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Bevezetés

Altaldnos megfontolasok

Fej-nyaki daganatok (HNC - Head and Neck Carcinoma)
megnevezés alatt — szoros értelemben — a fej és a nyak
nyalkahartyaibol kiindulé tumoros megbetegedéseket értjiik. E
daganatok mintegy 90%-a laphamrak. A 2015-6s GLOBOCAN
adatai alapjan évente mintegy 600 000 1uj fej-nyaki tumoros
betegséget fedeznek fel vilagszerte. Magyarorszdgon ez a szam
atlagosan 5000 0j eset/év. Mortalitasat tekintve ez a betegségcsoport
igen nagy valtozatossagot mutat, a korai stadiumt (T1-2NOMO)
tumoros betegek 5 éves tulélése 80-90% kozott van. A
lokoregionalisan eldrehaladott betegségben (T3-4NOMO vagy TI1-
4N1-3M0) szenveddk 5 éves talélése 40-50% kozé tehetd, mig a
recidiv/metasztatikus tumoros betegek median talélése 7-9 honap.

A prognozist meghatarozo tényezék koziil kiemelendé6 a TNM-
stadium, a betegség lokalizacidja, a fennalld tarsbetegségek, a
tumoros infiltracié mélysége, valamint attétes nyirokcsomo esetén az
extrakapszularis  terjedés fennallasa vagy hianya. Fontos
prognosztikai faktor tovabba a human papillomavirus (HPV)-statusz,
ismert, hogy a HPV-pozitiv tumorok prognozisa szignifikans
mértékben jobb a HPV-negativ, dohanyzas/alkoholfogyasztas altal

indukalt daganatokénal.

A vizsgalt markerek

pl6
A p16™** egy ciklin-dependens kinaz gatlo, amely az aktiv ciklin D -

CDK 4/6 komplex kialakulasat gatolja. Ennek eredményeként



elmarad a retinoblasztoma fehérje foszforilacidja, igy a sejtciklus
leall a G1 fazisban. Az utdbbi évtizedben tobb publikacid jelent meg
azzal kapcsolatban, hogy a p16™** fokozott termelédése a fej-nyaki
tumorokban az esetek mintegy 80%-aban dsszefliggésben all a HPV-
pozitivitassal, igy felhasznalhatdé 1n. helyettesité (surrogate)
markerként a virus indukalta daganatok kimutatasara.

Ki67

A Ki67 fehérje fiziologias funkcidja nem teljesen tisztazott. Ismert
viszont, hogy csak és kizarélag a proliferald sejtekben termelddik
(jelen van a G1, S, G2 és M fazisban, de hianyzik a GO fazisban),
ebbdl kifolyolag felhasznalhatd, mint proliferacios marker.

pi3

A p53 legfontosabb funkcidja annak megakadalyozasa, hogy a
kijavitatlan génhibakat a sejtek az utodsejteknek tovabbadjak - ezért
nevezik a p53-at a genom 6rzdjének. Az alkoholfogyasztas, illetve
dohanyzas asszocialt fej-nyaki daganatokban igen gyakori a p53
funkciojanak génmutacié okozta kiesése. Egyes vizsgalatok alapjan
fokozott  termeldédése rossz  prognozissal tarsul  fej-nyaki
daganatokban.

EGFR

Az EGFR egy transzmembran fehérje, amit fiziologiasan az EGF
(Epidermal Growth Factor) vagy a TGF (Transforming Growth
Factor) aktival. Normalis miikddése soran részt vesz a
sejtproliferacioban, differencidlodasban és a migracidban. A
daganatsejtekben azonban ez a fehérje szerepet jatszik a koros
proliferacioban, az apoptdzis gatlasaban és a metasztazis-képzésben
is.

Connexin 43



A connexinek a gap junctionok (réskapcsolat) alkotasaban részt vevo
strukturalis fehérjék. Ezeknek a réskapcsolatoknak a szerepe az
intercellularis kommunikacioban van azaltal, hogy lehetévé teszik
ionok, illetve kis molekuldk transzmissziojat. Jelenleg 21 connexin
izoforma ismert, amelyek mind méretiikben, mind toltés-
specificitasukban kiilonbdznek. Ismert, hogy a fehérje expresszidja
emld tumorban és vesesejtes rakban csokkent, tovabba az, hogy a
csokkent termelddés egyes tumorok esetében rosszabb prognozissal
tarsul.

Foszfatidil-inozitol 3-kindz (PI3K)

A PI3K/Akt/mTOR kaszkad az egyik leggyakrabban karosodott
utvonal human tumorokban. A kaszkad elsé tagjanak mutdcioi
gyakoriak emld, ill. colorectalis tumorokban, mig koépiaszam-
eltérései gyakran fordulnak el6 cervix és tiidé daganatokban.

c-MET

A c-MET egy tirozin-kindz aktivitassal rendelkez$ receptor,
amelynek ligandja a HGF (hepatocita novekedési faktor). A fehérje
szerepet jatszik az EMT-ben (epithelialis-mesechimalis tranzicid), a
proliferacioban, migracioban tovabba az invazioban. Fokozott
termelédése gyakori laphamrakokban, és gyakran rossz prognozissal

tarsul.



Célkitiizések

Mind az irodalmi adatokbdl, mind sajat klinikai tapasztalatunk soran
azt lathatjuk, hogy ugyanazon régiobol kiinduld, azonos stadiumu
fej-nyaki daganatok kozott jelentSs kiilonbségek lehetnek mind a
tulélés, mind a terapiara adott valasz tekintetében. Kutatasunk célja
volt olyan prognosztikai markerek azonositasa, amelyek alapjan
megitélhetd a tumor agresszivitdsa, ¢és segitséget nyujthat a

megfeleld terapia kivalasztasaban.

1. Annak vizsgalata, hogy biomarker-expresszios szempontbol
egységesnek tekintheték-e a fej-nyaki daganatok;

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

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

4. A connexin 43 (Cx43) fehérje expresszidjanak vizsgalata

fej-nyaki daganatokban.



Modszerek

Beteganyag

A kutatads soran a Jahn Ferenc Dél-pesti Korhaz fiil-orr-gégészeti
osztalyan, 2000 és 2008 kozott, fej-nyaki laphamrak miatt kezelt
betegek tumormintait hasznaltuk fel. Két kohorszot vizsgaltunk, az
egyikben a betegek sebészi, ill. irradiacids kezelésben részesiiltek,
szamuk 226 volt. A masik kohorszban 90 beteg szerepelt, az 6

esetiikben a primer terapia irradiacios kezelés volt.

Szovettani feldolgozas

A betegek mintaibol tn. TMA (Tissue Microarray — szoveti
mikrochip) blokkokat készitettiink. Ezt kovetden elvégeztik az
immunhisztokémiai festéseket a fent részletezett markerekkel, illetve
a PI3K és c-MET amplifikacié/poliszomia vizsgalatara a fluorescens
in situ hibridizacios (FISH) reakcidkat.

A metszeteket ezt kovetden digitalizaltuk.

Szovettani kiértékelés, statisztikai feldolgozas

A szovettani kiértékelés szamitogépen, a Panoramic Viewer
alkalmazassal tortént (3DHISTECH). A kiértékelést 3 fiiggetlen
elemz6 végezte. Az immunhisztokémiai kiértékelésnél a tumorsejtek
festddési aranya alapjan, 4-fokozati skalan osztalyoztuk a
metszeteket: I 0-5%; II: 6-20%; III: 21-60%; IV: 61-100%. A
kiértékelést kovetéen az eredményeket dichotomizaltuk. FISH
esetében egy mddositott Cappuzzo-féle rendszert hasznaltunk, a 2, 3,

illetve 4 és afeletti géntartalmat valamint a gén/kromoszoma aranyt



regisztraltuk. Ezek alapjan kiilonitettink el diszomias, triszomias,
poliszomias mintakat, valamint amplifikaciot.

A statisztikai analizis soran Pearson-féle khi-négyzet probat, illetve
Fischer-féle egzakt tesztet hasznaltunk, a talélési analizisekhez
Kaplan-Meier analizist log-rank teszttel, valamint Cox-féle
regressziot végeztiink. Szignifikancia szintnek a 0,05-0s értéket

tekintettik.



Eredmények

1. Annak vizsgadlata, hogy biomarker-expresszios szempontbol
egységesnek tekinthetdk-e a fej-nyaki daganatok

A vizsgalt markerek koziil a Ki67, valamint az EGFR mutatott
szignifikans Osszefiiggést a lokalizacioval.

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 szajlregi daganatok 58,3%-a, mig a glotticus
neoplaziak 38,5%-a volt Ki67-pozitiv (P<0,001).

Az EGFR esetében a szazalékos megoszlasok a kovetkezdk voltak:
szajlireg - 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).

2. A Ki67 fehérje és a tuléles, illetve a betegség progresszidja kézotti
osszefiiggés vizsgalata

Szignifikans Osszefiiggést talaltunk a Ki67 fehérje expresszidja és a
betegek tulélése kozott: a Ki67-pozitiv tumorral rendelkezd betegek
tulélése rosszabb a Ki67-negativ tumoros betegekéhez képest
(median talélés: 20 vs. 27 honap; HR: 1,619; 95%CI: 1,050-2,498;
P=0,029). A betegség stadiuma és a Ki67-expresszid kozotti
kapcsolat vizsgalatakor azt talalaltuk, hogy a Ki67-pozitivitas
nagyobb aranyban fordult eld az eldrehaladott (T3-4) stadiumban
(P<0,001), valamint a primer tumor Ki67-pozitivitdsa magasabb

nyaki nodalis statusszal tarsult (P=0,007).



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

Az emlitett gének citogenetikai -eltérései, illetve a fej-nyaki
daganatos betegség stadiuma kozotti Osszefliggés vizsgalatakor azt
talaltuk, hogy a PIK3CA (a PI3K génjének katalitikus alegysége)
emelkedett kopiaszama (amplifikacio, ill. magas foka poliszomia)
szignifikdns mértékben magasabb aranyt volt az elérehaladott T-
stadiumban 1év6 betegeknél (P=0,008). Nem talaltunk statisztikailag
szignifikans Osszefliggést a c-MET, illetve a daganatos betegség

stadiuma kozott.

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

Erés pozitiv Osszefliggést talaltunk a betegek betegségspecifikus
tulélése és a fehérje expresszidja kozott: A Cx43-pozitiv tumorok
szignifikdnsan jobb prognozissal 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). Szignifikans Osszefliggést talaltunk tovabba a
Cx43 és a p53 fehérje kozott: a fokozott pS3 expresszid magas
connexin 43 szinttel tarsult (P=0,036).



Kovetkeztetések

1. A fej-nyaki rakok biomarker-expresszios profiljanak vizsgalatakor
azt talaltuk, hogy habar szovettanilag hasonlé megjelenésiiek ezek a
daganatok, fehérje-expressziés szempontbol nem tekintheték
egységes entitasnak. A Ki67 proliferacios marker fokozott
termelédése szignifikdnsan magasabb aranyban talalhatdé meg az
algarat daganatainal, mig joval alacsonyabb aranyban a glottikus
tumorokban. Ehhez hasonléan az epidermalis ndvekedési faktor
receptor (EGFR) 100%-ban pozitiv festddést mutatott szajiiregi
daganatokban, mig legalacsonyabb aranyban a  glottikus

daganatokban volt kimutathato.

2. A Ki67 fehérje prognosztikai szerepének vizsgalatakor
szignifikans Osszefliggést fedeztink fel a fehérje fokozott
termelddése és a betegek tulélése kozott: a magasabb Ki67-szintet
mutatd tumorok progndzisa rosszabb, mint az alacsony Ki67-szintii
tumoroké. Megfigyeltiik tovabba, hogy a primer tumor magasabb
Ki67 szintje magasabb T-stddiummal, valamint elérehaladottabb
nyaki nyirokcsomo6 (N) statussal tarsul.

Figyelembe véve a tényt, hogy a fej-nyaki rakok kozil a
hypopharynx tumorai jarnak a legrosszabb prognoézissal, mig a
glottikus daganatok a legjobb tulélési mutatokal, felmeriil, hogy e
jelenség hatterében a hypopharynx tumorok magasabb proliferacios

aktivitasa (ill. Ki67-pozitivitasa)



3. A foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K), illetve hepatocita novekedési
faktor receptor (c-MET) citogenetikai eltérései, valamint a betegség
stadiuma kozotti 6sszefliggés vizsgalatakor azt az eredményt kaptuk,
hogy a PI3K esetében az emelkedett génkopiaszam elérehaladott T-
stadiummal parosult. Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a
cMET és a betegség stadiuma kozott.

4. A connexin 43 fehérje fej-nyaki tumorokban betdltott szerepének
vizsgalatakor a kovetkezd eredmények mutatkoztak: a fehérje
expresszidjanak csokkenése szignifikdns mértékben rontja a betegség
prognézisat. Frdekes megfigyelés tovabba, hogy a Cx43-pozitiv
(tehat normal expresszioju) daganatok esetében szignifikans
mértékben magasabb aranyl volt a kéros p53-expresszio. Ez alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Cx43-expresszié zavara
els6sorban nem a mutans p53 altal dominalt daganatokban fordul

elf.
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