tumorok - 76,5%, mig a glotticus régid tumorai esetében 71,1% (P=0,023).

6. tablazat: Biomarker-expresszids aranyok lokalizacidk szerint

p16 Ki67 p53 EGFR

poZ. poz. poz. poZ.
Cavum oris 25,0% 58,3% 50,0% 100%
Oropharynx 36,2% 75,4% 48,5% 78,3%
Hypopharynx 21,4%  929%  57.1%  88,1%

Supraglotticus 52.5% 85,4% 57,5% 95,1%
Larynx  Glotticus 35.0% 38.,5% 56,4% 71,1%

Transglotticus o5 1o/ 765%  467%  76.5%
p-érték 0.088  <0,001 0,898 0,023

2. A Ki67 fehérje és a tulélés, illetve betegség progresszioja kozotti

osszefiiggés vizsgalata.

Szignifikans Osszefliggést talaltunk a Ki67 fehérje expresszidja és a betegek tulélése
kozott: a Ki67-pozitiv tumorral rendelkezd betegek talélése rosszabb a Ki67-negativ
tumoros betegekéhez képest - 6. dbra (median talélés: 20 vs. 27 hoénap; HR: 1,619;
95%CI: 1,050-2,498; P=0,029).
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A betegség stadiuma és a Ki67-expressziod kozotti kapcsolat vizsgéalatakor azt talalaltuk,
hogy a Ki67-pozitivitds nagyobb ardnyban fordult eld az elérehaladott (T3-4)
stadiumban (P<0,001), valamint a primer tumor Ki67-pozitivitisa magasabb nyaki

nodalis statusszal tarsult (P=0,007). 7. és 8. tablazat
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6. abra: A Ki67-pozitivitas és a tilélés kapcsolata

7. tablazat: A daganat T-stadium ¢és a Ki67expresszio kozotti osszefiiggés

T1 T2 T3 T4
Ki67-negativ 48,7% 35,8% 14,1% 20,4%
Ki67—pozitiv 51,3% 64,2% 85,9% 79,6%

8. tablazat: A daganat N-stadiuma és a Ki67-expresszio kozotti kapcsolat

NO N1 N2 N3
Ki67-negativ 38,1% 25% 14,8% 10%
Ki67—pozitiv 61,9% 75% 85,2% 90%
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3. A foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K), illetve a hepatocita novekedési
faktor-receptor (c-MET) citogenetikai eltérései és daganatos betegség

stadiuma kozotti osszefiiggés vizsgalata

Az els6 kohorszba tartozod 226 betegbdl 152-nek volt fluorescens in situ hybridizacidra
alkalmas szovetmintaja. PIK3CA esetében a mintdk 5%-aban taldltunk diszomiat,
alacsony triszomidt 26,5%-ban, magas triszomiat 2%-ban, alacsony poliszomiat a
tumorok 42%-aban, magas poliszomiat az esetek 20%-aban, mig amplifikaciot 4,5%-
ban. A c-MET citogenetikai eltéréseit tekintve az esetek 20%-aban talaltunk diszémiat,
alacsony triszomiat 44%-ban, magas triszomiat 2%-ban, mig alacsony poliszomiat 28%-
ban, magas poliszomidt 5%-ban. A ¢c-MET esetében amplifikdciot nem taldltunk (7.
abra).

Az emlitett gének citogenetikai eltérései, illetve a fej-nyaki daganatos betegség
stadiuma kozotti dsszefliggés vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a PIK3CA emelkedett
képiaszama szignifikdns mértékben magasabb aranyt volt az eldrehaladott T-
stddiumban 1év0 betegeknél (P=0,008, 8. 4&bra). Nem taldltunk statisztikailag

szignifikans 0sszefiiggést a c-MET, illetve a daganatos betegség stadiuma kozott.
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7. abra: Normal PIK3CA kopiaszam (A), PIK3CA amplifikaci6 (B), PIK3CA poliszémia (C)
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8. abra: A PIK3CA statusz és a pT paraméter kozotti 0sszefliggés
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4. A connexin 43 (Cx43) fehérje expressziojanak vizsgalata fej-nyaki

daganatokban

A vizsgalat soran vizsgaltuk a connexin 43 fehérje expresszidjat, a p53, pl6™ "

tumorszuppresszor fehérjéket, valamint sejtfazis-specifikus fehérjéket, mint aurora A,
Geminin, illetve p21"A™,

A vizsgalt 90 mintabol 60-bizonyult connexin-pozitivnak, mig 30 negativnak (9./A
abra). A normal mukozalis epitheliumban, illetve a daganatok egy részében a fehérje a
sejtmembranban, valamint annak kozvetlen kozelében festddott (9./B abra). A vizsgélat
fej-nyaki tumormintak nagy részében a connexin 43 citoplazmatikus festddést mutatott
(9./C abra).

Erds pozitiv Osszefliggést talaltunk a betegek betegségspecifikus talélése és a fehérje
expresszidja kozott: A Cx43-pozitiv tumorok szignifikansan jobb prognoézissal tarsultak
(HR: 0,509; 95% CI: 0,315 — 0,822; P=0,006). A median talélés a Cx43-pozitiv
csoportban 15 honap volt, mig 5 honap a Cx43-negativ csoportban (log-rank P=0,004,
10. abra). Szignifikans Osszefliggést talaltunk tovabba a Cx43 és a p53 fehérje kozott: a
fokozott p53 expresszid magas connexin 43 szinttel tarsult (P=0,036, 11. abra).

Nem talaltunk Osszefiiggést a Cx43 és a tobbi vizsgalt fehérje expresszidja kozott, sem
pedig a tobbi klinikopatoldgiai paraméterrel, mint a T-, N-, M-stadiummal, szdvettani

grade-del, lokalizcioval.

WAF1 WAF1
1 1 -

Szignifikans Osszefliggést talaltunk a p2 ¢és a betegek tulélése kozott: a p2

pozitiv tumorok prognézisa szignifikdns mértékben jobb a p21VA™!

Osszehasonlitva (HR: 0,444; 95% CI: 0,224 — 0,878; P=0,020). A median talélési id6 a

-negativ tumorokkal

1VAT pozitiv tumorok esetében 15 honap volt, mig a negativ csoportban minddssze 4

p2
honap (log-rank P=0,014, 12. és 13. 4bra).
A tobbi vizsgalt marker nem mutatott statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést a

tuléleéssel, illetve az egyéb klinikopatologiai paraméterekkel.
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10. abra: A Cx43 expresszio ¢s a tulélés kapcsolata
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12. abra: A p21 expresszi6 és a tulélés kapcsolata
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-pozitiv tumorsejtek (B)

p21WVA L pegativ (A) és p21WAF!

13. abra
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6. Megbeszélés

Az elsé vizsgalt kohorszunkban 226 beteg tumoranak, illetve talélési adatainak
vizsgalata soran a vart tilélésbeli kiilonbségek megjelentek a betegség staddiuma alapjan,
minté]l magasabb stddiumu volt a betegség, anndl rosszabb volt a betegségspecifikus
tulélés. A szovettani grade prognosztikai szerepe fej-nyaki daganatokban még vitatott,
mi azonban egyértelml, szignifikdns Osszefliggést talaltunk: minél differencialtabb a
daganat, anndl jobb a prognozisa. A daganatok lokalizacidja szerinti 6sszehasonlitasnal
az irodalombdl ismert kiilonbségek mutatkoztak meg: a glottikus tumorok rendelkeztek
a legjobb tulélési mutatokkal, mig a hypopharynx daganatai voltak a legrosszabb

progndzisuak.

1. Annak vizsgalata, hogy biomarker-expresszios szempontbol egységesnek

tekinthetok-e a fej-nyaki daganatok

Jelen vizsgalatunknak az volt a célja, hogy megvizsgaljuk, egységesnek tekinthetdk-e a
fej-nyaki daganatok biomarker-expresszios szempontbo6l.

A pl6™* egy ciklin-dependens kinaz gatlo, mely az aktiv ciklin D - CDK 4/6
kialakulasat gatolja. Ennek eredményeként elmarad a retinoblasztoéma fehérje
foszforilacigja, igy a sejtciklus ledll a G1 fazisban (Nilsson et al., 2004). Az utdbbi
évtizedben tobb publikacio jelent meg azzal kapcsolatban, hogy a pl6™* fokozott
termelddése a fej-nyaki tumorok esetében az esetek mintegy 80%-aban Osszefliggésben
all a HPV-pozitivitassal, igy felhasznalhato un. helyettesitd (surrogate) markerként a
virus indukalta daganatok kimutatasara. Ismert tovabba, hogy a HPV-pozitiv tumorok
els6sorban az oropharyngealis régioban fordulnak el6 (Ang and Sturgis, 2012).

Jelen vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a p16™**

-expressziodja €s
a daganat lokalizacidja kozott. Legmagasabb ardnyban a supraglottikus régidban
(52,5%) fordultak elé a p16™**-pozitiv tumorok, masodik legmagasabb aranyban pedig
az oropharyngealis régioban (36,2%), mig az ardny a legalacsonyabb a
hypopharyngealis régioban volt (21,4%).

A Ki67 fehérje fiziologias funkcidja nem teljesen tisztazott. Ismert viszont, hogy csak
és kizardlag a proliferalo sejtekben termelddik (jelen van a G1, S, G2 és M fazisban, de
hidnyzik a GO fazisban). Ebbdl kifolyolag a Ki67 felhasznalhatd, mint proliferacios
marker, tobb tumortipusban irtdk le prognosztikai szerepét (Cattoretti et al., 1992,

Matsumoto et al., 1999, Sittel et al., 2000).
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Vizsgélataink soran szignifikdns Osszefiiggést talaltunk a Ki67-expresszio €s a tumorok
elhelyezkedése kozott: Legmagasabb aranyban a hypopharynx tumorokban volt jelen
(92,9%), mig legritkdbban a glottikus tumorokban volt detektalhat6d (38,5%). A fentiek
alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a hypopharynx tumorok joval nagyobb
osztodasi potenciallal rendelkeznek, mint a glottikus daganatok. Ez magyarazatot adhat
arra a jelenségre, hogy a fej-nyaki daganatok koziil a hypopharynx daganatoknak a
legrosszabb a prognozisa, illetve rendelkeznek a legmagasabb metasztatikus
potenciallal.

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) fokozott termelddése a fej-nyaki
daganatok 80-90%-aban kimutathaté (Grandis and Tweardy, 1993). Vizsgalatunk soran
szignifikans Osszefliggést talaltunk a fehérje expresszidja és a daganat lokalizacidja
kozott: legmagasabb aranyban a szdjiiregi tumorokban volt kimutathaté (100%), mig
legalacsonyabb a glottikus tumorok esetében volt (71,1%).

A p53 tumorszupresszor fehérjét kodold gén a leggyakrabban mutalt gén humén
tumorokban, mutacidja nagyon gyakori a fej-nyaki malignomékban is (Somers et al.,
1992). A p53 prognosztikai szerepe még nem teljesen tisztazott fej-nyaki tumorokban.
Egyes szerzk negativ korrelaciot talaltak a pS53 expresszid és a progndzis kozott
(Bradford et al., 2003), mig masok (és tobbek kozott ez a vizsgélat is) nem tudtak
bizonyitani ezt az dsszefliggést (Perisanidis et al., 2012, Tamas et al., 2000).

Mind az irodalmi adatok alapjan, mind sajat klinikai gyakorlatunkban azt latjuk, hogy
azonos stadiumu, kiilonboz6 lokalizacioju fej-nyaki daganatok egészen eltérd biologiai
viselkedést mutathatnak mind a koérlefolyést, mind a kezelésre adott valaszt tekintve.
Hazai kutatok vizsgalataik alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a az eltérd
prognézis egyik oka a kiilonbozd régiok eltérd struktirdja, ugyanis a porcos, illetve
kotészovetes vazak gatat szabahatnak a tumor novekedésének (Repassy et al., 1988).
Jelen vizsgalatunk alapjan azt a konkluziét vonhatjuk le, hogy az eltérd lokalizacioji
fej-nyaki daganatok molekularbioldgiailag is eltérnek egymastol, tehat a fej-nyaki

daganatok nem tekinthetdk egységes entitdsnak biomarker-expresszids szempontbol.

2. A Ki67 fehérje és a tulélés, illetve betegség progresszioja kozotti

osszefiiggés vizsgalata.

A Ki67 tobb daganattipusban ismert, €és klinikailag hasznalt prognosztikai faktor,

ugyanakkor fej-nyaki daganatokban prognosztikai szerepe még nem tisztazott (de
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Azambuja et al., 2007, Pollack et al., 2004, Roland et al., 1994). Jelen vizsgalatunkban
szignifikans Osszefiiggést taldltunk a Ki67 fehérje expresszidja és a betegek
betegségspecifikus tulélése kozott, a tumor T-stddiuma, valamint a nyirokcsom6 (N)
statusza kozott. Megallapithatjuk tehat, hogy fehérjét fokozottan expresszald daganatok
lokalisan (méretiiket, valamint infiltraciojukat tekintve) eldrehaladottabbak, nagyobb
eséllyel adnak nyaki nyirokcsomd metasztazist, valamint rosszabb progndzissal
rendelkeznek, mint a fehérjét nem, vagy alacsony mértékben termeld tumorok. Az el6z6
fejezetben részletezettek alapjan a hypopharynx daganatok rossz progndziasank egyik

oka lehet a fokozott Ki67 termelés.

3. A foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K), illetve a hepatocita novekedési
faktor-receptor (c-MET) citogenetikai eltérései és daganatos betegség

stadiuma kozotti osszefiiggés vizsgalata

A PI3K/Akt/mTOR kaszkad az egyik leggyakrabban karosodott utvonal humén
tumorokban. A kaszkad elsé tagjdnak mutacidi gyakoriak emld, ill. colorectalis
tumorokban, mig kopiaszam-eltérései gyakran fordulnak el cervix és tiido
daganatokban (Forbes et al., 2015). Egy 2015-ben megjelent tanulményban irtdk le,
hogy HPV-pozitiv fej-nyaki daganatokban gyakori az enzim katalitikus alegységének
(PIK3CA) mutécioja (The Cancer Genome Atlas, 2015).

A c-MET egy tirozin-kinaz aktivitassal rendelkezd receptor, melynek ligandja a HGF
(hepatocita novekedési faktor). A fehérje szerepet jatszik az EMT-ben (epithelialis-
mesechimalis tranzicid), a proliferacioban, migracioban tovabba az invazidban. Az
altala aktivalt legfontosabb kaszkadok a Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK kaszkad), ill. a
PI3K-Akt-mTOR utvonalak (Lesko and Majka, 2008). Fokozott termelddése gyakori
laphamrakokban, és gyakran rossz prognozissal tarsul (Birchmeier et al., 2003).

A PIK3CA esetében a mintaink kozel kétharmadaban talaltunk triszomiat, kozel 5%-
ban amplifikaciot, mig a c-MET-et tekintve amplifikdcié nem, poliszomia pedig 33%-
ban volt jelen. Eredményeink alapjan a primer tumorban a PIK3CA ko&piaszam-
emelkedése magasabb T stddiummal-tarsul. Ebbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le,
hogy az emlitett citogenetikai eltérés a daganatos betegség progresszidjanak késobbi,
elérehaladottabb stddiumdban jelenik meg. A c-MET esetében nem talaltunk

Osszefliggést a stddium ¢és a betegség progresszidja kozott.
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4. A connexin 43 (Cx43) fehérje expressziojanak vizsgalata fej-nyaki

daganatokban

A connexinek a gap junctionok (réskapcsolat) alkotasdban részt vevd strukturalis
fehérjék. Ezeknek a réskapcsolatoknak a szerepe az intercellularis kommunikacidéban
van azaltal, hogy lehetdvé teszik ionok, illetve kis molekuldk transzmisszidjat (Sohl and
Willecke, 2004). Jelenleg 21 connexin izoforma ismert, melyek mind méretiikben, mind
toltés-specificitasukban kiilonbéznek (Goodenough et al., 1996, Willecke et al., 2002).
A fehérjék négy transzmembran doménnel, két extracelluldris, illetve egy
citoplazmatikus hurokkal rendelkeznek. Mind az N-, mind a C-termindlis régi6 a
citoplazmaban helyezkedik el (Kumar and Gilula, 1996). Az utébbi években jelentek
meg olyan tanulmanyok, melyek alapjan felmeriil, hogy a connexinek nemcsak
strukturalis funkcioval rendelkeznek, hanem tumorszupresszorként is funkcionalnak, és
kapcsolatba Iéphetnek tobb intracellularis szingaltranszdukcios fehérjével, mint példaul
az src, igy részt vehetnek a proliferacioban, differenciacioban, valamint az apoptdzisban
(Naus and Laird, 2010, Conklin et al., 2007).

A connexinek humén karcinogenezisben betoltott szerepét eldszor hepatocellularis
karcinomékban irtdk le (Janssen-Timmen et al., 1986). Ismert, hogy a fehérje
expresszidja tobb daganattipusban csokkent, igy példaul emld tumorban és vesesejtes
rakban, tovabba az, hogy a csdkkent termelddés egyes tumorok esetében rosszabb
prognozissal tarsul (Teleki et al., 2014, Yano et al., 2006).

Gégerakok esetében Schneider és munkatarsai vizsgalataik soran azt talaltdk, hogy a
daganatkialakulas alatt nem valtozik meg a connexin-expresszios mintazat (Schneider et
al., 2002). Szintén gégerakok vizsgalata soran egy tanulmanyban nem talaltak
Osszefiiggést a Cx43 fehérje termelddése €s a betegek tulélése kozott (Sun et al., 2004).
Vizsgéalatunkban szdjiiregi, garat- és gégerdkos betegek tanulmanyozasa alapjan
szignifikans Osszefiiggés igazolddott a connexin 43 expresszio és a betegségspecifikus
tulélés kozott: a csokkent connexin expresszid rosszabb prognozissal tarsult. Ez az
eredmény szintén amellett szol, hogy a Cx43 tumorszupresszor funkcidval is
rendelkezik. Megfigyeltiik tovabba, hogy a connexin 43 fehérje szintje, illetve a p53
fehérje szintje kozott pozitiv korrelacio all fent: A magas connexin szint magas p53
szinttel tarsul. Ismert, hogy a p53 szintje emelkedett a fej-nyaki laphamsejtes daganatok
mintegy 50%-aban, els6sorban az alkoholfogyasztds ¢és dohanyzds indukalta

tumorokban. Ezekben a tumorokban a p53 mutacidja igen gyakori. A mutélt p53
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lebomlédsa korlatozott, igy akkumuldlodik a sejtben, mely az immunhisztokémiai
vizsgalatok sordn ,,overexpresszio”-ként jelenik meg (Tandon et al., 2010, Brennan et
al., 1995). Eredményeink alapjan azt valdsziniisitjiik, hogy a connexin 43 expresszid
csokkenése egy, a mutalt p53 altal jellemzett karcinogenezistdl eltérd utvonalban jatszik
szerepet, illetve vesz részt a daganat kialakuldsaban.

Korabbi vizsgalatok alapjan felmeriilt, hogy Osszefliggés all fenn a Cx43 expresszio és
kiilonbozd sejtciklus szabalyozé fehérjék kozott, mint példaul a p21™VAT'. A p21VAT!
fehérje egy ciklindependens-kindz inhibitor, mely a G1/S &4tmenet szabalyozasiban
jatszik szerepet (Sherr, 1996). Vizsgalatunk sordn a fehérje expresszidja és a betegek

WAF1
1

tulélése kozott szignifikdns Osszefiiggést taldltunk: a csokkent p2 expresszio

rosszabb prognoézissal tarsult. Ez a jelenség megfelel a Xie és munkatarsai altal
publikalt adatoknak (Xie et al., 2002). Nem talaltunk azonban Gsszefiiggést a p21 VA*!
¢és Cx43 fehérje szintje kozott.

Az aurora A kindz egy szerin/treonin kinaz, amely a mitdzisban és meidzisban jatszik
szerepet. Azaltal, hogy a G2/M 4atmenetben termelddik, felhasznalhato sejtciklus
markerként (Vader and Lens, 2008). A geminin a DNS re-replikdcidjanak gatlasaban
vesz részt, szintje a G2/M atmenetben a legmagasabb (Diffley, 2004). A kordbban mar
részletesen jellemzett Ki67 fehérje pedig csak a sejtciklusban részt vevd sejtekben
talalhatd meg, a nyugvo (GO fazis) sejtekben nem. Nem taldltunk szignifikans
Osszefliggeést az emlitett fehérjék és a betegek tulélése, illetve egyéb klinikopatologiai
paraméterek kozott, sem pedig a fehérjék expresszidja €és a connexin 43 szintje kozott.
Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a Cx43 egy megbizhatd prognosztikai marker fej-

nyaki daganatokban, expresszidjanak csokkenése szignifikdnsan rosszabb progndzissal

tarsul.
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7. Kovetkeztetések

Doktori disszertdciomban a fej-nyaki rosszindulatu daganatok prognosztikai faktorainak
kutatdsdbol szarmazo eredményeinket foglaltam 0Ossze. Vizsgaltuk a fej-nyaki
daganatokban olyan markerek expressziojat, mint a pl6™~', p53, EGFR, Ki67,

WAF1
1

p2 , connexin 43, aurora A, és geminin, valamint a c-MET ¢és fosztatidil-inozitol 3

kindz citogenetikai eltéréseit. Munkéank soran az alabbi kdvetkeztetéseket vontuk le:

1. A fej-nyaki rdkok biomarker-expressziods profiljanak vizsgélatakor azt talaltuk,
hogy habar szovettanilag hasonld megjelenésiick ezek a daganatok, fehérje-
expresszios szempontbdl nem tekinthetOk egységes entitdsnak. A Ki67 proliferacios
marker fokozott termelddése szignifikdnsan magasabb ardnyban taldlhaté meg az
algarat daganataindl, mig joval alacsonyabb ardnyban a glottikus tumorokban.
Ehhez hasonldan az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) 100%-ban
pozitiv festddést mutatott szajliregi daganatokban, mig legalacsonyabb aranyban a

glottikus daganatokban volt kimutathato.

2. A Ki67 fehérje prognosztikai szerepének vizsgalatakor szignifikans 0sszefiiggést
fedeztiink fel a fehérje fokozott termelddése és a betegek tulélése kozott: az
magasabb Ki67-szintet mutaté tumorok progndzisa rosszabb, mint az alacsony
Ki67-szintli tumoroké. Megfigyeltiik tovabba, hogy a primer tumor magasabb Ki67
szintje magasabb T-stddiummal, valamint elérehaladottabb nyaki nyirokcsomo (N)

statussal tarsul.

3. A foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K), illetve hepatocita novekedés faktor
receptor (c-MET) citogenetikai eltérései, valamint a betegség stadiuma kozotti
Osszefliggés vizsgalatakor azt az eredményt kaptuk, hogy a PI3K esetében az
emelkedett génkopiaszdm eldrehaladott T-stddiummal parosult. Nem taldltunk

szignifikans 0sszefliggést a cMET és a betegség stadiuma kozott.

4. A connexin 43 fehérje fej-nyak tumorban betdltott szerepének vizsgalatakor a
kovetkezd eredmények mutatkoztak: a fehérje expresszidjanak csokkenése
szignifikans mértékben rontja a betegség prognozisat. Erdekes megfigyelés tovabba,
hogy a Cx43-pozitiv (tehat normal expresszidju) daganatok esetében szignifikans

mértékben magasabb ardnyu volt a koros pS53-expresszi6. Ez alapjan arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Cx43-expresszio zavara elsésorban nem a mutans
p53 éaltal dominalt daganatokban fordul el6. Nem talaltunk Osszefiiggést a Cx43
termelddése és a sejtfazis-markerek kozott. Kordbban mar publikalt adatoknak
megfeleléen a mi beteganyagunkban is azt taldltuk, hogy a p21™""' fehérje

expresszidjanak csokkenése szignifikansan rontja a betegség progndzisat.
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8. Osszefoglalas

Incidenciajukat tekintve a fej-nyaki daganatok vilagviszonylatban az 6todik
leggyakoribb malignus daganatnak tekinthetok, mig ugyanez az entitdas Magyarorszagon
a negyedik leggyakoribb tumortipus. Tekintettel arra, hogy a betegség progndzisa
rendkiviil rossz, ill. a gyogyulas esélyét hordozd terapids modalitdsok jelentds
mellékhatasokkal, ill. életmodbeli romléassal jarnak, sziikséges olyan 0 prognosztikai
faktorok azonositasa, amelyekkel megjosolhatova valik a daganat agresszivitdsa,
biologiai viselkedése.

Vizsgéalatunkban 226, illetve 90 fej-nyaki daganatos beteget vontunk be, ¢és
immunhisztokémiai festéssel vizsgaltuk a daganatok biomarker-expresszids profiljat
(p16™ 4 EGFR, Ki67, p53) anatomiai lokalizaciok szerint. Vizsgaltuk tovabba a Ki67
expresszi0 prognosztikai szerepét, Osszefiiggését a betegségspecifikus tuléléssel,
valamint a tumor stddiumaval. Vizsgalataink sordn fluorescens in situ hybridizacioval
elemeztiik a PIK3CA (a PI3K enzim katalitikus alegységének génje), valamint a c-MET
amplifikdcidjdnak és poliszomidjdnak Osszefliggéseit a daganatos betegség
progressziojaval. Tovabbi targyat képezte vizsgalatainknak a connexin 43 fehérje
expresszidjanak immunhisztokémiai elemzése, valamint Osszefiiggésének vizsgalata a
tuléléssel, tumorszuppresszorokkal és sejtfazis-markerekkel.

Szignifikans Osszefliggést talaltunk a Ki67, valamint az EGFR expresszio és a
daganatok lokalizacidja kozott. Eldbbi legmagasabb aranyban a hypopharynx
tumoraiban, legkiebb aranyban a glottikus daganatokban adott pozitiv reakciot, mig az
EGFR esetében legmagasabb ardnyu expressziot a szdjiregi tumorokban,
legalacsonyabb aranyt termelddést pedig a glottikus maligndméakban mértiink.
Statisztikailag szignifikdns Osszefiiggés mutatkozott a Ki67-expresszid és a tulélés
kozott: legjobb prognozissal a Ki67-negativ tumorok rendelkeztek, a pozitiv expresszio
jelentdsen rontotta a betegségspecifikus talélést. A Ki67-pozitivitds magasabb T, és N
stadiummal tarsult. Szignifikans Osszefiiggést talaltunk a PIK3CA amplifikécio, illetve
poliszomia, valamint a betegség T-stadiuma kozott: az emlitett citogenetikai eltérések
gyakoribbak voltak eldrehaladott stddiumt tumorokban. A connexin 43 fehérje
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy az expresszio elvesztése/lecsokkenése szignifikans
mértékben noveli a betegségspecifikus haldlozast. Statisztikailag jelentds Osszefiiggés
igazolodott a Cx43 expresszid ¢és a p53 fehérje termelddése kozott, a p53
,overexpressziot” mutatd daganatokban jelentdsen ritkdbb volt a Cx expresszid

elvesztése.
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9. Summary

Head and neck cancers are the fifth most common malignancies worldwide, while in
Hungary, this entity is the fourth most frequent cancer regarding their incidence. As the
prognosis of this cancer type is rather poor, and the therapeutic modalities frequently
bear serious side effects and cause considerable decline in quality of life, identification
of novel prognostic markers - for predicting biological behaviour and aggressiveness of
the disease - is emerging.

We analyzed the tumor samples of 226 and 90 patients suffering from head and neck
squamous cell carcinoma. We wused immunohistochemistry to detect regional
differences in biomarker expression (p16™**, EGFR, Ki67, p53). We also evaluated the
correlation between Ki67 expression and disease-specific survival, tumor stage.
Fluorescent in situ hybridization was used to assess the amplification and polysomy of
PIK3CA (the catalitic subunit of the enzyme PI3K) and ¢c-MET. We were looking for
possible correlations between the cytogenetic alterations and tumor progression.

We also evaluated the role of connexin 43 expression in head and neck cancers and its
correlation with disease-specific survival, expression of tumorsupressors and cell phase
markers.

Significant correlation was revealed between the expressions of Ki67 and EGFR and
tumor site. Ki67 expression was the highest among hypopharyngeal cancers, while the
lowest in glottic tumors. EGFR overexpression was the most frequent in oral cancers
and the less frequent in glottic malignancies.

Statistically significant association was found between Ki67 expression and survival:
Ki67-negative cancers showed the best prognosis, while positive expression was
associated with poorer prognosis. Ki67-positivity was associated with higher T and N
stage.

Significant correlation was found between PIK3CA amplification, polysomy and tumor
stage: these cytogenetic alterations were associated with higher T stage.

Analyzing the expression of connexin 43, we found that the loss of or decrease in Cx43
expression significantly increases disease-specific death. Statistically significant
correlation was revealed between Cx43 expression and p53 level: loss of Cx43
expression was a rare event in tumors showing p53 overexpression. We did not unveil
any significant correlation between connexin 43 expression and cell phase specific

markers (Geminin, aurora A, p21WAF1, Ki67).
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