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1. Rövidítésjegyzék 

ABC  ATP-kötő kazetta transzporter 

Akt  PKB = protein kinase B – protein kináz B 

Ann  Annexin V-FLUOS 

ATCC  American Type Culture Collection 

ATP  adenozin-5’-trifoszfát 

Bak  Bcl-2 homologous antagonist – Bcl-2 homológ antagonista 

Bax  Bcl-2 associated x protein – Bcl-2 asszociált x fehérje 

Bcl-2  B-cell lymphoma-2 – B-sejtes limfóma-2 

BCL2 Bcl-2 fehérjét kódoló gén 

Bcl-XL B-cell lymphoma-extra large – B-sejtes limfóma-extra nagy 

BRCA1 breast cancer gene 1 – emlőrákra hajlamosító gén 1 

BRAF B-Raf fehérjét kódoló gén 

CCND1 ciklin-D1 fehérjét kódoló gén 

CDK4 cyclin-dependent kinase 4 – ciklinfüggő kináz 4 

CDK6 cyclin-dependent kinase 6 – ciklinfüggő kináz 6 

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A – ciklin-függő kináz inhibitor 2A; 

p16INK4A fehérjét kódoló gén 

CI kombinációs index 

c-Met HGFR = hepatocyte growth factor receptor – hepatocita növekedési faktor 

receptor 

Cx43  connexin 43 

DAB  diamino-benzidin 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMEM:F12 Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12 

DRAQ5 1,5-bis{[2-(dimetilamino)etil]amino}-4,8-dihidroxiantracén-9,10-dion 

DTT ditiotreitol 

E2F E2F transzkripciós faktor 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

EGFR epidermal growth factor receptor – epidermális növekedési faktor receptor 

EGFR EGFR fehérjét kódoló gén 

EGTA  etilénglikol-tetraecetsav 
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EMA  European Medicines Agency – Európai Gyógyszerügynökség 

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium 

EMT epithelial-mesenchymal transition – epiteliális-mezenchimális átmenet 

EBV Epstein-Barr-vírus 

ERCC1 excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit 

ERK extracellular signal-regulated kinase – extracelluláris szignál által 

szabályozott kináz vagy MAPK = mitogen-activated protein kinase – 

mitogén aktivált protein kináz 

FACS  fluorescence-activated cell sorting – fluoreszcensen aktivált sejtek 

szétválasztása (áramlási citometriás módszer) 

FBS  fetal bovine serum – magzati borjúszérum 

FDA U.S. Food and Drug Administration – Egyesült Államok Élelmiszer- és 

Gyógyszerügyi Hivatala 

FFPE formalin-fixed, paraffin-embedded – formalinnal fixált, paraffinba 

ágyazott 

FOS  Fos fehérjét kódoló gén 

GEPIA Gene Expression Profiling Interactive Analysis 

GFP  green fluorescent protein – zölden fluoreszkáló fehérje 

GJA1  gap junction protein alpha-1 – a connexin 43 fehérjét kódoló gén 

HER-2 human epidermal growth factor receptor 2 – humán epidermális 

növekedési faktor receptor 2 

HER-3 human epidermal growth factor receptor 3 – humán epidermális 

növekedési faktor receptor 3 

HER-4 human epidermal growth factor receptor 4 – humán epidermális 

növekedési faktor receptor 4 

HIF1α hypoxia-inducible factor 1α – hipoxiaindukálható faktor 1α 

HNSCC head and neck squamous cell carcinoma – fej-nyaki laphámrák 

HPV human papillomavirus – humán papillomavírus 

HRAS H-Ras fehérjét kódoló gén 

IC50  half maximal inhibitory concentration – 50%-os gátló hatást okozó 

koncentráció 

JUN Jun transzkripciós faktor fehérjét kódoló gén 
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KRAS K-Ras fehérjét kódoló gén 

LB Laemmli-puffer 

mAb monoclonal antibody – monoklonális ellenanyag 

Mcl-1 myeloid cell leukemia 1 – mieloid sejtes leukémia 1 

MDR ABC-transzporter fehérjét kódoló (multidrogrezisztencia) gén 

MEK MAP2K = mitogen-activated protein kinase kinase – mitogén aktivált 

protein kináz kináz 

MET  c-Met fehérjét kódoló gén 

MLH1  MutL homológ 1 fehérjét kódoló gén 

mTOR mammalian target of rapamycin 

MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid 

MYC  Myc fehérjét kódoló gén 

NF-κB  nukleáris faktor-kappa B 

NGS  újgenerációs szekvenálás 

NOTCH neurogenic locus notch homolog protein 

NP-40  nonil-fenoxi-polietoxi-etanol 

PBS  foszfátpufferelt sóoldat 

PD-1  programmed death 1 – programozott sejthalál 1 receptor 

PDL-1  programmed death-ligand 1 – programozott halálligand 1 

PLCγ  phospholipase C gamma – foszfolipáz C gamma 

PI  propídium-jodid 

PI3K phosphoinositide 3-kinases – foszfatidil-inozitol-3-kináz 

PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha – 

foszfatidil-inozitol-3-kináz katalitikus alegysége 

PIK3CA PIK3CA fehérjét kódoló gén 

pRb retinoblastoma protein – retinoblasztóma fehérje 

PVDF polivinilidén-difluorid 

Raf MAP3K = mitogen-activated protein kinase kinase kinase – mitogén 

aktivált protein kináz kináz kináz 

Ras  rat sarcoma protein 

RB1 pRb fehérjét kódoló gén 

SCC  squamous cell carcinoma – laphámrák 
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SDS  sodium dodecyl sulfate – nátrium-lauril-szulfát 

siRNS  small/short interfering RNA, silencing RNA – kis interferáló RNS 

SMAD4 SMAD4 fehérjét kódoló gén 

STAT signal transducer and activator of transcription 

TBST Tris-buffered saline with Tween® 20 – Tris-pufferelt sóoldat Tween 20-

szal 

TCGA The Cancer Genome Atlas 

TMA Tissue Microarray – szöveti mikrochip 

TNM tumor, node, metastasis – tumor, regionális nyirokcsomó, távoli 

metasztázis 

TP53 p53 fehérjét kódoló gén 

TPF docetaxel, cisplatin és 5-fluorouracil 

Tris tris-(hidroximetil)-aminometán 

VEGFR vascular endothelial growth factor – vaszkuláris endoteliális növekedési 

faktor receptor 
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2. Bevezetés – Irodalmi háttér 

Az emberi szervezet több milliárd összehangoltan működő sejtből áll, és a közöttük 

kialakult együttműködés alapja a kommunikáció. Ha ez a bonyolult rendszer valahol hibát 

szenved, akkor betegség alakul ki. Az emberi test ilyen, máig számos rejtéllyel övezett, 

magas halálozással járó megbetegedése a rák [1]. 

Daganatos elváltozások gyakorlatilag bármely sejtből kialakulhatnak, és ezek 

molekuláris háttere még azonos szöveti eredet esetén is jelentősen eltérhet. Napjainkban 

a daganatkutatások a daganatellenes molekuláris célpontok keresésére, olyan célzott 

terápiák kidolgozására koncentrálnak, amelyek a hagyományos kemoterápiával szemben 

nem a szerkezetet, hanem a zavart okozó molekuláris hibákat támadják. A célzott terápia 

azért is jelentős, mert megalapozza a személyre szabott gyógyítást, vagyis a páciens 

tumortípusának, molekuláris hátterének megfelelő kezelés kidolgozását [2]. 

A daganatot kiváltó okok és a megfelelő kezelőszerek megtalálásához modellekre van 

szükség. Gyakran alkalmazott modellek a betegekből származó minták és a daganatos 

sejtvonalak. A betegekből származó tumorszövetek jól tükrözik az egyes daganattípusok 

tulajdonságait, és a fenntartott sejtvonalakkal ellentétben egy éppen aktuális, a tumor 

előrehaladottságának megfelelő állapotot mutatnak. Sok ilyen minta vizsgálatával adott 

tumortípusra általános megállapításokat tehetünk. Azonban ezek az egyedi szövetminták 

nem alkalmasak gyógyszerek fejlesztésére, tesztelésére. Ehhez stabil, jól karakterizált 

modellekre van szükség, és ezen elvárásnak a daganatos sejtvonalak tudnak megfelelni. 

Leginkább ezek elemzésével találhatunk új terápiás lehetőségeket [3]. 

Az utóbbi években változást figyelhetünk meg a klinikai vizsgálatok tervezésében. A 

szövettani besoroláson alapuló kutatások mellett egyre elterjedtebbek a molekuláris 

marker alapú, genotípushoz illesztett klinikai vizsgálatok. Ezek a vizsgálatok már a 

molekuláris háttér (mutációs, expressziós mintázat) alapján gyűjtik össze a betegeket egy-

egy daganatellenes kezelőszer tesztelésére. A genotípushoz illesztett klinikai 

vizsgálatokról kimutatták, hogy az ezekben részt vevő betegek túlélése szignifikánsan 

kedvezőbb, mint a hagyományos alapon besorolt társaiké. A lokalizáción, szövettanon 

alapuló besorolás továbbra is a klinikai vizsgálatok fontos részét képezi, ugyanakkor a 

prognosztikus (azaz a betegség előrehaladását mutató és a diagnózis szempontjából 

hasznos) és prediktív (vagyis az adott kezelés hatékonyságát előre jelző) markerek 

meghatározásához biomarker alapú kutatásra van szükség [4]. 
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Ahhoz, hogy felvehessük a harcot a rákos megbetegedésekkel, ismernünk kell azok 

működését, molekuláris hátterét. Ezeket felhasználva pontosabb képet kaphatunk a 

daganatokról, és megfelelő terápiás módszereket dolgozhatunk ki a betegek számára. 

2.1. Rosszindulatú daganatok 

A tumor (daganat, neoplázia) egy szervezet valamely megváltozott sejtjeinek agresszív 

burjánzásából kialakuló szövetszaporulat. A daganat növekedése már nem feltétlenül 

függ a szabályozó mechanizmusoktól és a kiváltó tényezőktől. A tumoros betegségeknek 

a várható klinikai viselkedés szerint két csoportja van: a jóindulatú (benignus) és a 

rosszindulatú (malignus) daganatok – utóbbit nevezik a köznyelvben ráknak. A benignus 

tumor expanzív növekedéssel lokalizált marad, és rendszerint sebészi úton eltávolítható. 

A beteg életét, hacsak nincs rendkívül kedvezőtlen helyen, általában nem fenyegeti. A 

malignus tumor ezzel szemben infiltratív növekedése miatt a szomszédos és távoli 

struktúrákra is átterjedhet (invázió, metasztázisképzés), és minden esetben veszélyezteti 

a beteg életét. A rosszindulatú daganatoknak két nagy csoportját különböztetjük meg: a 

karcinómák a hámszövetekből, míg a szarkómák a kötőszövetekből indulnak ki [1]. 

A világon egyre többen szenvednek daganatos betegségben, és ezzel együtt a halálozás is 

folyamatosan nő. A legfrissebb globális adatok szerint 2020-ban 19,3 millió új 

megbetegedést jelentettek, és 10 millió ember halt meg tumor következtében. Az 

előrejelzések szerint 2040-re 28,4 millióra fog nőni az új megbetegedések száma 

világszinten [5]. E növekedés hátterében állhat, hogy a fejlett társadalmakban 

demográfiai eltolódás figyelhető meg: a 65 év feletti populáció aránya jelentősen 

növekszik. Az életkor előrehaladtával pedig lényegesen nagyobb arányban fordulnak elő 

daganatos betegségek. A lakosság elöregedése mellett, a fejlődő országok népességének 

rohamos növekedése is hozzájárul a daganatos esetek számának gyarapodásához. A 

demográfiai változásoktól független, környezeti tényezők hatásának erősödése, például a 

kémiai karcinogének mennyiségének növekedése is hozzátesz az új daganatos 

megbetegedések számának folyamatos emelkedéséhez [6, 7]. 

Az 1. ábra a tíz leggyakoribb tumortípust mutatja az incidencia és a mortalitás 

tekintetében férfiakra és nőkre külön lebontva. A férfiak körében a leggyakoribb 

daganattípusok a tüdő-, a prosztata-, a vastag- és végbél-, a gyomor- és a májtumorok. 

Ehhez képest a halálozásért legnagyobb mértékben felelős daganatok a tüdő-, a máj-, a 

vastag- és végbél-, a gyomor- és a prosztatatumorok. A nők esetében a leggyakoribb 
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daganattípusok az emlő-, a vastag- és végbél-, a tüdő-, a méhnyak- és a 

pajzsmirigytumorok. A halálozásért leginkább felelős daganatok viszont az emlő-,  

a tüdő-, a vastag- és végbél-, a méhnyak- és a gyomortumorok [5]. 

 

1. ábra: A tíz leggyakoribb tumortípus incidencia és mortalitás tekintetében (A) 

férfiaknál és (B) nőknél. A kördiagram területe az új esetek vagy a halálesetek 

számának arányát tükrözi [5] 

Magyarországon a daganatos betegek lakossághoz viszonyított aránya meghaladja a 

világátlagot, és hazánk a mortalitás tekintetében is rossz helyen szerepel, ugyanis az 

Európai Unión belül itt a legmagasabb a halálozási arány. 2020-ban közel 67 000 új esetet 

regisztráltak és közel 33 000 haláleset történt. A magyar férfiak körében a prosztata-, a 

tüdő-, a vastag- és végbél-, a húgyhólyag- és a vesetumorok fordulnak elő a 

leggyakrabban, míg a legmagasabb mortalitással járó daganattípusok a tüdő-, a vastag- és 

végbél-, a prosztata-, az ajak- és szájüreg- és a hasnyálmirigytumorok. A magyar nők 

esetében a legnagyobb incidenciája az emlő-, a tüdő-, a vastag- és végbél-, a méhtest- és 
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a hasnyálmirigytumoroknak van, míg a legmagasabb halálozási aránnyal járó daganatok 

a tüdő-, az emlő-, a vastag- és végbél-, a hasnyálmirigy-, valamint a nyirok- és 

vérképzőrendszeri tumorok. A tüdő- és a húgyhólyagdaganatok gyakorisága 

Magyarországon a nők körében kiemelkedően magas, az országspecifikus ráta 

világszinten itt a legrosszabb. A vastag- és végbéltumorok a vizsgált országok közül 

Magyarországon és Norvégiában a leggyakoribbak [5, 8]. 

2.1.1. A rosszindulatú daganatok biológiai jellemzői 

A XX. század végéig hat olyan biológiai tulajdonságot azonosítottak, amelyek szerepet 

játszanak a malignus daganatok kialakulásában. Ezek a proliferatív szignálok fenntartása 

külső jel megszűnése ellenére, a növekedést gátló folyamatok kikerülése, a sejthalállal 

szembeni rezisztencia kialakulása, a korlátlan replikatív képesség, az angiogenezisre való 

hajlam, valamint az invázióra és a metasztázisképzésre irányuló fokozott aktivitás. Az 

elsőként megjelenő tulajdonság rendszerint a növekedést gátló folyamatok kikerülése és 

a gyors szaporodás, amelyek általában a jelátviteli útvonalak hibájából eredeztethetők. A 

felsorolt hat tulajdonság megjelenésének sorrendje ugyan változatos, de a rosszindulatú 

daganatokban végül valamennyi megfigyelhető lesz [9]. 

A 2000-es évek elején megfigyeltek további két tulajdonságot, amelyekkel gyakran 

rendelkeznek a rákos sejtek. Ezek egyike a szabályozatlan energiafelhasználás, a másik 

pedig az immunrendszer védekező elemeinek kikerülése. Azonosítottak továbbá két 

jellegzetes „előnyt”, amellyel a daganatok az egészséges sejtekkel szemben 

rendelkeznek, egyrészt a genomjuk változékony, gyakori a mutáció, másrészt nem 

váltanak ki gyulladásos reakciót a szervezetben [10]. 

Az utóbbi évek eredményei rávilágítottak a tumorokkal kapcsolatos négy további 

alapvető tulajdonságra, illetve számukra előnyt biztosító tényezőre. Ezek a fenotípusos 

plaszticitás feloldására való képesség, a nem mutációkból eredő epigenetikai 

újraprogramozás, a polimorf mikrobiom jelenléte és a sejtek szeneszcenciája [11]. 

A 2. ábrán együtt szereplő tulajdonságok és előnyök, amelyekre kialakulásuk során a 

tumorsejtek szert tesznek, mind fontos szegmensei a jelenleg folyó kutatásoknak. 

Valamennyi terület jobb megismerésére, a folyamatok működésének részletes feltárására 

van szükség ahhoz, hogy a daganatos betegségek kialakulását megelőzzük, vagy épp 

eredményesen kezelni tudjuk a tumoros pácienseket. 
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2. ábra: Rosszindulatú daganatok kialakulásában szerepet játszó biológiai 

tulajdonságok és a tumorsejtek számára előnyt biztosító tényezők [11] 

2.1.2. A rosszindulatú daganatok genetikai és epigenetikai jellemzői 

Számos genetikai és epigenetikai változás jellemző a daganatos betegségek 

progressziójára, amelyek egyben identifikálják is az adott tumort. A génexpressziós 

profilalkotás, az újgenerációs szekvenálás (NGS) és számos egyéb nagy 

áteresztőképességű technológia kifejlesztése lehetővé tette a különféle daganatok 

részletes és átfogó molekuláris jellemzését, ezáltal genetikai és epigenetikai sajátosságuk 

pontos meghatározását [12]. 

A szabályozás alatt álló, elsősorban a sejtek túlélését, növekedését és szaporodását 

elősegítő fehérjéket protoonkogéneknek, illetve -géntermékeknek hívjuk. Ha ezek 

valamilyen módon, a termelődés vagy a szabályozás hibája miatt túlműködnek, akkor 

onkogénekké, illetve -géntermékekké válnak. A humán daganatokban számos onkogént 

írtak már le, előfordulásuk és gyakoriságuk daganattípusonként eltérő. A 

protoonkogénekben fellépő génhibák, funkciónyerő mutációk támogatják a sejt túlélését 

és proliferációját, csökkentik a differenciálódási készséget. A növekedést és proliferációt 
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gátló fehérjék ezzel szemben tumorszupresszorok. A tumorszupresszor gének elsősorban 

azáltal töltenek be daganatgátló funkciót, hogy őrködnek a genetikai információ 

állandósága felett és szükség esetén akadályozzák a sejtosztódást vagy akár elősegítik a 

programozott sejthalált. Daganatképződéshez tehát a tumorszupresszor gének 

funkcióvesztő mutációi vezethetnek [13]. 

A rákos sejtek DNS-szekvenciája számos eltérést mutat a normál sejtekhez képest. Ezek 

a változások – a pontmutációk mellett – kisebb-nagyobb fragmensek szubsztitúcióját, 

inszercióját vagy delécióját, illetve nagyobb szakaszok amplifikációját és átrendeződését 

is jelenthetik. Ezek közül néhánynak szerepe van a daganatok kialakulásában, 

progressziójában, a malignus fenotípus egyes elemeinek létrejöttében, míg mások csak 

kísérő aberrációként jelennek meg. Azokat a szomatikus mutációkat, amelyek növekedési 

előnyt biztosítanak a daganatos sejteknek és pozitív szelekciót tesznek lehetővé a 

tumorfejlődés során, „driver mutációknak” nevezzük. Azokat a géneket pedig, amelyek 

ilyen elváltozást hordoznak, így kulcsszerepet játszanak a daganat kialakulásában és 

progressziójában, „driver géneknek” hívjuk. A legtöbb tumorban több driver mutáció is 

megfigyelhető, emlő-, vastagbél- és prosztatatumorokban például jellemzően 5-7 driver 

mutáció fordul elő, hematológiai daganatokban ennél általában kevesebb. Számos 

daganattípus jellemző driver génjei a TP53, az RB1, az EGFR és a KRAS mutáns 

változatai [14, 15]. 

A daganatképződés során a szűkebb értelemben vett genetikai elváltozások mellett 

gyakori a nukleotidok és a hisztonok kémiai módosulása (DNS-metiláció, hisztonok 

poszttranszlációs modifikációi) is. Ezek az epigenetikai módosulások függetlenek az 

elsődleges DNS-szekvencia megváltozásától, azonban a tumorsejtekben ily módon 

kialakult epigenom döntő szerepet játszik a gének kifejeződésének szabályozásában. A 

hisztonkód változása jellemző a daganatsejtekre: a H3 és a H2 hisztonok kitüntetett 

helyen történő foszforilációja például serkenti a MYC, a JUN és a FOS protoongokének 

expresszióját. A tumorszupresszor gének, mint a CDKN2A (ciklin-dependens kináz 

inhibitor 2A), az MLH1 (MutL homológ 1) és a BRCA1 (breast cancer 1) CpG szigeteinek 

hipermetilációja is gyakori jelenség daganatokban, amely e tumorszupresszorok 

transzkripciójának gátlásához vezet, ezáltal elősegítve a tumorprogressziót [12]. 
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2.1.3. A rosszindulatú daganatok kezelése 

Az emberi szervezetben nagyon sok különbözőféle tumor rengeteg módon alakulhat ki, 

ami nagyon megnehezíti ezek gyógyítását. A kezelések elsődleges célja a beteg sejtek 

eliminálása a test egészéből, azonban előrehaladott stádiumban lévő pácienseknél ez nem 

mindig lehetséges, és ilyenkor inkább a betegek panaszmentes életének meghosszabbítása 

válik fontossá. 

Régóta és a mai napig gyakran alkalmazott hagyományos eljárás a tumorok sebészi úton 

való eltávolítása. Ezt a módszert különösen korai felismerés esetén, míg előrehaladott 

betegségeknél más terápiákkal kombinálva alkalmazzák a szervezet tehermentesítése 

érdekében (palliatív terápia). A hagyományos daganatterápiás lehetőségek közé tartozik 

a sugárkezelés (sugárterápia, radioterápia). Ennek során nagy energiájú, radioaktív 

sugárzást vagy sugárzó részecskéket alkalmaznak a tumorsejtek elpusztítására. Szintén 

gyakran alkalmazott, klasszikus módszer a kemoterápia, amely a rákos sejtek 

gyógyszeres elpusztítását jelenti. A kemoterápia előnye, hogy az előrehaladott 

stádiumban a szervezetben szóródó tumorsejteket is elpusztítja, így lehetőséget ad a 

metasztázisok (áttétek) kialakulásának megelőzésére. A radio- és a kemoterápia az 

egészséges sejteket is károsítja, ezért csak akkor használják ezeket, ha a várható eredmény 

meghaladja a mellékhatásokkal járó hátrányokat [3]. 

Napjainkban számos új lehetőség adódik a tumoros betegségek kezelésében, ilyen a 

hormonterápia, az őssejt- és csontvelőtranszplantáció, a fotodinámiás terápia, a célzott 

terápia vagy az immunterápia. Célzott (targeted) terápiáról akkor beszélünk, amikor 

tumorspecifikus molekuláris célpontok ellen készült daganatellenes szereket 

alkalmazunk, amelyek a rákos sejtműködés szabályozási zavaraira, a molekuláris hibákra 

vannak elsősorban hatással. Ezzel magyarázható, hogy a célzott terápia elvileg csak a 

daganatos sejtekre hat, az egészséges szöveteket nem vagy kevésbé érinti az ilyen 

gyógyszerek hatása. Mechanizmusuk nagyon sokféle, függ a daganat típusától, illetve az 

adott molekuláris hiba jellegétől. A daganatos betegek ellátásában az egyik 

legdinamikusabban fejlődő terület az immunterápia, melynek célja az immunrendszer 

megerősítése, hogy képes legyen felismerni és elpusztítani a daganatsejteket. Ez az eljárás 

tehát nem közvetlenül a daganatra, hanem az immunrendszer működésére hat. Bizonyos 

immunterápiás anyagok egyben célzott gyógyszerek is (pl. pembrolizumab, nivolumab) 

[2, 16-18]. 
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Mind a klasszikus, mind az újabb terápiás lehetőségeket önmagukban és kombinálva is 

alkalmazzák az adott helyzettől függően. A korai szűrésnek és a terápiák fejlődésének 

köszönhetően a betegek kilátásai jelentősen javultak az utóbbi években, a legtöbb terápia 

azonban előbb-utóbb hatástalanná válik a kialakuló rezisztencia miatt. A 

terápiarezisztencia valamennyi ráktípusban, az összes ismert gyógyszerrel szemben 

kialakulhat, és ennek okai legalább olyan komplexek, mint amennyire összetett az a 

folyamat, amely a tumorsejt kialakulásához vezet [19]. 

2.1.4. A daganatok kemorezisztenciájának leggyakoribb mechanizmusai 

A gyógyszerrezisztencia leküzdése nagy kihívást jelent a rákos betegek kezelésében, 

mivel megjelenése a tumor kiújulását vagy tovább terjedését eredményezi. A terápiával 

szembeni rezisztencia kialakulására számos lehetőség van, melyek közül kiemelhető 

egyes transzporterek, onkogének, tumorszupresszorok, az epiteliális-mezenchimális 

átmenet (EMT) és bizonyos DNS-hibajavítási mechanizmusok szerepe [20]. 

Az ABC-transzporterek (ATP-kötő kazetta transzporterek) olyan transzmembrán 

fehérjék, amelyek nagyszámú, változatos típusú molekula membránokon való átjutását 

teszik lehetővé. Az ABC-transzporterek szerepét a kemorezisztencia kialakulásában sok 

daganattípus (pl. emlő-, prosztata-, tüdőtumor) és sokféle kezelőszer (pl. cisplatin, 

paclitaxel) esetén leírták már. Ennek molekuláris magyarázata, hogy az MDR 

(multidrogrezisztencia) génekről átíródó fehérjék efflux pumpa aktivitásuk révén képesek 

a sejtek intracelluláris hatóanyagkoncentrációját nagy mértékben csökkenteni [21-23]. 

Az onkogének közül az EGFR-nek, az Akt-nak, az ERK-nek és az NF-κB-nek van 

kitüntetett szerepe a kemorezisztencia kialakulásában. Az EGFR génjének mutációja és a 

fehérje túltermelődése tüdő- és petefészekdaganatokban docetaxellel és 5-fluorouracillal 

szembeni rezisztenciát okoz az Akt, az ERK és az NF-κB útvonalak aktiválása révén  

[24, 25]. Az Akt hiperaktivitása a Bad apoptotikus fehérje foszforilálása révén gátolja az 

apoptózist és aktiválja az NF-κB-t, amely hozzájárul a cisplatinnal szembeni rezisztencia 

kialakulásához tüdő- és petefészektumorokban [26]. Az ERK túlműködése is hozzájárul 

a rezisztencia kialakításához, és ezt többnyire a RAS géneket érintő mutációk váltják ki. 

Petefészekdaganatokban a HRAS mutáció ilyen mechanizmussal okozhat cisplatinnal 

szembeni rezisztenciát [27]. Az aktivált NF-κB serkenti többek között a Bcl-2, a survivin 

és az Akt transzkripcióját, így hozzájárulva a cisplatinnal szembeni rezisztencia 

kialakulásához például húgyhólyagrákokban [28]. A tumorszupresszorok közül a p53 
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funkcióvesztésének van szerepe a cisplatinnal szembeni rezisztencia kialakulásában 

tüdődaganatok esetén [29]. 

Az epiteliális-mezenchimális átmenet (EMT) ismert jelenség a daganatokban. A 

mezenchimális fenotípusúvá alakuló tumorok agresszívabbak, motilitásuk fokozódik, és 

ennek következtében nő az áttétképző képességük, így rosszabb prognózissal társulnak. 

Az EMT prosztatatumorokban hozzájárul a docetaxellel szembeni rezisztencia 

kialakulásához [30]. 

A DNS-hibajavításban részt vevő fehérjék közül az ERCC1-nek (excision repair 1, 

endonuclease non-catalytic subunit) van jelentős szerepe a rezisztencia kialakulásában. 

Melanómában kimutatták, hogy az ERCC1 túltermelődése növeli a cisplatinnal szembeni 

rezisztenciát [31]. 

2.1.4.1. A taxánrezisztencia leggyakoribb mechanizmusai 

A taxánalapú kemoterápiás szerekkel szemben, mint a paclitaxel és a docetaxel, sokféle 

módon alakulhat ki rezisztencia. A taxánlebontó enzimek közül kiemelkednek a citokróm 

P450 monooxigenázok 3A és 2C alcsaládjai, így érthető, hogy ezek magas expressziója 

és emelkedett aktivitása taxánrezisztencia megjelenését eredményezheti [32]. A 

kemorezisztencia kialakulásának leggyakoribb okozói, az ABC-transzporterek fontos 

szerepet játszanak a taxánrezisztenciában is, melynek legjellemzőbb kiváltója a  

P-glikoprotein túltermelődése [33]. A taxánok a tubulinhoz kapcsolódva fejtik ki 

hatásukat, és a különböző tubulin-izoformákhoz eltérő erősséggel kötődnek. Ha a 

sejtekben olyan izoforma válik dominánssá, amely iránt a taxánok kis affinitással 

rendelkeznek, akkor szintén rezisztencia alakulhat ki. Ugyanezt a hatást váltják ki a 

tubulin génjében bekövetkező mutációk, amelyek megváltoztatják a fehérje 

térszerkezetét [34]. A taxánrezisztencia kialakulásában továbbá szerepet játszhat a HIF1α 

és az antiapoptotikus multidomén Bcl-2 fehérjék (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) hibás működése, 

illetve bizonyos nem kódoló RNS-ek jelenléte is [34]. 

2.2. Fej-nyaki tumorok 

A fej-nyaki tumorok a kulcscsont és a koponyaalap között elhelyezkedő területről (az 

orrüreg, az orrmelléküregek, a nyálmirigyek, a szájüreg, a garat és a gége) kiinduló 

daganatok. A fej-nyaki tumorok 90%-a laphámrák (squamous cell carcinoma, SCC). A 

fej-nyaki laphámrák (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) gyűjtőfogalom, 

amely magába foglalja a szájüreg, a garat, a gége, az orr- és orrmelléküregek, valamint a 
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nyálmirigyek ilyen típusú megbetegedéseit. A fej-nyaki tumorok említésekor általánosan 

a laphám típusú daganatokra gondolunk. A fej-nyaki tumorok lokalizáció alapú 

megkülönböztetése a mai napig fontos, mivel eredetük szerint igen eltérően viselkednek. 

A tumor kiindulási helyén kívül a daganat malignitásának, prognózisának és a kezelési 

protokoll meghatározásának döntő tényezői a stádium, a TNM (tumor, regionális 

nyirokcsomó, távoli metasztázis) státusz és a hisztológiai differenciáltsági fok (grade)  

[2, 35]. Bár az elmúlt években világszinten csökkent e tumorok incidenciája, és mortalitás 

tekintetében is kiszorultak a tíz leggyakoribb tumortípusból, Magyarországon a férfiak 

körében továbbra is a hatodik leggyakoribb daganatos betegségcsoport, amely negyedik 

helyen szerepel a halálozást tekintve [5, 8].  

2.2.1. Fej-nyaki tumorok kialakulásában szerepet játszó faktorok 

Sokáig úgy vélték, hogy a fej-nyaki tumorok kialakulásában a fő kockázatot az 

alkoholfogyasztás és a dohányzás jelenti. Mára beigazolódott, hogy e két kiváltó tényező 

mellett a human papillomavírus (HPV) is jelentős kockázati tényező, amely a 

méhnyakrák mellett a fej-nyaki tumorok közel felében járul hozzá a daganatos 

elváltozáshoz. A HPV-pozitív daganatok viselkedése jelentősen eltér a HPV-negatív 

daganatokétól, ezért megkülönböztetésük minden esetben lényeges. A HPV-negatív 

tumorok esetén az elváltozás kialakulását a jelátviteli útvonalakban fontos fehérjék 

valamelyikét kódoló gén mutációja vagy amplifikációja okozhatja. A fej-nyaki 

tumorokban legtöbbször előforduló ilyen elváltozások a p16 INK4A, a ciklin D1, a PIK3CA 

(foszfatidil-inozitol-3-kináz katalitikus alegysége), a c-Met (hepatocita növekedési faktor 

receptor) és a p53 génjeiben jelentkeznek. Azonban nem minden elváltozásnak van 

patológiai vagy klinikai jelentősége. A genom elváltozásai mellett, és gyakran attól 

függetlenül, okoznak problémát a transzkriptomban és a proteomban jelentkező eltérések 

is [36-38]. 

2.2.1.1. Környezeti tényezők 

A dohányzás, mint etiológiai tényező szerepe régóta ismert a daganatok 

patogenezisében. A dohányfüstben számos karcinogén ágens található, amelyek a 

daganatképződésben szerepet játszó jelátviteli útvonalak közül többet is aktiválnak. 

Korábbi vizsgálatok igazolták, hogy a fej-nyaki tumorok kialakulása és a dohányzás 

között is fennállnak ezek az összefüggések [39, 40]. Az alkoholfogyasztás gyakran a 

dohányzással együttesen fennálló jelenség a daganat kialakulása során, azonban az 
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alkoholfogyasztás már önmagában is megnöveli a fej-nyaki rákok kialakulásának esélyét 

[41]. Mind a dohányzás, mind az alkoholfogyasztás daganatképző hatása a megfelelő 

életmóddal kiküszöbölhető lenne. 

A HPV a világ egyik legelterjedtebb, szexuális és nem szexuális úton egyaránt terjedő 

vírusa, amely a bőrön és a nyálkahártyákon okoz elváltozásokat. A duplaszálú DNS-sel 

rendelkező humán papillomavírusok csoportja közel 200 ismert vírust foglal magába, 

azonban ezek közül csak néhány törzs (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 

68, 73 és 82) tartozik a magas rákrizikójú kategóriába, és a HPV-pozitív fej-nyaki 

daganatok 90%-ában a víruscsalád HPV 16 tagja fordul elő. A vírusinfekció többnyire a 

szájgaratban lokalizálódik [36]. 

A CDKN2A gén két fehérjét, a p14ARF-et és a p16INK4A-t kódol. A p14ARF részt vesz a p53 

tumorszupresszor fehérje aktiválásában, míg a p16INK4A a ciklin-D1 és ciklin-függő kináz 

4/6 (CDK4/6) komplexet gátolja, így a pRb (retinoblasztóma fehérje) gátló 

hiperfoszforilációjának gátlásával még a restrikciós pont előtt megállítja a sejtciklust. A 

HPV transzformáló géntermékei, amelyek a sejt malignus transzformálásához vezetnek, 

az E6 és az E7 fehérjék. A vírus E6 fehérjéje a gazdasejt endogén p53 fehérjéjének 

poliubikvitinálódását és proteaszomális lebontását segíti elő a hozzá kapcsolt ubikvitin-

ligáz által. Ez számos mechanizmus révén csökkenti az apoptóziskészséget és (elsősorban 

a p21 fehérje hiánya által) deregulálja a sejtciklust. Ezzel párhuzamosan a vírus E7 

fehérjéje a pRb gátlásával fejti ki transzformáló hatását. A pRb gátlása a sejtciklus első 

elkötelező lépésének megtételét, vagyis a restrikciós pont átlépését serkenti, ugyanis 

ennek kulcslépése az E2F transzkripciós faktor felszabadulása a pRb moduláló hatása alól 

(3. ábra). Számos gén között a p16INK4A tumorszupresszor kifejeződése is a pRb-E2F 

komplex szabályozása alatt áll: a pRb-E2F komplex gátolja, a szabad E2F pedig serkenti 

a p16INK4A expresszióját. Végeredményben a pRb inaktivációja a p16INK4A fokozott 

expressziójához vezet [42, 43]. 

A HPV jelenléte a betegek túlélését és a kezelésekre adott választ egyaránt befolyásolja, 

ezért a HPV státusz meghatározása a diagnosztikai eljárás fontos részét képezi. A HPV 

kimutatásának gyakori módja a vírus DNS-ének PCR-rel való sokszorosítása megfelelő 

primerekkel. Ezen kívül a p16INK4A overexpressziója szignifikáns összefüggést mutat a 

HPV jelenlétével, így alacsony költsége miatt a p16INK4A detektálását (in situ hibridizáció, 

immunhisztokémia) is gyakran alkalmazzák a HPV jelenlétének igazolására [37]. 
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A HPV-infekció és ennél fogva a szájgarati régió rákos megbetegedése szignifikánsan 

összefügg a szexuális partnerek számával. A mára sok országban kötelezővé tett HPV 

elleni oltások megelőzik a HPV-infekciót, és az ezzel összefüggő méhnyakrák mellett a 

szájgarati daganatok előfordulásának csökkenéséhez is vezetnek. A HPV-indukálta 

daganatok megelőzését elősegítené, ha a nők mellett a férfiak számára is kötelezővé 

tennék a HPV elleni védőoltást [44, 45]. 

 

3. ábra: A HPV által befolyásolt és tumorképződésben jelentős szerepet betöltő 

jelátviteli útvonalak. A vírus E6 génje a p53, míg E7 génje a pRb működését gátolja 

[42] 

A HPV mellett az Epstein-Barr-vírus (EBV) infekció is vezethet fej-nyaki tumorok 

kialakulásához. Az EBV különösen a nazofaringealis karcinómák esetén jellemző kiváltó 

tényező, és az ilyen megbetegedés Ázsia délkeleti részén gyakori. Az EBV a herpesz 

vírusok családjába tartozik, amely elsősorban a B-sejteket és a hámsejteket képes 

megfertőzni. A termelt vírusfehérjék onkogenezist váltanak ki, gátolják az apoptózist, 

fokozzák a genom instabilitását, valamint kontrollálatlan sejtosztódást és migrációt 

váltanak ki [46]. 
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2.2.1.2. Molekuláris tényezők 

Az előző pontban is említett p16INK4A tumorszupresszor protein alapvető feladata a 

sejtciklus szabályozása a pRb útvonal gátlásán keresztül. A p16INK4A fehérje HPV-

indukálta daganatokban mindig emelkedett mennyiségben van jelen, de HPV-negatív 

tumorokban is túltermelődhet. Vagyis a p16INK4A túltermelése nem feltétlenül jelzi HPV 

jelenlétét. A p16INK4A fehérje szintje ugyan hatással van a klinikai prognózisra, a 

túltermelés oka azonban ebből a szempontból nem lényeges, így az alkalmazandó terápia 

kiválasztását sem befolyásolja. A p16INK4A fehérjét kódoló gén, a CDKN2A inaktiváló 

mutációja a fej-nyaki tumorok 15-20%-ban fordul elő, és ez jellemzően a dohányzók 

körében vezet daganatképződéshez [37, 47, 48]. 

A ciklin-D1 egy sejtciklusszabályozó elem, túltermelése rövidebb G1 fázist, és ezáltal 

felgyorsult proliferációt eredményez. A ciklin-D1-et kódoló CCND1 gén mutációja a 

HNSCC-k 40%-ban fordul elő. Ezzel szemben a ciklin-D1 túltermelődése a fej-nyaki 

daganatok 75%-ára jellemző, de ennek klinikai relevanciája még vitatott [49-51]. 

A PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kináz) egy katalitikus és egy szabályozó alegységből 

felépülő fehérje. A katalitikus P110α (PIK3CA) alegységet a PIK3CA gén kódolja. 

Számos jelátviteli útvonal aktiválásában részt vesz, ezáltal szerepe van a sejtek 

proliferációjának, adhéziójának, túlélésének és motilitásának szabályozásában. Egyik 

legfontosabb feladata az Akt protein aktiválása. A PIK3CA mutációja a HNSCC-k  

5-15%-ában fordul elő [52, 53]. 

A c-Met tirozin-kináz receptor fehérjét a MET gén kódolja. Számos jelátviteli útvonal 

(pl. MEK/ERK, PI3K/Akt, STAT, NOTCH) aktiválása révén szinte valamennyi, a sejt 

működése szempontjából fontos funkció szabályozásában részt vesz. A c-Met génjének 

mutációja és a fehérje túltermelése sokféle daganatban jellemző. A fej-nyaki tumorok 

nagyjából 5%-a MET-mutáns és kb. 70%-a túltermeli a fehérjét [54, 55]. 

Daganatokban gyakran szenved mutációt a TP53 gén, amely a p53 fehérjét kódolja. A 

p53 fehérje elsőszámú tumorszupresszor fehérje, amely kiemelt szerepet játszik a 

sejtkárosodások tovább örökítésének megakadályozásában, ugyanis a sejtciklus gátlása, 

a programozott sejthalál elősegítése, valamint az antioxidáns védekezés fokozása és a 

vaszkularizáció akadályozása mellett a DNS-hibajavító mechanizmusok aktiválásában is 

közreműködik. A fej-nyaki rákokban az esetek több mint 80%-ában fordul elő valamilyen 

elváltozása [56, 57]. 
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2.2.2. Prognosztikai markerek fej-nyaki tumorokban 

A HPV, a c-Met, a PIK3CA és a p53 amellett, hogy szerepet játszanak a fej-nyaki 

tumorok kialakulásában, prognosztikai markerek is egyben. 

A HPV-státusz prognosztikai szerepe fej-nyaki daganatokban a szakirodalomban igen 

ellentmondásos. Egyes klinikai vizsgálatok kedvezőbb túlélést mutattak ki HPV-pozitív 

tumorral rendelkező betegek esetében [58], míg mások nem találtak hasonló összefüggést 

[59]. A szájgarati régióban viszont, ahol a leggyakoribb a HPV infekció, egyértelműen 

jobb túlélést mutatnak a HPV-pozitív esetek [60]. 

A c-Met esetén mind a gén mutációja, mind pedig a fehérje túltermelődése összefüggést 

mutat a progresszióval. Mutáció jelenlétében és a fehérje túltermelődése esetén egyaránt 

rosszabb a páciensek túlélési esélye [61]. 

A PIK3CA gén mutációja vagy a fehérje túltermelődése a sejtekben egyértelmű 

összefüggést mutat a betegek túlélésével. Ezen elváltozások megléte esetén a betegek 

túlélése rosszabb, mint azok hiányában [62]. 

A p53 szerepe mint prognosztikai marker sem teljesen egyértelmű. Soland és munkatársai 

összefoglaló cikkükben 11 tanulmányból 6 esetben találtak összefüggést a p53-expresszió 

és a túlélés között, míg további 5 esetben ezt a kapcsolatot nem sikerült igazolni. Azokban 

a tanulmányokban, amelyekben szignifikáns összefüggést tártak fel, a p53 fokozott 

expressziója minden esetben rosszabb kimenetellel járt. Ennek egyik oka lehet, hogy a 

tumorsejtekben a túltermelődött p53 fehérje többnyire abnormális aktivitást vagy 

funkcionális sérülést mutat [63]. 

2.2.2.1. Az epidermális növekedési faktor receptorcsalád 

Az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) család a tirozin-kináz receptorok 

csoportjába tartozik. A PI3K/Akt, MEK/ERK, a PLCγ és a STAT jeltáviteli útvonalak 

aktiválásán keresztül szerepe van a sejtek proliferációjában, túlélésében, migrációjában 

és differenciációjában (4. ábra). A családba négy fehérje (EGFR, HER-2, HER-3 és  

HER-4) tartozik, amelyek a plazmamembránba vannak ágyazva. Ligandkötés hatására az 

EGFR család tagjai hetero- vagy homodimert képeznek. A HER-2 fehérjéhez nem képes 

ligand kötődni, dimerizáció révén tirozin-autofoszforilációval válik aktívvá. A HER-3 

nem rendelkezik önálló tirozin-kináz aktivitással, de transzfoszforilációra képes, vagyis 

csak heterodimer formájában aktiválja a jelátviteli útvonalakat. A különböző dimerek 

eltérő enzimeket képesek aktiválni a ligandtól és a foszforilációs helytől függően [64]. 
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Az EGFR hat autofoszforilációs hellyel rendelkezik (Y992, Y1045, Y1068, Y1086, 

Y1148 és Y1173), amelyek közül a Y1068, Y1148 és Y1173 a jelentősebbek [65] és az 

Y1068 vesz részt leggyakrabban a MEK/ERK útvonal aktiválásában [66]. 

Az EGFR-t a fej-nyaki tumorok kb. 90%-a termeli túl. Az EGFR család fehérjéit kódoló 

gének közül az EGFR és a HER-2 amplifikációja fordul elő – jellemzően HPV-negatív – 

fej-nyaki tumorokban [37]. Számos korábbi vizsgálat igazolta, hogy az EGFR magas 

szintje szignifikánsan rosszabb túlélést eredményez HNSCC-kben [67], míg más 

kutatások során ezt az összefüggést nem sikerült igazolni [68, 69]. 

 

4. ábra: Az EGFR-család által aktivált jelátviteli útvonalak: a PLCγ, a PI3K/Akt, 

a STAT és a MEK/ERK útvonal [70] 

A fehérjecsalád másik három tagja is fontos marker lehet fej-nyaki daganatos betegségek 

esetén. Korábbi vizsgálatok kimutatták, hogy a HER-2 és a HER-3 fehérjék 

overexpressziója vagy a génjeik amplifikációja önmagában is összefüggésben van a 

betegek túlélésével. Erősebb összefüggést kaptak, ha a két fehérje együttes fokozott 

jelenlétét vagy a gének szimultán amplifikációját vizsgálták. Ezekben az esetekben volt 

a legrosszabb a betegek túlélése. A HER-4-gyel kapcsolatban nem mutattak ki ilyen 

jellegű összefüggést, amelynek egyik oka lehet, hogy viszonylag kis mennyiségben 

termelődik ezekben a tumorokban [71]. 
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2.2.2.2. A connexin 43 

A connexin 43 (Cx43) a connexinek családjába tartozó fehérje, amely sejtkapcsoló 

struktúrák (gap junction) kialakításában vesz részt. Ezeknek a sejtkapcsoló struktúráknak 

a szomszédos sejtek közötti mechanikai kapcsolat és kommunikáció kialakításában van 

szerepük. A Cx43 részt vesz a proliferáció, az apoptózis és a differenciáció 

szabályozásában. A Cx43 fehérje expressziója szignifikáns összefüggést mutat a  

fej-nyaki tumoros betegek túlélésével, azaz a fehérje magasabb expressziója jobb 

prognózissal társul [72, 73]. A Cx43 mennyiségének csökkenése a tumorsejtekben 

összefüggésbe hozható a fokozott invázióval és metasztázisképzéssel [74]. 

 

5. ábra: A Cx43 fehérje felépítése: (A) a Cx43 monomer szerkezete, (B) a Cx43 

hexamer által kialakított csatorna és (C) a Cx43 csatornák által kialakított 

sejtkapcsoló struktúra (gap junction) [75] 

A Cx43 szerkezetét tekintve egy hosszú C-terminális farokból, négy transzmembrán 

doménből és egy rövidebb N-terminális farokból áll (5. ábra). Hat alegység 

transzmembrán doménjei összeállva képeznek egy csatornát. A kialakult csatornák 

összekötik a szomszédos sejteket és lehetővé teszik a kisméretű molekulák cseréjét.  

A C-terminális régió tartalmazza a szabályozó részeket, úgymint poszttranszlációs 

módosító helyek, illetve transzkripciós faktorok, citoszkeleton elemek és egyéb fehérjék 

kötőhelyei. Az N-terminális doménnek pedig a csatorna nyitásában és zárásában van 

szerepe. A Cx43 egyik legfontosabb poszttranszlációs módosulása a foszforiláció, amely 

módosítást összefüggésbe hozták a fehérjemolekulák membránba helyeződésével és 

funkcionális változásával. A fehérje defoszforilációja gátolja a csatornák funkcióját, és 

akadályozza kihelyeződésüket a sejtmembránba. Számos jelátviteli fehérjéről kimutatták 

már, hogy közvetlenül képes kapcsolódni a Cx43-hoz. Ilyen fontos fehérjék például az 
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EGFR, az ERK és az Akt. Egymásra gyakorolt hatásuk révén a sejtek közötti 

kommunikációban és a jelátviteli kaszkádok aktivitásában történik változás [76-78]. 

2.2.3. Fej-nyaki tumorok kezelése 

A fej-nyaki tumorok kezelése összetett feladat, több fontos változó figyelembevételét 

igényli. Az egyik fontos tényező a daganat stádiuma, amely alapján megkülönböztetünk 

lokoregionális és metasztatikus tumorokat, melyeknek hagyományos terápiája eltérő. 

Lokoregionális daganatok esetében operáció, sugárkezelés vagy kemoterápia (cisplatin) 

lehetséges, míg metasztatikus tumorok esetén kemoterápiát (cisplatin, carboplatin, 

docetaxel, paclitaxel, methotrexate és/vagy 5-fluorouracil) szoktak alkalmazni. A 

cisplatin és a carboplatin in vivo képesek keresztkötést kialakítani a DNS-sel. Ezt a  

DNS-hibajavító mechanizmusok nem tudják kezelni, emiatt beindulhat az apoptózis. A 

docetaxel és a paclitaxel taxánalapú gyógyszerek. A taxán a már beépült tubulinhoz 

kapcsolódik, ezáltal gátolja a mikrotubulusok depolimerizációját, és így a sejtek normális 

osztódását. A methotrexate gátolja a dihidrofolát reduktáz működését, ezáltal 

akadályozza a DNS- és az RNS-szintézist. Az 5-fluorouracil pedig egy pirimidinanalóg, 

amely gátolja a timidilát szintézisét, vagyis ez is a nukleinsavszintézisre van negatív 

hatással, amely végül timinmentes sejthalálhoz (thymineless cell death) vezet [79]. 

Abban az esetben, ha társbetegségek akadályozzák a citotoxikus kemoterápia használatát, 

EGFR-ellenes célzott terápiával (cetuximab) kombinált radioterápiát alkalmazhatnak. 

Mindezek mellett az FDA (Food and Drug Administration) az immunellenőrzési pont 

fehérjének kölcsönhatását befolyásoló és így a T-sejtes immunválasz kialakulását 

elősegítő immunterápiás lehetőségeket is jóváhagyott: visszatérő és metasztatikus 

HNSCC-k esetén a pembrolizumabot és a nivolumabot, nem reszektálható HNSCC-k 

esetén pedig a pembrolizumabot mint elsődleges terápiát. Ennek alapja, hogy a 

tumorsejtek gyakran túltermelik a Programmed death-ligand 1 (PDL-1) fehérjét, amely 

az aktivált T-sejtek Programmed death 1 (PD-1) receptorához kötődve képes deaktiválni 

a T-sejteket a tumor mikrokörnyezetében [18, 80]. A pembrolizumab és a nivolumab  

PD-1 ellenes antitestek, amelyek blokkolják a kapcsolatot a PD-1 és ligandja, a PDL-1 

között, ezáltal javítva a betegek túlélését a standard terápiához képest. 

2.2.3.1. Kemoterápia és prediktív markerei fej-nyaki tumorokban 

A kemoterápia sikerességének előrejelzésére igen kevés molekuláris markerrel 

rendelkezünk. Fej-nyaki tumorokban cisplatin és 5-fluorouracil kezelés tekintetében az 
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ERCC1-et azonosították mint prediktív molekuláris markert. A kezelési stratégiát 

tekintve fej-nyaki tumoroknál nagyon gyakran alkalmaznak indukciós kemoterápiát, 

amely docetaxel, cisplatin és 5-fluorouracil (TPF) egyidejű alkalmazását jelenti. 

Boguszewicz egy átfogó tanulmányban összegyűjtötte azokat a géneket és fehérjéket, 

amelyek fej-nyaki tumorokban potenciális prediktív markerek lehetnek indukciós 

kemoterápia esetén. A teljesség igénye nélkül ilyen gének lehetnek az EGFR, a HER-2, 

a VEGFR (vascular endothelial growth factor), a Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), az ERCC1 

és a p53 fehérjéket kódoló gének. Az indukciós kemoterápia sikerességét előre jelző 

fehérje pedig lehet többek között a p16INK4A és a p53 [81, 82]. Ezeken kívül a Cx43 

paclitaxel alkalmazása során merül fel mint lehetséges prediktív marker [83]. Korábbi 

kutatás során glioblasztomákat vizsgálva kimutatták, hogy magasabb Cx43-expresszió 

érzékenyíti a tumorsejtvonalakat paclitaxellel szemben. Ezt a jelenséget azzal 

magyarázták, hogy a magasabb Cx43-expresszióval együtt alacsony Bcl-2-expresszió 

figyelhető meg. A Bcl-2 antiapoptotikus fehérje, amelynek hiányában könnyebben 

következik be sejthalál [84]. 

2.2.3.2. Lehetséges terápiás célpontok fej-nyaki tumorokban 

Napjainkban több célzott daganatterápiás szer (antitest vagy tirozin-kináz-inhibitor) 

rendelkezik FDA vagy EMA (European Medicines Agency) engedéllyel és van 

forgalomban valamilyen daganattípus esetében. Bár a gátolt fehérje a legtöbb esetben 

pontosan meghatározott és specifikus célpont, csak néhány esetben ismerünk olyan 

molekuláris markereket, amelyekkel megjósolhatnánk és kiválaszthatnánk azt a 

betegpopulációt, ahol a gyógyszer hatásfoka a legjobb lenne. Fej-nyaki tumorok 

kezelésénél számos lehetőség közül a cetuximab az egyetlen engedélyezett célzott 

terápiás szer, amihez nagyban hozzájárul az ismert molekuláris markerek hiánya. 

2.2.3.2.1. Az epidermális növekedési faktor receptorcsalád 

A klinikai gyakorlatban több EGFR-gátlószer is elérhető a betegek számára, amelyek 

lehetnek monoklonális antitestek (cetuximab és panitumumab), vagy kismolekulás 

tirozin-kináz-inhibitorok (erlotinib, gefitinib, lapatinib, afatinib) [85]. Az antitestek az 

eddigi klinikai vizsgálatok szerint fej-nyaki tumorokban javítják a progressziómentes 

túlélést, de a teljes túlélést nem. Az erlotinib és a gefitinib a fej-nyaki tumoros betegeken 

végzett klinikai vizsgálatok szerint nem fejtettek ki jelentős hatást, messze nem váltották 

be a hozzájuk fűzött reményeket, a lapatinib pedig nem okozott szignifikáns javulást. Az 
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eddigi vizsgálatok alapján az afatinib lehet hatásos kezelőszer, amely egy irreverzibilis, 

az EGFR-család gyakorlatilag összes tagjára ható vegyület [79]. Összességében 

elmondhatjuk, hogy az anti-EGFR terápiák csak bizonyos pácienseknél működnek. A 

terápia sikerességének előrejelzése nehézkes, mivel az EGFR génjének mutációja, 

valamint a fehérje expressziója és az anti-EGFR terápiák hatékonysága gyakran nem 

korrelál egymással. Mégis a tapasztalat azt mutatja, hogy bizonyos esetekben az EGFR 

gátlása fej-nyaki tumorokban sikeres terápiás stratégia, illetve más kezelésekkel 

kombinálva is hatásos lehet. Az anti-EGFR terápiák sikerességének előrejelzéséhez 

elengedhetetlen annak felderítése, hogy milyen molekuláris hátterű betegeknél működnek 

ezek és mely esetekben nem [37]. 

2.2.3.2.2. A MEK/ERK jelátviteli útvonal 

A MEK/ERK jelutat az EGFR aktiválhatja. A jelút első tagja a Ras fehérje (Rat sarcoma 

protein), amely egy több mint 100 taggal rendelkező fehérjecsalád valamelyik 

képviselőjét jelenti. Leggyakrabban előforduló és daganatokban leginkább érintett tagjai 

a K-Ras, az N-Ras és a H-Ras. A RAS gén a humán daganatok jelentős részében mutáns. 

Az útvonal második állomása a Raf protein (MAP3K, mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase), amely egy szerin-treonin kináz. A Raf név szintén egy fehérjecsaládra 

utal, amelynek tagjai az A-, a B- és a C-Raf. Ezeket a fehérjéket kódoló génszakaszok is 

gyakran szenvednek mutációt tumorsejtekben. A legjellemzőbb képviselőjük a B-Raf, 

amely közvetlenül aktiválja a MEK (MAP2K, mitogen-activated protein kinase kinase) 

fehérjét. A MEK egy szerin-treonin kináz, amely három gyakori homológgal rendelkezik: 

MEK-1, -2 és -3. A fehérjefoszforilációban legaktívabban a MEK-1 vesz részt. Feladata 

az ERK (extracellular signal regulated protein kinase, MAPK, mitogen-activatd protein 

kinase) aktiválása, amely két izoformával (ERK1 és ERK2) rendelkező szerin-treonin 

kináz. Transzkripciós faktorokat, foszfatázokat, kinázokat és sejtvázelemeket aktiválhat 

az érkező jeltől függően [86-89]. A MEK/ERK jelátviteli útvonal tehát a sejtek 

proliferációjának, túlélésének, migrációjának és differenciációjának szabályozásában 

vesz részt. Klinikai relevanciája fej-nyaki tumorokban a HRAS, a KRAS G12C és a BRAF 

G464R/G469R mutációknak lehet, bár egyik sem túl gyakori. Vizsgálatuk mégis fontos 

lehet, mivel jelenlétük EGFR-inhibitorokkal (pl. cetuximabbal) szembeni rezisztenciát 

okoz [47, 90]. 
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Mivel a MEK/ERK útvonal tagjai közül az első kettő génjei gyakran mutálódnak, 

azonban gátlásuk nem mindig bizonyul sikeresnek és jelenlétük EGFR-gátlókkal 

szembeni rezisztenciát okoz, logikus stratégia, hogy az útvonalat az ezek után szerepelő 

fehérjék gátlásával inaktiválják. Ezt általában MEK-inhibitorokkal teszik. Ezek többnyire 

kisméretű molekulák, amelyek irreverzibilisen kötődnek a fehérje aktív centrumának 

közelében, ezzel akadályozva a MEK működését. Az utóbbi években különböző 

daganattípusoknál több MEK-gátlót is sikeresen alkalmaztak, amelyek közül 

kiemelkedően teljesít a trametinib, a selumetinib (AZD6244) és a PD-0325901 [91-94]. 

2.2.3.2.3. A PI3K/Akt jelátviteli útvonal 

A PI3K/Akt útvonalra is közvetlen hatást gyakorol az EGFR. Az útvonal egyik tagja, az 

Akt egy szerin-treonin kináz, amely a PI3K-ról érkező jelek központi elosztója. Komoly 

szerepe van a sejt túlélésében és proliferációjában azzal, hogy gátolja a proapoptotikus 

fehérjéket. A jelút egy másik tagja pedig az mTOR, amely szintén egy protein-kináz 

család tagját jelenti, és nem csak az Akt-tól, hanem más fehérjéktől is kaphat jelet, ezáltal 

nagyon sok molekulára van hatással. Ezzel irányítja a lipidbioszintézist, a sejtek 

táplálékellátását és energiahelyzetét, a stresszre adott választ, a sejtváz szerveződését, a 

transzlációt, valamint a túlélést is. Működése összetett és több fehérje egymásra gyakorolt 

hatásán alapszik. A PIK3CA fokozott aktivitását és a génjében jelentkező mutációkat 

összefüggésbe hozták daganatsejtek EGFR-gátlókkal szembeni rezisztenciájával [52, 95]. 
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3. Célkitűzések 

Kutatásunk során egyrészt tumorprogressziós markerek expressziójának 

meghatározásával és a fej-nyaki daganatok viselkedésével, taxánalapú kezelésre adott 

válaszával való összefüggésének vizsgálatával foglalkoztunk. Másrészt potenciális 

terápiás célpontok azonosítására és gátlásuk vizsgálatára fordítottuk figyelmünket 

fej-nyaki tumorokban. 

A bemutatásra kerülő munka konkrét célkitűzései a következők voltak: 

 Fej-nyaki tumorsejtvonalak paclitaxelérzékenységének meghatározása. 

 A Cx43 és a Bcl-2 fehérjék mint tumorprogressziós markerek expressziójának 

megállapítása fej-nyaki tumor eredetű sejtvonalakban és szövetmintákban. 

 A Cx43 mennyiségének a Bcl-2 expressziójára és a sejtek 

paclitaxelérzékenységére gyakorolt hatásának kifejtése. 

 A Cx43- és a Bcl-2-szintek klinikopatológiai paraméterekre és a taxánalapú 

terápiára adott válaszára gyakorolt hatásának megadása. 

 Fej-nyaki tumorsejtvonalak EGFR- és MEK-gátlókkal, valamint ezek 

kombinációjával szembeni érzékenységének meghatározása. 

 Az EGFR, valamint jelpályáiban (MEK/ERK és PI3K/Akt jelátviteli utak) 

résztvevő fehérjék expressziójának és aktivitásának mérése. 

 Összefüggés keresése a sejtvonalak gátlószerérzékenysége és a fehérjék 

expressziós és aktivitási adatai között. 

 Az EGFR és a pY1068-EGFR mennyiségének meghatározása fej-nyaki tumoros 

szövetmintákban, összefüggés keresése a klinikopatológiai paraméterekkel. 
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4. Anyagok és módszerek 

4.1. In vitro módszerek 

4.1.1. Alkalmazott sejtvonalak 

In vitro vizsgálatainkhoz három HPV-negatív fej-nyaki laphámsejtes daganat eredetű 

sejtvonalat használtunk: a Detroit 562-t, a FaDu-t és az SCC25-öt. Mindhárom sejtvonal 

az ATCC (American Type Culture Collection) sejtbankjából származott. A sejtek 

fenntartása, tenyésztése és a kísérletek inkubációja egyaránt 37 °C-on és 5% CO2-

tartalmú párásított inkubátorban történt. Az alkalmazott médiumokat az ATCC által 

meghatározott módon állítottuk össze. 

A Detroit 562 (ATCC® CCL-138™) egy felnőtt kaukázusi nőből származó pharynx 

daganatos sejtvonal, amely CDKN2A, PIK3CA és TP53 génre nézve mutáns. A sejtvonal 

fenntartásához 10% FBS-t (Foetal Bovine Serum, borjú szérum; Cat. No. A5256801, 

GIBCO), 1 mM nátrium-piruvátot (Cat. No. BE13-115E, Lonza) és 1% MycoZap (Cat. 

No. VZA-2012, Lonza) antibiotikumot tartalmazó EMEM (Eagle’s Minimum Essential 

Medium; Cat. No. 12-611F, Lonza) médium szükséges [96]. 

A FaDu (ATCC® HTB-43™) egy 56 éves kaukázusi férfiból izolált hypopharynx rákos 

sejtvonal, amely CDKN2A, SMAD4 és TP53 génre nézve mutáns. A sejtvonal 

fenntartásához 10% FBS-t, 0,1% nátrium-piruvátot és 1% MycoZap antibiotikumot 

tartalmazó DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Cat. No. 12-604F, Lonza) 

médiumot alkalmaztunk [97]. 

Az SCC25 (ATCC® CRL-1628™) egy 70 éves férfiból származó nyelvtumor-sejtvonal, 

amely CDKN2A és TP53 génre nézve mutáns. A sejtvonal fenntartásához 10% FBS-t, 

400 ng/ml hidrokortizont (Cat. No. 07925, STEMCELL) és 1% MycoZap antibiotikumot 

tartalmazó DMEM:F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12; Cat. 

No. 12-719F, Lonza) médiumot használtunk [98]. 

4.1.2. Alkalmazott kezelőszerek 

Munkánk során az FDA által már engedélyezett, klinikai használatban lévő gátlószereket 

használtunk: afatinibet, erlotinibet, selumetinibet, trametinibet és paclitaxelt. Valamennyi 

kezelőszert a Selleckchemtől szereztük be. 

Az afatinib (BIBW2992; Cat. No. S1011) az EGFR-család irreverzibilis gátlószere, 

amely alacsony koncentrációban gátolja az EGFR vad típusú és mutáns (L858R, 
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L858R/T790M) változatait, valamint a HER-2-t. Az erlotinib (CP-358774; Cat. No. 

S1023) egy EGFR-specifikus tirozin-kináz-inhibitor, amely a fehérje autofoszforilációját 

gátolja. Az afatinibet és az erlotinibet is nem-kissejtes tüdőrák kezelésére alkalmazzák. 

A selumetinib (AZD6244; Cat. No. S1008) egy szelektív, nem-ATP-kompetitív MEK-

inhibitor, amely gátolja az ERK foszforiláióját. A trametinib (GSK1120212; Cat. No. 

S1008) egy MEK inhibitor, amely a MEK gátlása mellett aktiválja az autofágiát és 

indukálja az apoptózist. A selumetinibet neurofibromatózis, a trametinibet pedig 

melanoma kezelésében használják. 

A paclitaxel (NSC 125973; Cat. No. S1150) a mikrotubulusokat stabilizálja, ezáltal 

gátolja a sejtek osztódását. Széles körben alkalmazott kemoterápiás szer számos 

tumortípus esetén, például tüdő-, emlő- és hasnyálmirigy-daganatokban. 

4.1.3. Géncsendesítés (siRNS-transzfekció) 

A Cx43 fehérjét kódoló gén, a GJA1 (gap junction protein alpha-1) expresszióját a rá 

specifikus siRNS molekula transzfektálásával csendesítettük mindhárom vizsgált 

sejtvonalban. A Dharmacontól beszerzett GJA1 siRNS (ON-TARGETplus Human GJA1 

(2697) siRNA–SMARTpool; Cat. No. L-011042-00-0005) célpontszekvenciáit az 1. 

táblázat tartalmazza. Negatív kontrollként a Thermo Fisher Scientific-től származó nem 

targetáló (NT) siRNS-t alkalmaztunk (Silencer®Select Negative Control #1 siRNA; Cat. 

No. 4390843), amely semmilyen ismert mRNS-szekvenciával nem mutat homológiát. 

1. táblázat: A GJA1 siRNS targetszekvenciái 

siRNS száma Célpontszekvencia 

J-011042-05 CAGUCUGCCUUUCGUUGUA 

J-011042-06 UGACAAGGUUCAAGCCUAC 

J-011042-07 GUACAUCUAUGGAUUCAGC 

J-011042-08 GAACCUACAUCAUCAGUAU 

A méréshez a sejteket 6 lyukú steril sejttenyésztő lemezre (Cat. No. 734-2798, VWR) 

raktuk ki oly módon, hogy minden pozícióban 200.000 sejt legyen 2 ml médiumban. A 

lemezt 24 órán át inkubáltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. A transzfekciót 

Lipofectamine RNAiMAX (Cat. No. 13778075, Thermo Fisher Scientific) és  

OPTI-MEM médium (Cat. No. 31985070, GIBCO) jelenlétében végeztük el a gyártói 

protokollokban szereplő eljárás szerint. A 60-70%-os konfluenciájú sejteket transzfekciós 
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eleggyel kezeltük, amely reakciónként 240 nmol siRNS-t, 5 μl Lipofectamine RNAiMAX 

transzfekciós reagenst és 500 μl Opti-MEM médiumot tartalmazott. Transzfektálás előtt 

az antibiotikumot tartalmazó komplett médiumot antibiotikummentesre cseréltük.  

A 2500 μl friss (antibiotikummentes) tenyésztőmédiumot tartalmazó lyukakhoz 500-500 

μl transzfekciós elegyet adtunk hozzá. A sejteket 24 órán keresztül inkubáltuk a 

transzfekciós eleggyel, ezután a médiumot komplett tápoldatra cseréltük. További 24 órás 

inkubációt követően a transzfektált sejteket egyéb mérésekhez (tripánkékkizárásos 

sejtszámolás, Western blot és fluoreszcens áramlási citometria) használtuk fel. 

4.1.4. Fehérjetúltermeltetés (plazmidtranszfekció) 

A Cx43 fehérje túltermeltetéséhez plazmidtranszfekciót alkalmaztunk valamennyi 

vizsgált fej-nyaki tumorsejtvonal esetén. A vektor a pIRES2-Cx43 plazmid volt, amely a 

vad típusú Cx43-at kódolta. Kontroll vektorként a GFP-t (green fluorescent protein) 

termelő pEGFP-C1 plazmidot használtuk. A vektorokat David Laurence Becker 

professzor (Lee Kong Chian School of Medicine, Nanyang Technological University, 

Singapore) bocsátotta rendelkezésünkre. 

A méréshez a sejteket 12 lyukú steril sejttenyésztő lemezre (Cat. No. 734-2324, VWR) 

raktuk ki oly módon, hogy minden pozícióban 150.000 sejt legyen 1 ml médiumban. A 

lemezt 24 órán át inkubáltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. A transzfekciót 

Lipofectamine®LTX & PLUS™ Reagent (Cat. No. 15338100, Thermo Fisher Scientific) 

jelenlétében végeztük el a gyártói protokollokban megadott eljárás szerint. A 

transzfekciós elegy reakciónként 1 µg plazmidot, 2 μl Lipofectamine®LTX transzfekciós 

reagenst, 2 μl PLUS™ reagenst és 200 μl Opti-MEM médiumot tartalmazott. 

Transzfektálás előtt az antibiotikumot tartalmazó komplett médiumot 

antibiotikummentesre cseréltük. A 800 μl friss (antibiotikummentes) tenyésztőmédiumot 

tartalmazó lyukakhoz 200-200 μl transzfekciós elegyet adtunk hozzá. A sejteket 24 órán 

keresztül inkubáltuk a transzfekciós eleggyel, ezután a médiumot komplett tápoldatra 

cseréltük. Ezt követően a transzfektált sejteket egyéb mérésekhez (tripánkékkizárásos 

sejtszámolás, Western blot és fluoreszcens áramlási citometria) használtuk fel. 

4.1.5. A sejtek életképességének vizsgálata MTT méréssel 

Az MTT az élő sejtek mennyiségének, illetve a sejtek életképességének vizsgálatára 

szolgáló módszer. A mérés alapja, hogy a metabolikusan aktív sejtek felveszik a  

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromidot (MTT), amely jellegzetes 
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sárga színű oldatot képez. Ezt az anyagot az oxidoreduktáz enzimek lila formazán-

kristályokká alakítják. A kristályok sósav- és Triton X-100-tartalmú izopropanolban 

oldhatók, és az így kapott oldat megfelelő hullámhossznál mért abszorbanciája arányos a 

mintában lévő élő sejtek mennyiségével [99]. 

A méréshez a sejteket 96 lyukú steril sejttenyésztő lemezre (Cat. No. 734-2327, VWR) 

raktuk ki oly módon, hogy minden pozícióban 4.000 sejt legyen 150 μl médiumban. A 

lemezt 24 órán át inkubáltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. Ezt követően 5 µM-ról 

induló harmadoló hígítási sorral kezeltük a sejteket afatinibbel, erlotinibbel, 

selumetinibbel, trametinibbbel és afatinib+trametinib 1:1 arányú kombinációjával.  

100 nM-ról induló harmadoló hígítási sort alkalmaztunk a paclitaxel kezelés esetén. A 

szereket 72 órán keresztül hagytuk hatni. 

A kezelési idő letelte után a sejtekről leszívtuk a médiumot, majd a lyukakba 50 μl/lyuk 

PBS-ben (Cat. No. 10010-023, GIBCO) oldott 1 mg/ml koncentrációjú MTT-t (Cat. No. 

M5655, Sigma) mértünk. A sejteket a formazánkristályok megjelenéséig inkubáltuk, 

majd az oldat leszívását követően a kristályokat 200 μl/lyuk detergenses oldószerben 

(10% Triton X-100-at (Cat. No. T9284, Sigma) és 0,001 N sósavat tartalmazó 

izopropanolban (Cat. No. 20880.400, VWR) feloldottuk. 

A lemezen lévő oldatokat BIOTEK Synergy 2 fluoreszcencia polarizáció olvasó 

segítségével 570 és 635 nm-es hullámhosszokon lemértük. A 635 nm-es hullámhossz 

értékek adják a hátteret, ezt kivontuk az 570 nm-es hullámhosszúságon mért 

abszorbanciákból, ebből pedig kivontuk a vak minták átlagának az abszorbancia értékét. 

Utóbbi a sejtek abszorbanciájából származó hibát küszöböli ki. A kiértékelés  

Microsoft® Excel segítségével történt. A kezelt/kontroll (T/C) százalékokat ábrázoltuk a 

kezelési koncentráció logaritmusának függvényében. A gátlószerek IC50 értékét 

GraphPad Prism® 8 program segítségével határoztuk meg, amely megmutatja, hogy mi 

az a hatóanyag-koncentráció, amely a sejtek vitalitásában 50%-os csökkenést okoz. A 

különböző kezelőszerekhez tartozó IC50 értékeket t-próbával (α=0,05) hasonlítottuk 

össze. A statisztikai teszteket a Statistica 13 programmal végeztük. 

4.1.6. Gyógyszerszinergizmus vizsgálata Compusyn segítségével 

A lehetséges gyógyszerszinergizmusokat és az 50%-os effektív dózisnál definiált 

kombinációs indexeket (CI) Compusyn programmal állapítottuk meg. A program a 

medián-effektus és a kombinációs index – isobologram elveken alapszik [100, 101].  
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A program által generált értékek CI<0,75 esetén szinergizmust, 0,75<CI<1,25 additív 

hatást, míg CI>1,25 antagonizmust jelölnek [102]. Kísérleteinkben a kombinációs 

indexek kiszámítása állandó koncentrációarány használatával történt valamennyi 

alkalmazott kezelőszerpár esetén. 

4.1.7. A sejtek életképességének vizsgálata tripánkékkizárásos sejtszámolással 

A festékkizárási teszt a sejtszuszpenzióban lévő életképes sejtek számának 

meghatározására szolgáló módszer. Azon az elven alapul, hogy – az elhalt sejtekkel 

szemben – a sértetlen sejtmembránnal rendelkező élő sejtek kizárnak bizonyos 

színezékeket, mint például a tripánkék vagy az eozin [103]. A tripánkékkizárásos 

sejtszámolás lehetővé teszi, hogy az életképesség meghatározása mellett egy mintát 

egyidőben többféle jellemző (fehérjeexpresszió, apoptózis) meghatározására is 

felhasználjunk. 

Az siRNS és a plazmidtranszfekció után (4.1.3. és 4.1.4. fejezetek) a sejteket 100 nM-ról 

induló harmadoló hígítási sorban paclitaxellel kezeltük, amelyet 48 órán keresztül 

hagytunk hatni. A GJA1 siRNS + paclitaxel és a nem targetáló siRNS + paclitaxel 

kezelést követően a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtek, valamint a Cx43 plazmid + 

paclitaxel és kontroll plazmid + paclitaxel kezelést követően a FaDu sejtek életképességét 

tripánkékkizárásos sejtszámolással határoztuk meg. 

A méréshez a sejtekről leszívtuk a médiumot, majd PBS-sel óvatosan átöblítettük a 

sejteket az FBS eltávolítása érdekében. A sejtekre 500 µl tripszin-EDTA (Cat. No. 15400-

054, GIBCO) oldatot mértünk, és addig inkubáltuk 37°C-on, amíg valamennyi sejt fel 

nem jött a lemez aljáról. A sejtes oldatot ezt követően 500 µl médiummal kihígítottuk, 

majd 150 x g-n 4 percig centrifugáltuk. A felülúszót kiöntöttük, a pelletet 800 µl 

médiumban felszuszpendáltuk. A sejtszuszpenzióból 25 μl-t mértünk 25 μl 0,4%-os 

tripánkékoldatot (Cat. No. 93590, Sigma) tartalmazó csőbe. Ezt alaposan 

összeszuszpendáltuk, hogy a sejtek eloszlása egyenletes legyen. A mikroszkópos 

számlálást hemocitométerrel (Bürker-kamra) végeztük el, amelyhez 10 μl tripánkékkel 

festett sejtszuszpenziót használtunk. 

A kiértékelés Microsoft® Excel segítségével történt. A kezelt/kontroll (T/C) százalékokat 

ábrázoltuk a kezelési koncentráció logaritmusának függvényében. Az IC50 értékeket 

GraphPad Prism® 8 program segítségével számítottuk ki nem-lineáris regresszióval. A 

különböző IC50 értékeket t-próbával (α=0,05) hasonlítottuk össze. A statisztikai teszteket 
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a Statistica 13 programmal végeztük. A maradék 775 μl sejtszuszpenziót további 

mérésekhez (Western blot és fluoreszcens áramlási citometria) használtuk fel. 

4.1.8. Apoptózis vizsgálata fluoreszcens áramlási citometriával 

A fluoreszcens áramlási citométer (FACS) berendezés szuszpendált, egyedi sejtek 

fluoreszcens és fényszórási paramétereit méri nagy sebességgel. Az apoptózis 

vizsgálatához a sejtek DNS-állományának és membránjainak minőségi meghatározása 

szükséges. A meghatározás során Annexin V-FLUOS és propídium-jodid (PI) kettős 

festést alkalmaznak. Apoptózis során a plazmamembrán citoplazmatikus felületén 

található foszfatidil-szerinek megjelennek a membrán külső oldalán, amelyeket Annexin 

V-FLUOS konjugátummal lehet megjelölni. A PI pedig egy DNS-jelölésre alkalmas 

interkalátor festék, amellyel az apoptózisra jellemző DNS-fragmentáció tehető láthatóvá 

[104]. 

A méréshez a sejteket 24 lyukú steril sejttenyésztő lemezre raktuk ki oly módon, hogy 

minden pozícióban 30.000 sejt legyen 1 ml médiumban. A lemezt 48 órán át inkubáltuk, 

hogy a sejtek letapadhassanak. Ezt követően 100 nM-ról induló harmadoló hígítási sorral 

kezeltük a sejteket paclitaxellel, amit 48 órán keresztül hagytunk hatni. A kezelési idő 

letelte után a sejtekről a felülúszót kémcsövekbe gyűjtöttük, majd a sejteket 150 μl/lyuk 

PBS-sel mostuk. A sejtekre 135 µl tripszin-EDTA oldatot mértünk, és addig inkubáltuk 

37 °C-on, amíg valamennyi sejt fel nem jött a lemez aljáról. A sejtes oldatot ezt követően 

150 µl médiummal és 500 µl PBS-sel kihígítottuk, majd a szuszpenziót a megfelelő 

kémcsőbe pipettáztuk. 

A tripánkékkizárásos sejtszámolás után megmaradt GJA1 siRNS + paclitaxellel és a nem 

targetáló siRNS + paclitaxellel kezelt Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteken, valamint a 

Cx43 plazmid + paclitaxellel és kontroll plazmid + paclitaxellel kezelt FaDu sejteken is 

elvégeztük az apoptózis mérést, hogy lássuk, változott-e a transzfekciók következtében a 

paciltaxel apoptózisindukáló hatása. Ehhez a sejtszuszpenziókból 200 µl-t használtunk 

fel. 

Az apoptózis detektálásához a sejtszuszpenziókat 250 x g-n 4 percig centrifugáltuk. A 

felülúszó eltávolítása után a pelletet 1 ml PBS-sel mostuk, majd ismét 250 x g-n 4 percig 

centrifugáltuk. Ezt követően a sejteket a gyártói protokollokban megadott eljárás szerint 

100 µl binding bufferben (Annexin-V-FLUOS Staining Kit; Cat. No. 11988549001, 

Roche) szuszpendáltuk, amely 2 µl Annexin-V-FLUOS (Cat. No. 11828681001, Roche) 
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reagenst tartalmazott. A sejteket 20 percig, szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltuk. Az 

inkubáció után minden csőhöz 1 ml PBS-t adtunk, majd ismét 250 x g-n 4 percig 

centrifugáltuk. A pelletet 300 µl térfogatú 3 µl PI-tartalmú (10 ng/ml; Cat. No. P4170, 

Sigma) PBS-ben szuszpendáltuk. 

A fluoreszcens sejtpopulációk arányát FACSCalibur áramlási citométerrel detektáltuk, az 

adatokat CellQuest Pro és Microsoft® Excel szoftverrel értékeltük. A különböző 

kezeléseknél kapott frakciókat t-próbával (α=0,05) hasonlítottuk össze. A statisztikai 

teszteket a Statistica 13 programmal végeztük. 

4.1.9. Fehérjeexpresszió és -foszforiláció vizsgálata Western blottal 

A Western blot a nátrium-lauril-szulfát poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) 

segítségével elválasztott fehérjék kimutatására szolgáló módszer. Ez az eljárás 

tulajdonképpen egy immunoblot, mely során az elválasztott fehérjéket membránra kötjük, 

majd mennyiségüket specifikus antitestekkel detektáljuk [105]. 

A méréshez a sejteket 6 lyukú steril sejttenyésztő lemezre raktuk ki oly módon, hogy 

minden pozícióban 400.000 sejt legyen 2 ml médiumban. A lemezt 48 órán át inkubáltuk, 

hogy a sejtek letapadhassanak. A Cx43, a Bcl-2, az EGFR, az Akt és az ERK1/2 fehérjék 

expressziós szintjének és az EGFR, az Akt és az ERK1/2 aktivitásának meghatározásához 

kezeletlen sejtlizátumokat használtunk mindhárom fej-nyaki tumorsejtvonal esetén. A 

MEK-gátlás fehérjeexpresszióra és foszforilációra gyakorolt hatásának vizsgálatához a 

Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket 1 µM trametinibbel és DMSO-val (Cat. No. 

D2650, Sigma) kezeltük 4 órán keresztül. 

A lemezeket jégre tettük, leszívtuk a médiumot, a sejteket pedig hideg PBS-sel mostuk, 

majd 100 μl lízispuffert pipettáztunk minden lyukba. A lízispuffer 50 mM Trist (pH=7,4; 

Cat. No. BP151-1, Fisher), 150 mM NaCl-ot (Cat. No. S3014, Sigma), 1% NP-40-et 

(nonil-fenoxi-polietoxi-etanol; Cat. No. 74385, Fluka), 2 mM EDTA-t (etilén-diamin-

tetraecetsav; Cat. No. E5134, Sigma), 2 mM EGTA-t (etilénglikol-tetraecetsav, Cat. No. 

20308.156, VWR), 1 mM DTT-t (ditiotreitol; Cat. No. R0861, Thermo Scientific), 

foszfatáz inhibitor koktélt (Cat. No. 524629, Merck) és proteázinhibitor koktélt (Cat. No. 

535140, Calbiochem) tartalmazott. Ezt követően eltávolítottuk a sejteket a lemez aljáról 

egy erre a célra kialakított speciális kaparóval (Cell Scraper). A kapott szuszpenziót 1,5 

ml-es Eppendorf-csőbe (Cat. No. 0030123.328, Eppendorf) pipettáztuk. 
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A tripánkékkizárásos sejtszámolás és fluoreszcens áramlási citometria mérés után 

megmaradt GJA1 siRNS + paclitaxellel és a nem targetáló siRNS + paclitaxellel kezelt 

Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket, valamint a Cx43 plazmid + paclitaxellel és kontroll 

plazmid + paclitaxellel kezelt FaDu sejteket is lizáltuk azért, hogy igazolhassuk a 

transzfekció sikerességét és vizsgálhassuk a fehérjeexpresszióra gyakorolt hatást. Ehhez 

a maradék 575 µl térfogatú sejtszuszpenziókat 150 x g-n 4 percig centrifugáltuk, majd a 

pelleteket 100 μl lízispufferben szuszpendáltuk. 

2. táblázat: Western blot során alkalmazott elsődleges ellenanyagok jellemzői 

Elsődleges ellenanyag Hígítás 
Másodlagos 

ellenanyag 
Gyártó 

Bcl-2 (124) Mouse mAb #15071 1:1.000 anti-egér Cell Signaling 

Technology 

Connexin 43 Antibody #3512 1:1.000 anti-nyúl Cell Signaling 

Technology 

GFP (4B10) Mouse mAb #2955 1:1.000 anti-egér Cell Signaling 

Technology 

Akt (pan) (40D4) Mouse mAb 

#2920 

1:4.000 anti-egér Cell Signaling 

Technology 

Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® 

Rabbit mAb #4060 

1:2.000 anti-nyúl Cell Signaling 

Technology 

EGF Receptor (D38B1) XP® Rabbit 

mAb #4267 

1:2.000 anti-nyúl Cell Signaling 

Technology 

Phospho-EGF Receptor (Tyr1068) 

(D7A5) XP® Rabbit mAb #3777 

1:1.000 anti-nyúl Cell Signaling 

Technology 

p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) 

Mouse mAb #9107 

1:4.000 anti-egér Cell Signaling 

Technology 

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® 

Rabbit mAb #4370 

1:2.000 anti-nyúl Cell Signaling 

Technology 

α-tubulin (DM1A) mAb #T9026 1:40.000 anti-egér Merck Millipore 
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A szuszpenziókat 30 percig jégen állni hagytuk, közben a mintákat szonikáltuk (VEB 

Elektromat vízfürdős szonikáló, 50 Hz). Ezt követően 4 °C-on 13.000 x g-n 15 percig 

centrifugáltuk a csöveket. A felülúszót átöntöttük egy új 1,5 ml-es Eppendorf-csőbe. Az 

össz-fehérjekoncentrációt Bradford módszerrel határoztuk meg, a maradék mintához 

pedig 5x töménységű Laemmli puffert adtunk és a fehérjéket 97 °C-on 5 percig 

denaturáltuk. A mintákból 10 μg-ot vittünk fel a 10% vagy 14%-os SDS-tartalmú 

poliakrilamid gélek zsebeibe, majd állandó 130 V feszültség mellet futtattuk. 

A fehérjék polivinilidén-difluorid (PVDF; Cat. No. 1620177, Bio-Rad) membránra 

juttatását elektrotranszfer módszerrel végeztük 400 mA áramerősség mellett, jégben 

hűtve. A transzferálás után a PVDF membrán szabadon maradt kötőhelyeit 5% tejpor-

tartalmú TBST-ben (Tris-buffered saline with 0,1% Tween® 20) blokkoltuk 1 órán 

keresztül szobahőmérsékleten. Az elsődleges ellenanyagokat 1% BSA- (Cat. No. A7906, 

Sigma) és 0,1% Na-azid-tartalmú (Cat. No. S2002, Sigma) TBST-ben hígítottuk ki és 

ebben a membránokat egy éjszakán keresztül 4 °C-on inkubáltuk. Az alkalmazott 

ellenanyagok jellemzőit a 2. táblázat tartalmazza. 

A következő napon a membránokat háromszor 5 percig mostuk TBST-ben, majd 1% 

tejport tartalmazó TBST-ben kihígított másodlagos ellenanyag oldatban inkubáltuk egy 

órán keresztül szobahőmérsékleten. A másodlagos ellenanyagok jellemzőit a 3. táblázat 

tartalmazza. Végül háromszor 5 percig mostuk a membránokat TBST-vel és az eredményt 

ECL-módszer segítségével detektáltuk. 

3. táblázat: Western blot során alkalmazott másodlagos ellenanyagok jellemzői 

Másodlagos ellenanyag Hígítás Gyártó 

anti-nyúl (Anti-rabbit IgG, HRP-linked 

Antibody #7074) 

1:2.000 Cell Signaling Technology 

anti-egér (Anti-mouse IgG, HRP-linked 

Antibody #7076) 

1:8.000 Cell Signaling Technology 

Az ECL-módszer során kapott film digitalizálás után az ImageJ programmal 

kiértékelhető. A program a kijelölt részeken számítja az intenzitást, majd a megrajzolt 

görbe alapján a görbe alatti területet, amely arányos a fehérje mennyiséggel. Minél 

nagyobb a kapott jel területe, annál több van az adott fehérjéből a mintában. A sejtvonalak 

fehérje expressziójának és aktivitásának eltérést, valamint a kontroll és a kezelt minták 
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különbözőségét t-próba (α=0,05) segítségével vizsgáltuk. A statisztikai teszteket a 

Statistica 13 programmal végeztük. 

4.1.10. Fehérjeexpresszió és -lokalizáció vizsgálata fluoreszcens immuncitokémiával 

Az immuncitokémia célja egy bizonyos fehérje specifikus kimutatása, amellyel az egyes 

proteinek szemikvantitatív expressziós szintje mellett a sejten belüli helyzete is 

megállapítható. A vizsgálandó fehérjét az immunhisztokémiához hasonló eljárással 

jelöljük meg. Az elsődleges ellenanyag után a rendszerhez egy másodlagos ellenanyagot 

adunk, amely fluoreszcens jelöléssel van ellátva. A detektálás fluoreszcens 

mikroszkóppal valósul meg. Ezzel a módszerrel vizsgáltuk a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék 

sejten belüli elhelyezkedését a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben. 

A méréshez a sejteket μ-Slide 8 lyukú mikroszkópos lemezre (Cat. No. 80826, Ibidi) 

raktuk ki oly módon, hogy minden pozícióban 20.000 sejt legyen 250 μl médiumban. A 

lemezt 48 órán át inkubáltuk, hogy a sejtek letapadhassanak és a mikroszkópos 

vizsgálathoz szükséges megfelelő telepképződés is megtörténhessen. Ezt követően a 

sejtekről leszívtuk a médiumot, majd 5 perces PBS-sel való mosás után 10 perig 100 μl 

4%-os pufferelt formaldehiddel (Cat. No. 01V60P, Bio-Optica) fixáltuk a sejteket. A 

fixálás után a formalint kétszer 5 perces PBS-sel való mosással távolítottuk el. A 

mosáshoz minden esetben lyukanként 200 µl oldatot használtunk. Ahhoz, hogy a sejtben 

lévő fehérjéket meg tudjuk festeni, a membránt detergenssel átjárhatóvá kell tenni, amit 

jelen esetben Triton X-100 alkalmazásával végeztünk. Ehhez PBS-ben oldottunk Triton 

X-100-at úgy, hogy 0,1%-os oldatot kapjunk. A sejteket 15 percig 100 µl Triton X-100 

oldatban inkubáltuk, majd kétszer 5 percig mostuk PBS-sel. A Western blothoz hasonlóan 

proteinblokkolást végeztünk, hogy minél kevesebb nem specifikus fehérje-antitest 

kölcsönhatás jöjjön létre. A blokkolást 100 µl 10% FBS-tartalmú PBS-sel valósítottuk 

meg, amely egy óráig tartott. Ezalatt előkészítettük az elsődleges antitesteket. Ehhez 10% 

FBS-tartalmú PBS oldatba 1:100 arányban hígítottuk az elsődleges ellenanyagokat. Az 

alkalmazott ellenanyagok jellemzőit a 4. táblázat tartalmazza. A primer antitestekből 100 

µl-t mértünk a megfelelő lyukakba, végül egy éjszakán át 4 °C-on inkubáltuk a lemezeket. 
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4. táblázat: Immuncitokémia során alkalmazott elsődleges ellenanyagok jellemzői 

Elsődleges ellenanyag 
Másodlagos 

ellenanyag 
Gyártó 

Connexin 43 Antibody #3512 anti-nyúl Cell Signaling Technology 

Bcl-2 Monoclonal Antibody (100/D5) 

#MA5-11757 

anti-nyúl Thermo Fisher Scientific. 

Másnap az elsődleges antitesteket leszívtuk a sejtekről, a nem specifikusan kötődő 

antitesteket háromszor 5 percig tartó PBS-es mosással távolítottuk el. Közben 

előkészítettük a másodlagos ellenanyagot. A fluoreszcensen jelölt szekunder antitestet, 

amely az Alexa Fluor 488 konjugált anti-rabbit IgG (Cat. No. A11001, Jackson Immuno 

Research) volt, 10%-os FBS tartalmú PBS-ben oldottuk 1:500 arányban hígítva. Ebből 

100 µl-t mértünk minden lyukba, és egy órán át szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltuk. 

Az inkubáció után a nem kötődött antitesteket háromszor 5 percig tartó PBS-es mosással 

távolítottuk el. Ezt követően a sejtmagokat Draq5™-val (Cat. No. 62251, Thermo 

Scientific) festettük meg, ami nagy affinitással kötődik a kettősszálú DNS-hez. Ehhez 

100 µl 10 µM Draq5™-tartalmú PBS oldatot mértünk a sejtekre, amelyet 10 percig 

szobahőmérsékleten, sötétben inkubáltunk. Ezután a felesleges festéket háromszor 5 

percig tartó PBS-es mosással távolítottuk el Végül a sejtekre néhány csepp fedőmédiumot 

(Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium; Cat. No. F4680-25ML, Merck Millipore) 

csepegtettünk.  

A sejteket konfokális lézermikroszkóp (Zeiss Confocal LSM 710,) segítségével 

vizsgáltuk 63x-os nagyítású olaj-immerziós objektívvel. A sejtekről különböző 

hullámhosszokon készült felvételeket a Zen lite 2.5 szoftver segítségével rétegeztük és 

illesztettük össze. 

4.2. Szövettani mintákon alkalmazott módszerek 

4.2.1. Felhasznált minták 

A vizsgálatokhoz 97 fej-nyaki laphámrákkal diagnosztizált beteg biopszia- vagy műtét 

révén eltávolított tumormintáját használtuk fel. A páciensek a Semmelweis Egyetem  

Fül-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikáján 2012 és 2014 között részesültek 

kezelésben. A vizsgálatban részt vevő valamennyi páciens tájékozott beleegyezését adta. 

Az eljárást a Semmelweis Egyetem Regionális, Intézményi Tudományos és Kutatásetikai 
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Bizottság hagyta jóvá (etikai engedély száma: 105/2014). A betegcsoport legfontosabb 

jellemzőit az 5. táblázat tartalmazza. 

5. táblázat: Vizsgálatban résztvevő betegek jellemzői a diagnóziskor 

Jellemző Páciensek száma Jellemző Páciensek száma 

Nem  TNM1 M paraméter  
férfi 79 0 92 
nő 18 1 5 

Kor (év)  TNM1 stádium  
átlag 61 (43-81) 1 26 

Lokalizáció  2 66 
oropharynx 36 3 5 
hypopharynx 25 Grade  
supraglottis 24 1 6 
glottis 2 2 43 

TNM1 T paraméter  3 34 
1 14 nincs adat 14 
2 29 Dohányzás  
3 27 soha 10 
4a 18 korábban igen 28 
4b 9 jelenleg is 57 

TNM1 N paraméter  nincs adat 2 
0 46 Alkoholfogyasztás  
1 16 soha 23 
2a 6 korábban igen 32 
2b 12 jelenleg is 42 
2c 14   
3 3   

1 TNM: tumor, regionális nyirokcsomó, távoli metasztázis, Union for International Cancer Control TNM 7. kiadás 

4.2.2. Szöveti mikrochip (TMA-blokk) készítése 

A szövetminták paraffinba ágyazva, szöveti blokkok formájában álltak rendelkezésünkre 

a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patológiai Intézetében. A blokkokból 70 db szövethenger 

került szúrással egy TMA blokkba (Tissue Microarray). A tumoros régiót, így a 

mintavétel helyét haematoxylin-eosinnal festett metszetek segítségével állapítottuk meg. 

Amennyiben a szövetminta mérete és tumortartalma lehetővé tette, egy mintából több 

helyről is történt szúrás. A TMA blokkokból több, 4 µm vastagságú TMA metszet készült, 

amelyek szilanizált tárgylemezre lettek rögzítve az immunhisztokémiai vizsgálatokhoz. 

4.2.3. Fehérjeexpresszió értékelése manuális immunhisztokémiával 

A paraffinban fixált TMA metszeteket 3x3 percig xilolban áztatva deparaffináltuk. Ezt 

követően a mintákat 100%-os alkoholban öblítettük, majd 96%-os etanolban 2x3 percig 
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áztattuk, végül 3x3 percig desztillált vízzel mosva rehidratáltuk. Az endogén peroxidázok 

blokkolása érdekében a lemezeket 3% hidrogén-peroxid-tartalmú metanollal 20 percig 

inkubáltuk. Az antigénfeltáráshoz Tris-EDTA (tris-(hidroximetil)-aminometán, etilén-

diamin-tetraecetsav és sósav elegye, pH=9) feltárópuffert alkalmaztunk. A 

tárgylemezeket megfelelő tartóba helyeztük, majd a feltárópufferrel leöntöttük úgy, hogy 

az biztosan minden mintát befedjen, majd az optimalizált időnek megfelelően 58 percig 

forraltuk. A Western blothoz hasonlóan proteinblokkolást végeztünk, hogy minél 

kevesebb nem specifikus fehérje-antitest kölcsönhatás jöjjön létre. A blokkolást 3% BSA-

tartalmú TBST-vel végeztük 15 percig. Ezalatt elkészítettük az elsődleges antitesteket. 

Ehhez 5% BSA-tartalmú TBST oldatban 1:400 arányban hígítottuk a Western blot során 

alkalmazott EGFR és pY1068-EGFR ellenanyagokat. A primer antitestekből 100 µl-t 

mértünk minden tárgylemezre, végül egy éjszakán át szobahőmérsékleten, párásító 

állványon inkubáltuk a lemezeket. 

Az előző nap elkészített tárgylemezeket az inkubációs lépések között 10 percig TBST-

vel mostuk. Másodlagos ellenanyagként HISTOLS-MR-T HRP polymer reagenst 

alkalmaztunk, amelyet a gyártói protokoll szerint használtunk. A mintákat 40 percig 

inkubáltuk a szekunder antitesttel. A mintákat DAB Quanto (diamino-benzidin) 

kromogénnel festettük. A DAB a másodlagos antitesten lévő peroxidáz-enzim és 

hidrogén-peroxid hatására barna csapadékot képez. A reakció lejátszódását mikroszkóp 

alatt kísértük figyelemmel. Az oldatot addig hagytuk a mintákon, amíg a barna szín elég 

erőssé nem vált (minimum 5 perc), de aspecifikus festődés (háttér) még nem jelent meg. 

A reakciót a tárgylemezek TBST-be helyezésével állítottuk le. A fehérjék jelölése után a 

sejteket haematoxylin-eosinnal festettük meg. Felszálló alkoholsoros dehidrálást 

követően xilolból kiemelve a lemezeket Surgipath fedőmédiummal fedtük. 24 órás 

száradás után a minták digitalizálásra készek voltak. A tárgylemezen lévő minták festését 

3DHistech Panoramic Midi készülék segítségével digitalizáltuk, majd Panoramic Viewer 

program alkalmazásával értékeltük ki. 

Az EGFR és a pY1068-EGFR mennyiségének meghatározásához alternatív három 

fokozatú pontozási rendszert használtunk [106, 107]. A festődött sejtek százalékos 

arányát megszoroztuk a festődés intenzitásával. A festődés intenzitásának jellemzésére 

négy fokozatot használtunk: 1: negatív, 2: gyenge, 3: mérsékelt, 4: intenzív. Így egy 0-

400 közötti skálát kaptunk, amelyben a 0 érték jelentette a negatív (0), 1-200-ig az 
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alacsony (1), 201-300-ig a közepes (2), míg 301-400-ig a magas (3) fehérjeexpressziót. 

A statisztikai elemzéshez ezeket a pontszámokat különböző küszöbértékek mentén 

dichotomizáltuk. Az EGFR esetében ennek megfelelően az 1-es kategóriát tekintettük 

alacsony/negatív fehérjeexpressziónak, míg a 2-es és 3-as csoportokat magas/pozitív 

kifejeződésnek. A pY1068-EGFR esetén a 0-ás, 1-es és 2-es kategória adódott az 

alacsony/negatív megjelenésnek, míg a 3-as a magas/pozitív foszforilációnak. 

4.2.4. Fehérjeexpresszió értékelése gépi immunhisztokémiával 

A Bcl-2 és a Cx43 fehérjék esetében gépi festés is rendelkezésünkre állt, így ezeknél ezt 

az eljárást alkalmaztuk. A felhasznált elsődleges ellenanyagok ugyanazok voltak, mint a 

Western blot során alkalmazottak. 

Az immunhisztokémiai jelölést Benchmark ULTRA IHC/ISH (Ventana Medical 

Systems) festőautomatával végeztük. A deparaffinálás EZ Prep (Ventana) oldattal történt, 

melyet az epitópfeltárás követett először 8 percig 95 °C-on, majd 76 percig 97 °C-on Cell 

Conditioning Solution pH 9 (Ventana) oldattal. Az endogén peroxidázok blokkolására 

UV inhibítor (Ventana) oldatot használtunk 4 percig 36 °C-on. Az elsődleges antitesteket 

120 percig alkalmaztuk 36 °C-on 1:100 hígításban. A másodlagos antitest, UV HRP 

UNIV MULT (Ventana) oldatot 8 percig használtuk szintén 36 °C-on. 

A színreakció előhívása DAB kromogénnel történt (U ultraView DAB v1.02.0018 kit) a 

megfestéshez pedig hematoxylin II (Ventana) oldatot használtunk. A folyamat egyes 

lépései között mosásokat alkalmaztunk, melyeket Reaction Buffer Concentrate (Ventana) 

megfelelően hígított oldatával végeztünk. A folyamat végén a lemezeket fedőmédiummal 

fedtük le és 3DHistech Panoramic Midi készülék segítségével digitalizáltuk, majd 

Panoramic Viewer program alkalmazásával értékeltük ki. 

A Bcl-2 és a Cx43 mennyiségének meghatározásához a diagnosztikában és a korábbi 

kutatásaink során kialakított pontozási rendszert használtuk [73, 108, 109]. A Bcl-2-re 

vonatkozó kategóriák a következők voltak: 1: <10% pozitív tumorsejt, 2: 11-30% pozitív 

tumorsejt, 3: 31-60% pozitív tumorsejt, 4: >60% pozitív tumorsejt. A Cx43-ra 

vonatkozóan az alábbi kategóriákat különítettük el: 1: <5% pozitív tumorsejt, 2: 6-20% 

pozitív tumorsejt, 3: 21-60% pozitív tumorsejt, 4: >60% pozitív tumorsejt. A statisztikai 

elemzéshez ezeket a pontszámokat adott küszöbérték mentén dichotomizáltuk. A Bcl-2 

és a Cx43 esetében is az 1-es és 2-es kategóriákat tekintettük alacsony/negatív 

fehérjeexpressziónak, míg a 3-as és 4-es csoportokat a magas/pozitív kifejeződésnek. 
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4.2.5. Statisztikai analízis 

A különböző paraméterek túlélésre gyakorolt hatásának vizsgálatához Kaplan-Meier-féle 

túlélési analízist végeztünk. A Kaplan-Meier-féle túlélési analízis célja a túlélési görbe 

meghatározása. Az eljárás során az adott betegcsoportra vonatkozóan meghatározzuk a 

halandósági arányt és a túlélési valószínűséget minden olyan időpontban, amelyben 

legalább egy halálozás történt. A túlélési valószínűségeket a követési idő függvényében 

ábrázolva kapjuk a túlélési görbét. A követési idő a páciens diagnosztizálása és a vizsgálat 

befejezése között eltelt idő hónapokban megadva. A Kaplan-Meier-görbén tehát az x 

tengelyen a túlélési idő van ábrázolva, az y tengelyen pedig a túlélők aránya az összes 

esethez viszonyítva. A „complete” kategória jelöli, ha a páciens a daganatos betegségének 

következtében elhunyt. A „censored” kategória pedig azt jelöli, ha a követés lezárásának 

pillanatában a beteg életben volt. Ide tartoznak azok az esetek is, amikor a páciens nem a 

tumor következtében hunyt el, hanem pl. balesetben. A túlélési görbe formáját tekintve 

lépcsős függvény, melynek függőleges szakaszai azokban a pontokban vannak, ahol 

ténylegesen bekövetkezett halálozás. 

A paraméterek túlélésre gyakorolt hatásának vizsgálatakor minden paraméternél több 

csoport is van. Annak megállapítására, hogy szignifikáns-e a különbség az eltérő 

csoportba tartozó betegek túlélési görbéje között, Pearson χ2 próbát használtunk α=0,05 

szignifikanciaszinttel. Annak megállapításához, hogy a különböző paraméterek között 

van-e összefüggés, Fisher-féle χ2 próbát alkalmaztunk (α=0,05). Az elemzést Statistica 

13 programmal végeztük. 
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5. Eredmények 

5.1. Tumorprogressziós markerek vizsgálata fej-nyaki tumorokban 

5.1.1. Paclitaxel hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére 

A sejtek paclitaxelérzékenységét MTT módszer segítségével vizsgáltuk. Több 

párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során több koncentrációban (100 nM-ról 

induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a sejteket paclitaxellel 72 órán keresztül. 

 

6. ábra: Paclitaxel hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére. 

Három párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során több koncentrációban  

(100 nM-ról induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a Detroit 562, a FaDu és 

az SCC25 sejteket paclitaxellel 72 órán keresztül. (A) IC50 görbék paclitaxelkezelés 

esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. A görbék három független 

kísérlet eredményeinek átlagait és szórásait ábrázolják. (B) IC50 értékek 

paclitaxelkezelés esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az IC50 

értékeket három független mérés átlagaként határoztuk meg. A statisztikai 

vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 

A paclitaxel mindhárom fej-nyaki tumorsejtvonal esetében jelentősen csökkentette a 

sejtek életképességét, az IC50 érték minden esetben 10 nM-nál kisebbnek bizonyult  

(6A. ábra). Bár a paclitaxel mindegyik sejtvonalra kiemelkedő hatást gyakorolt, mégis 

mutatkoznak számottevő különbségek. Az SCC25 esetén szignifikánsan alacsonyabb 
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IC50 érték figyelhető meg, mint a másik két sejtvonalnál (Detroit 562: p=0,002, FaDu: 

p=5x10-4). Vagyis az SCC25 paclitaxelre érzékeny, míg a Detroit 562 és a FaDu kevésbé 

érzékeny sejtvonalnak tekinthető. Kicsi, de szignifikáns különbség van a Detroit 562 és a 

FaDu IC50 értékei között is (p=0,02) (6B. ábra). 

5.1.2. Paclitaxel által indukált apoptózis fej-nyaki tumorsejtvonalakban 

A paclitaxel által okozott sejthalál mechanizmusának feltárására áramlási citometriás 

(FACS) kísérleteket végeztünk Annexin V-FLUOS és propídium-jodid kettős festéssel 

egy kezelési idővel (48 óra) és öt paclitaxelkoncentrációval (1 nM, 3 nM, 10 nM, 33 nM 

és 100 nM). Az Annexin- (Ann) és a propídium-jodid- (PI) pozitivitás alapján négy 

populációt különítettünk el: élő, apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek. 

 

7. ábra: Paclitaxel által indukált apoptózis fej-nyaki tumorsejtvonalakban. 

A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket három független kísérletben több 

koncentrációban (100 nM-ról induló ötpontos harmadoló hígítás) kezeltük 

paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést követően az Annexin V-FLUOS/ 

propídium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS eljárással elemeztük. Az élő 

sejtek az Ann-/PI-, az apoptotikus sejtek az Ann+/PI-, a nekrotikus sejtek az Ann-/PI+, 

míg a halott sejtek az Ann+/PI+ frakciókat jelentik. A grafikonokon három független 

kísérlet eredményeinek átlagai és szórásai szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot 

Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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A Detroit 562 sejtvonal esetében az apoptózis arányának csak kismértékű emelkedése 

figyelhető meg növekvő paclitaxelkoncentráció hatására. Ez a növekedés a legmagasabb 

koncentrációnál sem szignifikáns (p>0,05). Az apoptózis arányának csekély mértékű 

növekedését figyeltük meg a FaDu sejtvonal esetén is. Az apoptotikus sejtek aránya a 

paclitaxelkoncentráció emelésével növekedett, ami 33 nM (p=0,045) és 100 nM 

(p=0,022) paclitaxelkoncentrációnál szignifikánsnak bizonyult a kontroll frakcióhoz 

képest. Az SCC25 sejtvonal esetében az apoptózis arányának jelentős növekedése látható. 

Az apoptotikus sejtek aránya a paclitaxelkoncentráció emelkedésével együtt nőtt. 

Szignifikáns különbségeket lehetett észlelni a kontroll és a paclitaxellel kezelt minták 

között már 10 nM-os koncentrációnál is (10 nM: p=0,033, 33 nM: p=0,025, 100 nM: 

p=0,027). Ez alapján az SCC25 érzékenyebb a paclitaxellel szemben, mint a másik két 

sejtvonal (7. ábra). 

5.1.3. Cx43- és Bcl-2-expresszió fej-nyaki tumorsejtvonalakban 

A Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expresszióját fej-nyaki tumorsejtvonalakban Western blot és 

immuncitokémiai módszerek segítségével vizsgáltuk. 

Az elvégzett kísérleteink eredménye alapján a Detroit 562-ben közepes mennyiségű Cx43 

van jelen a másik két vizsgált sejtvonalhoz képest. A FaDu-ban megközelítőleg feleannyi, 

míg az SCC25-ben közel kétszerannyi Cx43 expresszálódik, mint a Detroit 562-ben  

(8A. ábra). A kvantitatív elemzés alapján az SCC25-ben kifejeződő fehérje mennyisége 

szignifikánsan eltér a másik két sejtvonalban tapasztalttól (Detroit 562: p=0,02, FaDu: 

p=0,005) (8B. ábra). Ez alapján a Detroit 562 és a FaDu alacsony, míg az SCC25 magas 

Cx43-expresszióval rendelkezik. 

A Bcl-2 fehérje a Detroit 562 sejtvonalban található meg a legnagyobb mennyiségben, és 

ehhez hasonlóan magas szint tapasztalható a FaDu-ban is. Legkisebb mennyiségben az 

SCC25 termeli a Bcl-2-t, tizedannyit, mint a Detroit 562 (8A. ábra). Az észlelhető 

különbségek az SCC25 esetében szignifikánsak a másik két sejtvonalhoz viszonyítva 

(Detroit 562: p=0,05, FaDu: p=0,004) (8B. ábra). Ez alapján a Detroit 562 és a FaDu 

magas, míg az SCC25 alacsony Bcl-2-expressziót mutat. 
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8. ábra: Cx43- és Bcl-2-expresszió fej-nyaki tumorsejtvonalakban. 

(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtek fehérjeexpresszióját Western blot 

módszerrel határoztuk meg, kontroll fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. (B) A 

Cx43 és a Bcl-2 fehérjék mennyiségét denzitometrálással elemeztük. Mindhárom 

sejtvonalnál valamennyi fehérje szintjét az α-tubulin mennyiségével normalizáltuk. 

A grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai és szórásai 

szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 

(C) A Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expressziójának fluoreszcens mikroszkóppal készült 

reprezentatív képei a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtvonalakban. A Cx43-at 

és a Bcl-2-t Alexa Fluor 488-cal (zöld) jelöltük, míg a sejtmagokat DRAQ5-tel (kék) 

festettük meg (nagyítás: 63x). 
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A sejtvonalak fehérjeexpressziójának tanulmányozása alapján tehát a Detroit 562 és a 

FaDu sejtvonalak alacsony Cx43- és magas Bcl-2-expresszióval bírnak, míg az SCC25 

magas Cx43- és alacsony Bcl-2-expresszióval rendelkezik. Ezeket az eredményeket 

támasztják alá az immuncitokémiai módszerrel készült felvételek is, amelyeken 

megfigyelhető a Cx43 és a Bcl-2 sejten belüli lokalizációja is. A Cx43 a Detroit 562 és a 

FaDu sejtekben a citoplazmában, míg az SCC25 esetében a sejtmagban és a 

plazmamembránban is megjelenik. A Bcl-2 mindegyik vizsgált sejtvonal esetében a 

sejtmagban és a citoplazmában helyezkedik el (8C. ábra). 

5.1.4. A Cx43-szint csökkentésének és növelésének hatása a fehérjeexpresszióra 

fej-nyaki tumorsejtvonalakban 

Annak megállapítására, hogy a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expressziója között van-e 

kapcsolat, vagy a megfigyelt fordított kifejeződés egymástól független jelenség, a Cx43 

génjét (GJA1, gap junction protein alpha-1) siRNS-sel csendesítettük, valamint a fehérjét 

plazmidtranszfekcióval túltermeltettük Detriot 562, FaDu és SCC25 sejtekben. 

A GJA1 siRNS hatására mindhárom sejtvonalban szignifikánsan csökkent a Cx43 fehérje 

mennyisége (Detroit 562: p=0,01, FaDu: p=3·10-7, SCC25: p=10-11), vagyis a 

géncsendesítés minden esetben sikeres volt. A Cx43 mennyiségének csökkenése nem 

okozott változást a Bcl-2-expresszióban a Detroit 562 és a FaDu sejtekben, azonban az 

SCC25 sejtekben jelentősen megemelkedett, közel duplájára nőtt a Bcl-2 mennyisége 

(p=6·10-4) (9A. és 9C. ábra). A transzfekció hatására a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben 

nem történt szignifikáns változás. A Detroit 562 sejtek a kontroll plazmidot is csak kis 

mértékben vették fel, míg az SCC25 sejtekben az eleve magas Cx43-szint nem emelkedett 

meg jelentős mértékben a Cx43 plazmid hatására. Ezzel szemben a FaDu mind a kontroll, 

mind a Cx43 plazmidot felvette, előbbiről nagy mennyiségű GFP-t (Green Fluorescent 

Protein), utóbbiról pedig a kontrollhoz képest tizenötször több Cx43-at expresszált 

(p=0,047). Ez alapján a transzfekció egyedül a FaDu esetén volt eredményes. A FaDu 

sejtekben a megemelkedett Cx43-expresszió felére csökkentette a Bcl-2 mennyiségét, 

amely változás szignifikánsnak mutatkozott (p=8·10-6) (9B. és 9C. ábra). 
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9. ábra: A Cx43- és a Bcl-2-expresszió változása GJA1 siRNS géncsendesítés és 

Cx43 plazmidtranszfekció hatására fej-nyaki tumorsejtvonalakban. 

(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a GJA1 siRNS hatására 

bekövetkező Cx43-expressziócsökkenés következményét a Bcl-2 fehérjére Western 

blot módszerrel határoztuk meg, kontroll fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. NT: 

nem targetáló siRNS (B) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a Cx43 

plazmid hatására bekövetkező Cx43-expressziónövekedés következményét a Bcl-2 

fehérjére Western blot módszerrel határoztuk meg, kontroll fehérjeként α-tubulint 

alkalmaztunk. A transzfekció sikerességének megállapítására GFP-t használtunk. 

(C) A Cx43 és a Bcl-2 mennyiségét denzitometrálással elemeztük. Mindhárom 

sejtvonalnál valamennyi fehérje szintjét az α-tubulin mennyiségével normalizáltuk, 

és a saját kontrolljához viszonyítottuk. A grafikonokon három független kísérlet 

eredményeinek átlagai és szórásai szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-

féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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5.1.5. A Cx43-expresszió csökkentésének hatása a paclitaxelérzékenységre fej-nyaki 

tumorsejtvonalakban 

A Cx43-expresszió csökkentésének következményét az életképességre 

tripánkékkizárásos módszerrel vizsgáltuk, míg az apoptózisra gyakorolt hatásának 

megállapítására áramlási citometriás (FACS) kísérleteket végeztünk. A nem targetáló és 

a GJA1 siRNS-sel géncsendesített Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket három független 

kísérletben, több koncentrációban (100 nM-ról induló ötpontos harmadoló hígítás) 

kezeltük paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést követően tripánkékkizárásos 

módszerrel meghatároztuk az élősejtszámot. Majd ugyanezen mintákat Annexin V-

FLUOS és propídium-jodid kettős festéssel FACS segítségével vizsgáltuk tovább. Az 

Annexin- (Ann) és a propídium-jodid- (PI) pozitivitás alapján négy populációt 

különítettünk el: élő, apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek. 

 

10. ábra: Paclitaxel hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére GJA1 

géncsendesítést követően. A nem targetáló siRNS-t termelő és a GJA1 siRNS-sel 

géncsendesített Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket három független kísérletben, 

több koncentrációban (100 nM-ról induló ötpontos harmadoló hígítás) kezeltük 

paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést követően tripánkékkizárásos módszerrel 

meghatároztuk az élősejtszámot. (A) IC50 görbék paclitaxelkezelés esetén Detroit 

562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. A görbék három független kísérlet 

eredményének átlagait és szórásait ábrázolják. (B) IC50 értékek paclitaxelkezelés 

esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az IC50 értékeket három 

független mérés átlagaként határoztuk meg. A statisztikai vizsgálatot Student-féle  

t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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A tripánkékkizárásos sejtszámolás alapján a GJA1 siRNS alkalmazása nem változtatta 

meg szignifikánsan a paclitaxel életképességre gyakorolt hatását egyik sejtvonal esetében 

sem. A Detroit 562 esetén nem tapasztaltunk különbséget a nem targetáló és a GJA1 

siRNS-sel kezelt sejtek között, a FaDu és az SCC25 esetén azonban az IC50 koncentráció 

enyhe növekedése figyelhető meg. Vagyis a GJA1 géncsendesítés hatására kissé romlik 

a paclitaxel hatása (10. ábra). 

 

11. ábra: A GJA1 géncsendesítés hatása a paclitaxel által indukált apoptózisra 

Detroit 562 sejtvonalban. (A) A nem targetáló és a GJA1 siRNS-sel géncsendesített 

Detroit 562 sejteket három független kísérletben, több koncentrációban (100 nM-ról 

induló ötpontos harmadoló hígítással) kezeltük paclitaxellel 48 órán keresztül. A 

kezelést követően az Annexin V-FLUOS/ propídium-jodiddal (Ann/PI) festett 

sejteket FACS segítségével elemeztük. Az élő sejtek az Ann-/PI-, az apoptotikus 

sejtek az Ann+/PI-, a nekrotikus sejtek az Ann-/PI+, míg a halott sejtek az Ann+/PI+ 

frakciókat jelentik. A grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai 

és szórásai szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, 

*p<0,05. (B) A Detroit 562 sejtekben a GJA1 siRNS hatására bekövetkező 

fehérjeexpressziós változásokat Western blot módszerrel határoztuk meg, kontroll 

fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. NT: nem targetáló siRNS. 
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A Detroit 562 sejtvonal esetében nem targetáló siRNS-sel végzett kezelést követően az 

apoptózis arányának csak kismértékű emelkedése figyelhető meg növekvő 

paclitaxelkoncentráció hatására. Ez a növekedés a legmagasabb koncentrációnál sem 

szignifikáns (p>0,05). Ezek az eredmények megegyeznek a csak paclitaxelkezelésen 

átesett sejtek adataival. A GJA1 siRNS-kezelés hatására nem tapasztaltunk eltérést  

(11. ábra). 

 

12. ábra: A GJA1 géncsendesítés hatása a paclitaxel által indukált apoptózisra 

FaDu sejtvonalban. (A) A nem targetáló és a GJA1 siRNS-sel géncsendesített FaDu 

sejteket három független kísérletben, több koncentrációban (100 nM-ról induló 

ötpontos harmadoló hígítással) kezeltük paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést 

követően az Annexin V-FLUOS/ propídium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS 

segítségével elemeztük. Az élő sejtek az Ann-/PI-, az apoptotikus sejtek az  

Ann+/PI-, a nekrotikus sejtek az Ann-/PI+, míg a halott sejtek az Ann+/PI+ frakciókat 

jelentik. A grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai és szórásai 

szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 

(B) A FaDu sejtekben a GJA1 siRNS hatására bekövetkező fehérjeexpressziós 

változásokat Western blot módszerrel határoztuk meg, kontroll fehérjeként  

α-tubulint alkalmaztunk. NT: nem targetáló siRNS. 
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Az apoptózis arányának csekély mértékű növekedését figyeltük meg a FaDu sejtvonal 

esetén is. Az apoptotikus sejtek aránya a paclitaxelkoncentráció emelésével növekedett, 

hasonlóan a csak paclitaxelkezelésen átesett sejteknél mért értékekhez. A GJA1 siRNS-

kezelés hatására a nem targetáló siRNS-hez képest csökken az apoptotizáló sejtek aránya 

magasabb paclitaxelkoncentráció esetén, azonban ez a változás egyik esetben sem 

szignifikáns (12. ábra). 

 

13. ábra: A GJA1 géncsendesítés hatása a paclitaxel által indukált apoptózisra 

SCC25 sejtvonalban. (A) A nem targetáló és a GJA1 siRNS-sel géncsendesített 

SCC25 sejteket három független kísérletben, több koncentrációban (100 nM-ról 

induló ötpontos harmadoló hígítással) kezeltük paclitaxellel 48 órán keresztül. A 

kezelést követően az Annexin V-FLUOS/ propídium-jodiddal (Ann/PI) festett 

sejteket FACS segítségével elemeztük. Az élő sejtek az Ann-/PI-, az apoptotikus 

sejtek az Ann+/PI-, a nekrotikus sejtek az Ann-/PI+, míg a halott sejtek az Ann+/PI+ 

frakciókat jelentik. A grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai 

és szórásai szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, 

*p<0,05. (B) Az SCC25 sejtekben a GJA1 siRNS hatására bekövetkező 

fehérjeexpressziós változásokat Western blot módszerrel határoztuk meg, kontroll 

fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. NT: nem targetáló siRNS. 
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Az SCC25 sejtvonal esetében nem targetáló siRNS-kezelést követően az apoptózis 

arányának jelentős növekedése látható, ami szintén megegyezik a korábbi mérések 

tapasztalataival. A GJA1 siRNS-sel kezelt mintákban az apoptotikus sejtek aránya 

számottevően csökkent a nem targetáló siRNS-sel kezelt mintákhoz képest valamennyi 

paclitaxelkoncentráció esetén. Ez a csökkenés szignifikáns volt a legmagasabb 

koncentrációban kezelt mintáknál (p=0,02). Vagyis a GJA1 géncsendesítés csökkentette 

a paclitaxel apoptózisra gyakorolt hatását az SCC25 sejtvonalban. Ezzel együtt a Cx43 

expressziója a GJA1 siRNS hatására minden esetben csökkent, ami a Bcl-2-expresszió 

növekedését eredményezte (13. ábra). 

5.1.6. A Cx43-expresszió növelésének hatása a paclitaxelérzékenységre FaDu 

sejtvonalban 

A Cx43-expresszió növelésének következményét az életképességre tripánkékkizárásos 

módszerrel vizsgáltuk, míg az apoptózisra gyakorolt hatásának megállapítására áramlási 

citometriás (FACS) kísérleteket végeztünk. Mivel a transzfekció a Detroit 562 és az 

SCC25 sejteken sikertelen volt, a kísérleteket csak a FaDu sejtekkel hajtottuk végre. 

A kontroll és a Cx43 plazmiddal transzfektált FaDu sejteket három független kísérletben, 

több koncentrációban (100 nM-ról induló ötpontos harmadoló hígítás) kezeltük 

paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést követően tripánkékkizárásos módszerrel 

meghatároztuk az élősejtszámot. Majd ugyanezen mintákat Annexin V-FLUOS és 

propídium-jodid kettős festéssel FACS segítségével vizsgáltuk tovább. Az Annexin- 

(Ann) és a propídium-jodid- (PI) pozitivitás alapján négy populációt különítettünk el: élő, 

apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek. 

A tripánkékkizárásos sejtszámolás alapján a Cx43 plazmiddal végzett transzfekció 

érzékenyebbé tette a FaDu sejteket paclitaxellel szemben. Vagyis a kontroll plazmidhoz 

képest a Cx43 plazmid esetén kisebb volt az élő sejtszám valamennyi 

paclitaxelkoncentráció mellett. Ugyanez figyelhető meg az IC50 értékek esetén is, a Cx43 

plazmid alkalmazásakor csökkent az IC50 érték. Az áramlási citometriás mérések alapján 

a Cx43 plazmiddal végzett transzfekció nem változtatta meg szignifikánsan a paclitaxel 

apoptózisra gyakorolt hatását a FaDu sejtvonalban (14. ábra). 
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14. ábra: Paclitaxel hatása FaDu sejtvonal életképességére Cx43 transzfekciót 

követően, valamint a Cx43 transzfekció hatása a paclitaxel által indukált 

apoptózisra FaDu sejtvonalban. A kontroll és a Cx43 plazmiddal transzfektált FaDu 

sejteket három független kísérletben, több koncentrációban (100 nM-ról induló 

ötpontos harmadoló hígítás) kezeltük paclitaxellel 48 órán keresztül. A kezelést 

követően tripánkékkizárásos módszerrel meghatároztuk az élősejtszámot.  

(A) IC50 görbék paclitaxelkezelés esetén FaDu sejtvonalon. A görbék három 

független kísérlet eredményeinek átlagait és szórásait ábrázolják. (B) IC50 értékek 

paclitaxelkezelés esetén FaDu sejtvonalon. Az IC50 értékeket három független mérés 

átlagaként határoztuk meg. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával 

végeztük, *p<0,05. (C) A FaDu sejtekben a Cx43 plazmid hatására bekövetkező 

fehérjeexpressziós változásokat Western blot módszerrel határoztuk meg, kontroll 

fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. A transzfekció sikerességének megállapítására 

GFP-t használtunk. ctrl: kontroll plazmid. (D) A kezelést követően az Annexin V-

FLUOS/ propídium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS segítségével elemeztük. 

Az élő sejtek az Ann-/PI-, az apoptotikus sejtek az Ann+/PI-, a nekrotikus sejtek az 

Ann-/PI+, míg a halott sejtek az Ann+/PI+ frakciókat jelentik. A grafikonokon három 

független kísérlet eredményeinek átlagai és szórásai szerepelnek. A statisztikai 

vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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5.1.7. Cx43- és Bcl-2-expresszió fej-nyaki tumoros betegekből származó szövettani 

mintákon 

A Cx43 és a Bcl-2 fehérjék immunhisztokémiai vizsgálata 97 páciens szövettani mintája 

közül 58 esetében volt értékelhető. 44 (75,9%) esetben láttuk a Cx43 fehérje magas 

expresszióját (Cx43M). A Cx43 státusz összefüggést mutatott a betegségspecifikus 

túléléssel (DSS, p=0,024), az alacsony Cx43-expresszió (Cx43A) rosszabb túléléssel 

társult. Nem mutattunk ki összefüggést a Cx43-expresszió és a tumor lokalizációja 

(p=0,779), a tumor mérete (p=0,824), a stádium (p=0,638), a nyirokcsomóáttét (p=0,351) 

és a neoadjuváns kemoterápiára adott válasz (p>0,05) között. 

A szövettani minták közül 9 (15,5%) esetben tapasztaltunk magas Bcl-2-expressziót  

(Bcl-2M). Nem mutattunk ki összefüggést a Bcl-2-expresszió és a betegségspecifikus 

túlélés (DSS, p=0,21), a tumor lokalizációja (p=0,531), a tumor mérete (p=0,136), a 

stádium (p=0,748), a nyirokcsomóáttét (p=0,111) és a neoadjuváns kemoterápiára adott 

válasz (p=0,544) között. Megfigyeltük, hogy az alacsony Bcl-2-expresszió (Bcl-2A) 

rosszabb túléléssel társul szájüregi lokalizáció esetén, azonban ez az összefüggés nem 

bizonyult szignifikánsnak (p=0,056). További érdekes észrevétel, hogy nyirokcsomóáttét 

gyakrabban fordult elő magas Bcl-2-expresszió esetén (9 Bcl-2M esetből 7 betegnél volt 

nyirokcsomóáttét). 

A Cx43- és Bcl-2-expresszió együttes jelenlétét is megvizsgáltuk. Cx43A + Bcl-2A 8 

(13,8%), Cx43M + Bcl-2A 41 (70,7%), Cx43A + Bcl-2M 6 (10,3%), míg Cx43M + Bcl-2M 

3 (5,2%) fordult elő. Egy-egy tipikus Cx43M + Bcl-2A és Cx43A + Bcl-2M szövettani minta 

immunhisztokémiai felvételei a 15. ábrán láthatók. A Cx43 és a Bcl-2 expressziója között 

szignifikáns összefüggést mutattunk ki: az alacsony Cx43-expresszió magas Bcl-2-

expresszióval járt együtt (p=0,013). Ez a megállapítás arra utal, hogy a Cx43-negatív 

tumorok gyakrabban overexpresszálják a Bcl-2 fehérjét, mint a Cx43-pozitív daganatok 

(16. ábra). Nem mutattunk ki összefüggést a Cx43 és a Bcl-2 együttes expressziója és a 

betegségspecifikus túlélés (DSS, p>0,05), a tumor lokalizációja (p=0,904), a tumor 

mérete (p=0,687), a stádium (p=0,924), a nyirokcsomóáttét (p=0,43) és a neoadjuváns 

kemoterápiára adott válasz (p>0,05) között. 
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15. ábra: Reprezentatív mikroszkópos felvétel a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék 

immunhisztokémiai festéséről. (A) Magas Cx43 (Cx43M) és alacsony Bcl-2  

(Bcl-2A) fehérjeexpressziót mutató szövettani minta. (B) Alacsony Cx43 (Cx43A) és 

magas Bcl-2 (Bcl-2M) fehérjeexpressziót mutató szövettani minta (nagyítás: 40x). 

 

16. ábra: A betegek megoszlása a Cx43 és a Bcl-2 immunhisztokémia szerint. 

A csoportok összehasonlítását Fisher-féle χ2 próbával végeztük (p=0,013). 
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5.2. Potenciális terápiás célpontok azonosítása fej-nyaki tumorokban 

5.2.1. EGFR-gátlók hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére 

A sejtek erlotinib- és afatinibérzékenységét MTT módszer segítségével vizsgáltuk. Több 

párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során különböző koncentrációkban (5 µM-ról 

induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a sejteket erlotinibbel és afatinibbel 72 órán 

keresztül. 

Eredményeink alapján mindkét EGFR-gátló dózisfüggő módon csökkentette a sejtek 

életképességét, azonban az afatinib erősebb gátló hatást fejtett ki, mint az erlotinib. Az 

afatinib már a legkisebb alkalmazott koncentrációban (0,25 nM) csökkentette a 

viabilitást, míg az erlotinib esetében ez 62 nM-nál történt meg mindhárom sejtvonalnál. 

Sem az erlotinib, sem az afatinib nem okozott teljes sejtpusztulást a legmagasabb 

koncentrációban sem a Detroit 562 és az SCC25 sejtvonalak esetében, azonban az afatinib 

5 µM-os koncentrációban szinte teljesen elpusztította a FaDu sejteket. Szignifikáns 

különbséget figyeltünk meg a két EGFR-gátló hatása között valamennyi sejtvonalnál. A 

FaDu és az SCC25 sejtek mindkét EGFR-gátlóra érzékenyebbek voltak, mint a Detroit 

562 sejtek, ami arra utal, hogy a Detroit 562 sejtek kevésbé függenek az EGFR-

jelátviteltől (17. ábra). 

5.2.2. MEK-gátlók hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére 

A sejtek selumetinib- és trametinibérzékenységét MTT módszer segítségével vizsgáltuk. 

Több párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során különböző koncentrációkban  

(5 µM-ról induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a sejteket selumetinibbel és 

trametinibbel 72 órán keresztül. 

A selumetinib- vagy trametinibkezelés csak kis mértékben csökkentette a Detroit 562 és 

a FaDu sejtek életképességét. Ezzel szemben az SCC25 sejtek mindkét MEK-gátlóra 

meglehetősen érzékenyek voltak. A trametinib szignifikánsan hatékonyabbnak bizonyult 

SCC25 sejteken, mint a selumetinib, utóbbi csak magasabb koncentrációknál fejtett ki 

jelentős életképességgátló hatást. Bár az SCC25 sejtek érzékenynek bizonyultak MEK-

gátlással szemben, egyik kezelőszer sem pusztította el az összes tumorsejtet a 

legmagasabb koncentrációban sem (18. ábra). 
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17. ábra: EGFR-gátlók hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére. 

Öt párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során több koncentrációban (5 µM-ról 

induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 

sejteket afatinibbel és erlotinibbel 72 órán keresztül. IC50 görbék afatinib- és 

erlotinibkezelések esetén (A) Detroit 562, (B) FaDu és (C) SCC25 sejtvonalakon. 

Az afatinibkezelés IC50 görbéit mindhárom fej-nyaki tumorsejtvonal esetén a jobb 

összehasonlíthatóság érdekében egy diagramon (D) is ábrázoltuk. A görbék öt 

független kísérlet eredményeinek átlagait és szórásait ábrázolják. (E) IC50 értékek 

afatinib- és erlotinibkezelések esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az 

IC50 értékeket öt független mérés átlagaként határoztuk meg. A statisztikai 

vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 



60 
 

 

18. ábra: MEK-gátlók hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére. 

Öt párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során több koncentrációban (5 µM-ról 

induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 

sejteket selumetinibbel és trametinibbel 72 órán keresztül. IC50 görbék selumetinib- 

és trametinibkezelések esetén (A) Detroit 562, (B) FaDu és (C) SCC25 

sejtvonalakon. A trametinibkezelés IC50 görbéit mindhárom fej-nyaki 

tumorsejtvonal esetén a jobb összehasonlíthatóság érdekében egy diagramon (D) is 

ábrázoltuk. A görbék öt független kísérlet eredményeinek átlagait és szórásait 

ábrázolják. (E) IC50 értékek selumetinib- és trametinibkezelések esetén Detroit 562, 

FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az IC50 értékeket öt független mérés átlagaként 

határoztuk meg. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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19. ábra: EGFR-gátló (afatinib) és MEK-gátló (trametinib) kombinációjának 

hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére. Öt párhuzamos kísérletet 

végeztünk, amelyek során több koncentrációban (5 µM-ról induló tízpontos 

harmadoló hígítás) kezeltük a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket afatinib + 

trametinib 1:1 arányú kombinációjával 72 órán keresztül. IC50 görbék afatinib, 

trametinib és afatinib + trametinib kombinációs kezelések esetén (A) Detroit 562, 

(B) FaDu és (C) SCC25 sejtvonalakon. (D) IC50 értékek és kombinációs indexek 

(CI) afatinib, trametinib és afatinib + trametinib kezelések esetén Detroit 562, FaDu 

és SCC25 sejtvonalakon. Az IC50 értékeket öt független mérés átlagaként határoztuk 

meg. A Compusyn programmal generált kombinációs indexek CI<0,75 esetén 

szinergizmust, 0,75<CI<1,25 additív hatást, míg CI>1,25 antagonizmust jelölnek. 
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5.2.3. EGFR- és MEK-gátlók kombinációjának hatása fej-nyaki tumorsejtvonalak 

életképességére 

A kombinációs kísérleteinkhez a hatásosabb EGFR- és MEK-gátlót, az afatinibet és a 

trametinibet választottuk ki. A sejtek afatininb + trametinibérzékenységét MTT módszer 

segítségével vizsgáltuk. Több párhuzamos kísérletet végeztünk, amelyek során 

különböző koncentrációkban (5 µM-ról induló tízpontos harmadoló hígítás) kezeltük a 

sejteket afatinib + trametinib 1:1 arányú kombinációjával 72 órán keresztül. 

Erős szinergista hatást figyeltünk meg a kombinációs kezelés használatakor mindhárom 

sejtvonal esetén. A Detroit 562 sejtekre az afatinib + trametinib kombináció erősebb gátló 

hatást gyakorolt, mint a trametinib önmagában. Az afatinibbel összehasonlítva ugyanez a 

különbség csak szűk koncentrációtartományban érvényesült. A Detroit 562 sejtek 

rezisztensek voltak afatinibbel szemben, az IC50 értéket a trametinibbel való kombinálás 

sem csökkentette elegendő mértékben. Ezzel szemben a FaDu sejtekre az inhibitorok 

együttes alkalmazása mind az afatinibhez, mind a trametinibhez viszonyítva erősebb 

életképességgátló hatást fejtett ki. Az afatinib és a trametinib közötti szinergizmus a FaDu 

sejtek esetében alacsony koncentrációtartományban is megfigyelhető, ami arra utal, hogy 

a kombinációs terápiával jelentős dózisredukció érhető el. Az SCC25 sejtekre az afatinib 

+ trametinib kombinációs kezelés magasabb koncentrációknál (0,19 µM fölött) fejtett ki 

az afatinibnél és a trametinibnél erősebb gátló hatást. Ez alapján az SCC25 sejtek nagyon 

érzékenyek monoterápiára, így kombinációs kezelés alkalmazása szükségtelen, és az csak 

a toxicitást növelné (19. ábra). 

5.2.4. Fehérjeexpresszió és -foszforiláció fej-nyaki tumorsejtvonalakban 

A kiválasztott fej-nyaki tumorsejtvonalakban vizsgáltuk az EGFR, valamint két, az EGFR 

által aktivált fontos kináz, az Akt és az ERK1/2 expresziós és foszforilációs szintjét. A 

lehetséges foszforilálható oldalláncok közül az EGFR esetében az Y1068-as 

autofoszforilációs helyet választottuk, mivel a leggyakrabban ez felel a MEK/ERK 

útvonal aktiválásáért. Az ERK1/2 esetében a T202/Y204, az Akt fehérjénél pedig az S473 

foszforilációs helyet választottuk, mert többnyire ezek vesznek részt az említett jelátviteli 

utak aktiválásában. 

Nem találtunk szignifikáns eltérést a három sejtvonal EGFR-, Akt- és ERK1/2-

expressziójában (p>0,05). Jelentős eltéréseket tapasztaltunk azonban a foszforilációs 

szintek vizsgálatakor. A pY1068-EGFR szintje szignifikánsan kisebb volt a FaDu 
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sejtekben, mint a másik két sejtvonalban (Detroit 562: p=0,002 és SCC25: p=0,011). A 

pS473-Akt mennyisége a Detroit 562 sejtekben szignifikánsan nagyobbnak bizonyult, 

mint a FaDu sejtekben (p=0,013). A pT202/Y204-ERK1/2 szintje pedig az SCC25 

sejtekben szignifikánsan magasabb volt, mint a Detroit 562 sejtekben (p=0,028). Ezek 

alapján valószínűsíthető, hogy a Detroit 562 sejtekben a PI3K/Akt útvonal aktívabb, míg 

az SCC25 sejtekben a MEK/ERK út az erősebb. Az eredmények azt is valószínűsítik, 

hogy a FaDu sejtekben ez a két jelátviteli út hasonló intenzitással működik (20. ábra). 

 

20. ábra: Fehérjeexpresszió és -foszforiláció fej-nyaki tumorsejtvonalakban. 

(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a pY1068-EGFR, EGFR, pS473-

Akt, Akt, pT202/Y204-ERK1/2 és ERK1/2 fehérjéket Western blot módszerrel 

vizsgáltuk, és kontroll fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. (B) A vizsgált fehérjék 

mennyiségét denzitometrálással hasonlítottuk össze. Mindhárom sejtvonalnál 

valamennyi fehérje szintjét az α-tubulin mennyiségére normalizáltuk. A 

grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai és szórásai 

szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, *p<0,05. 
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5.2.5. MEK-gátlás hatása a fehérjefoszforilációra fej-nyaki tumorsejtvonalakban 

A sejtvonalak expressziós és foszforilációs profiljának meghatározása után 

megvizsgáltuk a trametinib hatását a fehérjék mennyiségére, valamint az EGFR, az Akt 

és az ERK1/2 releváns foszforilációs szintjére. 

Trametinib hatására mindhárom sejtvonal esetén az ERK1/2-foszforiláció szignifikáns 

csökkenését figyeltük meg (Detroit 562: p=9·10-9, FaDu: p=5·10-8, SCC25: p=9·10-9). 

Érdekes módon a FaDu sejtekben az ERK1/2 aktivitásának csökkenésével a pY1068-

EGFR (p=0,03) és a pS473-Akt (p=0,003) szintje jelentősen emelkedett, ami egy 

korábban vastagbél- és hasnyálmirigytumor sejtekben leírt visszacsatolási mechanizmus 

jelenlétére utal. Ezt a jelenséget a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben nem észleltük  

(21. ábra). 

 

21. ábra: Trametinibkezelés hatására bekövetkező változások a fehérjék 

expressziójában és foszforilációjában fej-nyaki tumorsejtvonalakban. 

(A) A kezelt sejtekben a pY1068-EGFR, EGFR, pS473-Akt, Akt, pT202/Y204-

ERK1/2 és ERK1/2 fehérjéket Western blot módszerrel vizsgáltuk, és kontroll 

fehérjeként α-tubulint alkalmaztunk. (B) A vizsgált fehérjék Detroit 562, FaDu és 

SCC25 sejtekben trametinibkezelés hatására bekövetkező mennyiségi változását 

denzitometrálással elemeztük. Mindhárom sejtvonalnál valamennyi fehérje szintjét 

az α-tubulin mennyiségére normalizáltuk, és a saját DMSO kontrolljához 

viszonyítottuk. A grafikonokon három független kísérlet eredményeinek átlagai és 

szórásai szerepelnek. A statisztikai vizsgálatot Student-féle t-próbával végeztük, 

*p<0,05. 
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5.2.6. Az EGFR expressziója és a pY1068-EGFR mennyisége fej-nyaki tumoros 

betegekből származó szövettani mintákon 

97 páciens szövettani mintája közül az EGFR immunhisztokémiai vizsgálata 84, a 

pY1068-EGFR-é pedig 63 esetében volt értékelhető. Tipikus alacsony és magas EGFR-

expressziójú, valamint kis és nagy pY1068-EGFR-mennyiségű szövettani minták 

immunhisztokémiai felvételei láthatók a 22. ábrán. 

 

22. ábra: Reprezentatív mikroszkópos felvétel az EGFR és a pY1068-EGFR 

immunhisztokémiai festéséről. (A) Negatív, (B) alacsony, (C) közepes és (D) magas 

EGFR-expressziót mutató szövettani minták. (E) Negatív, (F) alacsony, (G) közepes 

és (H) magas pY1068-EGFR-szintet mutató szövettani minták (nagyítás: 40x). 
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A minták közül 78 (92,3%) esetben tapasztaltunk magas EGFR-expressziót. Az EGFR 

státusz összefüggést mutatott a hisztológiai differenciáltsági fokkal (p=0,031): magas 

EGFR-expresszió magasabb grade-del társult. Nem mutattunk ki összefüggést az EGFR-

expresszió és a betegségspecifikus túlélés (DSS, p=0,551), a tumor lokalizációja 

(p=0,369), a tumor mérete (p=0,690), a nyirokcsomóáttét (p=0,525), a távoli áttét 

(p=0,522), a stádium (p=0,182), a dohányzás (p=0,866) és az alkoholfogyasztás 

(p=0,707) között. 

A szövettani minták közül 6 (9,5%) esetben találtunk magas pY1068-EGFR-

mennyiséget. A pY1068-EGFR státusz összefüggést mutatott a betegségspecifikus 

túléléssel (DSS, p=0,036): a magasabb pY1068-EGFR-szint rosszabb túléléssel társult 

(23. ábra). Nem mutattunk ki összefüggést a pY1068-EGFR mennyisége és a tumor 

lokalizációja (p=0,748), a tumor mérete (p=0,303), a távoli áttét (p=0,406), a stádium 

(p=0,273), a grade (p=0,745), a dohányzás (p=0,182) és az alkoholfogyasztás (p=0,951) 

között. A nyirokcsomóáttét esetén statisztikailag szignifikáns összefüggést találtunk 

(p=0,024), azonban ezen kapcsolat biológiai relevanciáját nem tudtuk igazolni. 

 

23. ábra: Betegségspecifikus túlélések (DSS) a pY1068-EGFR-pozitivitás szerint. 

A Kaplan-Meier diagram az alacsony (kék) és a magas (piros) pY1068-EGFR-

mennyiségű daganattal rendelkező betegek túlélését mutatja (p=0,036). 
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6. Megbeszélés 

A fej-nyaki laphámrák a hatodik leggyakrabban előforduló daganattípus világszerte, és a 

becslések szerint 2030-ra további 30%-kal növekedni fog az új esetek száma [110]. A 

betegség általában felnőtteknél fordul elő – a HPV-pozitív HNSCC-k diagnosztizálásakor 

az átlagéletkor 53 év, a HPV-negatív tumorok esetében 66 év, míg az Epstein-Barr-vírus-

pozitív daganatok esetében 50 év –, és prevalenciája férfiakban magasabb, mint nőkben 

[111, 112]. A biotechnológia, a gyógyszerfejlesztés, a robotsebészet, a sugárterápia és az 

immunterápia területén megvalósult legújabb fejlesztések különösen a HPV-negatív fej-

nyaki tumorok kezelésében vezettek jelentős előre lépésekhez. A taxánalapú 

kemoterápiás szereket, különösen a docetaxelt és a paclitaxelt ciszplatinnal és  

5-fluorouracillal kombinálva alkalmazzák neoadjuváns kemoterápiaként fej-nyaki 

tumoros betegek kezelésében. E betegségek kimenetele azonban az újítások ellenére 

szinte változatlan maradt, a legtöbb előrehaladott stádiumú HNSCC-ben szenvedő 

beteget továbbra is platinaalapú terápiával kezelik. Jelen értekezés keretében a Cx43 és a 

Bcl-2 fehérjék expresszióját mint a taxánnal szembeni gyógyszerérzékenység potenciális 

prediktív molekuláris markereit vizsgáltuk HNSCC sejtvonalakon és tumorsejteken. 

Emellett az új terápiás lehetőségek jelátviteli útvonalakra gyakorolt hatását is vizsgáltuk 

abban a reményben, hogy eredményeink hozzájárulhatnak a fej-nyaki tumorban szenvedő 

páciensek túlélési esélyeinek javításához. 

A Bcl-2 család fehérjéi az apoptózis kulcsfontosságú szabályozó elemei. A Bcl-2, mint 

kulcsfontosságú apoptózisellenes szabályozó fehérje, a teljes sejtszámot nem a 

sejtosztódási sebesség fokozásával, hanem a sejthalál gátlásával növeli [113]. A fej-nyaki 

tumorok gyakran túltermelik az antiapoptotikus Bcl-2 fehérjét, ami összefüggést mutat a 

daganat kemorezisztenciájával [114]. Korábbi tanulmányok arra is rávilágítottak, hogy 

kemoterápiával kombinálva a Bcl-2 potenciális terápiás célpontként szolgálhat fej-nyaki 

tumorokban [115]. 

A connexinek jól karakterizált sejtkapcsoló fehérjék, amelyek lehetséges 

tumorszupresszor szerepüket és intracelluláris jelátviteli utakkal való interferenciájukat 

már igazolták [116]. Kimutatták, hogy a connexinek a szöveti homeosztázis 

szabályozásán keresztül koordinálják a sejtes eseményeket, mint a sejtnövekedés, a 

migráció, az apoptózis vagy a jelátvitel. Ezek a szerepek több tanulmány szerint 

függetlenek a gap junction-ön keresztül megvalósuló sejtek közötti kommunikációtól, bár 
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a pontos mechanizmusok még nincsenek feltárva [75, 117]. A connexinek funkcióvesztő 

mutációját számos betegség, köztük különféle daganatok esetében leírták már [118]. 

Korábbi kutatásunkban megállapítottuk, hogy a Cx43 prognosztikai faktor fej-nyaki 

tumorokban: a fehérje alacsonyabb szintje szignifikánsan rosszabb túléléssel társul [73]. 

Ugyanerre a következtetésre jutottak Puzzo és munkatársai gégerák vizsgálatakor [119]. 

Más tanulmányokban azonban fordított összefüggést találtak a Cx43 expressziója és a 

teljes túlélés között, ami arra utal, hogy a Cx43 a tumor anatómiai elhelyezkedésétől 

(nyelőcső vagy szájüreg), illetve a fehérje sejten belüli lokalizációjától (citoplazmában és 

sejtmagban vagy a plazmamembránban) függően eltérő szereppel rendelkezik [120-122]. 

Dubina és kollégái vastagbéltumorokban kereteltolódásos mutációt mutattak ki a Cx43 

C-terminális régiójában, amely befolyásolja a Cx43 foszforilációját, lokalizációját és 

működését, valamint a festési eljárásokban alkalmazott antitestek kötődését is [123]. A 

Cx43-at, mint a kemoterápia potenciális molekuláris markerét fej-nyaki tumorokban még 

nem írták le, azonban megfigyelték, hogy a Cx43 túltermeltetése csökkenti számos 

(tüdő-, emlő- vagy prosztataeredetű) tumorsejtvonal növekedését [124-126]. 

A fej-nyaki tumorok in vitro modelljeinek létrehozásához három, különböző lokalizációjú 

(Detroit 562: pharynx, FaDu: hypopharynx és SCC25: nyelv) fej-nyaki tumorsejtvonalat 

alkalmaztunk. Western blot és fluoreszcens immuncitokémia használatával 

meghatároztuk a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék mennyiségét és lokalizációját mindhárom 

sejtvonalban, valamint immunhisztokémia alkalmazásával megvizsgáltuk ugyanezt 

formalin-fixált, paraffinba ágyazott (FFPE) tumormintákban is. Megállapítottuk, hogy 

mind a vizsgált sejtvonalak, mind a szövetminták Cx43- és Bcl-2-expressziója eltérő. 

Nem találtunk összefüggést a betegek klinikopatológiai adatai (stádium, grade, 

lokalizáció vagy betegségspecifikus túlélés) és a Cx43 vagy a Bcl-2 szintje között. 

Érdekes módon a magas Cx43-expresszióval rendelkező betegek túlélése rosszabbnak 

adódott, mint azon pácienseké, akiknek a Cx43-szintje alacsony volt. Ez a 

megfigyelésünk összhangban van Brockmeyer és munkatársainak korábbi 

megállapításaival, akik ezt a jelenséget a Cx43 sejten belüli lokalizációjával hozták 

összefüggésbe [120]. 

A Cx43 és a Bcl-2 expressziójának kapcsolatát megvizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a 

magas Cx43-szinthez általában a Bcl-2 alacsony expressziója társul. A jelenség legjobb 

példája az SCC25 sejtvonal, amely a legmagasabb Cx43- és a legalacsonyabb Bcl-2-
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szintet mutatta, és amely egyben paclitaxelkezeléssel szemben a legérzékenyebbnek 

bizonyult, mivel itt a legalacsonyabb az IC50 érték és a legmagasabb az apoptotikus sejtek 

aránya. Ugyanakkor a másik két sejtvonalban az alacsony Cx43-expresszió mellett 

emelkedett Bcl-2-szintet és alacsonyabb paclitaxelérzékenységet figyeltünk meg. A 

Detroit 562 sejtvonal, a magasabb Cx43-szint ellenére, kevésbé érzékeny 

paclitaxelkezelésre, amely a nagyon magas Bcl-2-expresszióval lehet összefüggésben. Ez 

a jelenség rávilágít arra, hogy a Cx43 mellett a Bcl-2 önmagában is figyelemreméltó 

faktor lehet. Eredményeink összhangban vannak a glioblasztóma sejtvonalakra 

vonatkozó korábbi megfigyelésekkel, ahol a Cx43 magas szintjét alacsony Bcl-2-

expreszió és a taxánalapú terápiákkal szembeni érzékenység kísérte [84]. Hasonló 

hatásokat figyeltek meg a transzfektált petefészek- és prosztatarák sejtvonalakban in vitro 

és egérmodellekben is [127, 128]. Huang és kollégái feltételezték, hogy ez a 

mechanizmus független lehet a Cx43 gap junction-ön keresztül megvalósuló 

intercelluláris kommunikációban betöltött szerepétől, ugyanis sejtmodelljükben a Cx43 

főként a citoplazmában és a sejtmagban helyezkedett el. Kísérleteikben több, az 

apoptózishoz kapcsolódó fehérjét (Bcl-2, Bax, Bak, Mcl-1) is megvizsgáltak, de csak a 

Bcl-2 szintjében találtak szignifikáns változást [129]. Az SCC25 sejtvonalban a Cx43 a 

plazmamembrán mellett a sejtmagban is megjelenik, ahogy ezt Huang és munkatársai 

transzfektált modelljükben tapasztalták. Úgy vélték, hogy a Cx43 közvetlenül kötődik 

cisz elemekhez a promóter régióban, ezáltal szabályozva a génexpressziót [84]. A Cx43 

fehérjének nincs sejtmagi lokalizációs szignálja, más, ilyen szekvenciával rendelkező 

fehérjékhez kapcsolódva jut be a sejtmagba és működik transzkripciós szabályozóként 

[130, 131]. Egy másik lehetséges mechanizmus szerint a Cx43 a jelátviteli kaszkádokon 

keresztül hathat a Bcl-2 expressziójára, mivel rendelkezik SH2 és SH3 kötőhellyel, és 

tudja gátolni az Src-t. Wang és kollégái megfigyelték, hogy a Cx43 mennyiségének 

növelése csak akkor érzékenyítette a vastagbéltumor-sejteket paclitaxellel szemben, ha 

azokat nagy sűrűségben tenyésztették és érintkeztek egymással. Ez arra utal, hogy a 

kemoszenzitizációban a gap junction funkciónak is szerepe lehet [83]. Kísérleteink során 

minden esetben olyan sejtszámot alkalmaztunk, amelynél a sejtek nagy sűrűségben voltak 

jelen és érintkeztek egymással, azonban nem tanulmányoztuk külön a gap junction 

funkció szerepét. Mindemellett a Cx43 kötődik a tubulinhoz és részt vesz a 

mikrotubulusok stabilizálásában is, ami szintén befolyásolhatja a paclitaxellel szembeni 



70 
 

érzékenységet [132]. E kutatásunkban nem törekedtünk a Cx43 és a mikrotubulusok 

közötti közvetlen kölcsönhatás tanulmányozására. 

Vizsgálatunkban a tumorsejtvonalakhoz hasonlóan FFPE HNSCC szövetmintákban is 

fordított összefüggést találtunk a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expressziója között. A magas 

Cx43-expresszió gyakran fordult elő alacsony Bcl-2-szinttel, amely jelenség 

szignifikánsnak bizonyult. Korrelációt figyeltünk meg a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék 

mennyisége és a neoadjuváns TPF-fel folytatott kemoterápiára adott válasz között, amely 

valószínűleg az alacsony esetszám (18 beteg részesült ilyen terápiában) miatt nem 

bizonyult statisztikailag szignifikánsnak. A feltárt fordított összefüggés igazolására 

megvizsgáltuk a TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbázisból származó mRNS-

expressziós adatokat. A GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) 

alkalmazásával el tudtuk végezni a TCGA expressziós adatainak páronkénti 

génkorrelációs elemzését [133]. A GJA1 és a BCL2 gének expressziója fej-nyaki 

tumorokban szignifikáns fordított összefüggést mutatott (p=2,4·10-6, R=−0,21), amely 

megerősítheti az általunk kimutatott kapcsolatot. A rendelkezésünkre álló FFPE HNSCC 

szövetmintáinkból nem tudtunk megfelelő mennyiségű mRNS-t izolálni a vizsgálatok 

elvégzéséhez. 

A Cx43 mennyiségének a Bcl-2 expressziójára gyakorolt hatását RNS-interferencia és 

plazmidtranszfekció alkalmazásával tanulmányoztuk. Azt tapasztaltuk, hogy SCC25 

sejtekben a Cx43 mennyiségének jelentős csökkenése szignifikánsan megnövekedett  

Bcl-2-expressziót eredményezett, míg FaDu sejtekben a Cx43 mennyiségének jelentős 

emelkedése szignifikánsan csökkentette a Bcl-2-expressziót. RNS-interferencia 

alkalmazásakor Detroit 562 és FaDu sejtekben nem tapasztaltunk jelentős változást a  

Bcl-2 fehérje szintjében, ami alighanem az alacsony kezdeti Cx43-expressziónak tudható 

be, ami miatt az RNS-interferencia által okozott további csökkenés már nem okozott 

számottevő választ. Huang és munkatársai hasonló hatásokat fedeztek fel, amikor a Cx43-

at glioblasztóma sejtvonalakba transzfektálták [84]. A csökkent Cx43-expresszió az 

SCC25 sejtekben alacsonyabb paclitaxelérzékenységhez és az apaoptotikus sejtek 

arányának csökkenéséhez, míg a megnövekedett Cx43-szint a FaDu sejtekben magasabb 

paclitaxelérzékenységhez vezetett. A GJA1 géntranszfekció mindhárom sejtvonalban 

növelte a Cx43 fehérje expresszióját, de a hatás csak a FaDu sejtekben bizonyult 

szignifikánsnak. A transzfektált Detroit 562 sejtekben az emelkedett Cx43-szint már két 
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nap alatt csökkent vagy teljesen eltűnt. Az SCC25 sejtekben az eredendően magas Cx43-

szinthez képest a transzfekció nem okozott olyan kiemelkedő változást, amely hatására 

az egyébként is alacsony Bcl-2-expresszió tovább csökkenhetett volna. A FaDu sejtvonal 

további transzfekciós kísérletekhez való felhasználását a hatékonyság mellett a 

módszerrel szembeni magas tolerancia tette lehetővé. A GJA1-transzfekció azonban nem 

indukált jelentős apoptózist a FaDu sejtekben. Megfigyeltük, hogy a transzfekciós eljárás 

önmagában érzékenyíti a sejteket paclitaxelkezeléssel szemben. Ez a hatás a kontroll 

plazmid alkalmazásakor erősebben jelentkezett, és ezt a zavaró hatást a transzfekciós 

reagensek koncentrációjának változtatása sem csökkentette. 

Mindezeket figyelembe véve arra a következtetésre jutottunk, hogy a Cx43 és a Bcl-2 

expressziója fej-nyaki tumorsejtvonalakban és szövetmintákban egyaránt fordítottan 

korrelál. A magas Cx43- és az alacsony Bcl-2-szint paclitaxelkezelésre adott jobb választ 

jelez előre a vizsgált sejtvonalakban. A Cx43 szerepét a folyamatban RNS-

interferenciával és GJA1-transzfekcióval igazoltuk. Eredményeink alapján feltételezzük, 

hogy a Cx43 befolyásolja a Bcl-2 expresszióját. Az emelkedett Cx43- és az ezzel járó 

alacsony Bcl-2-szint fokozott paclitaxelérzékenységet eredményez. Mivel a taxánalapú 

szerek a fej-nyaki tumorok indukciós kemoterápiájának kulcsfontosságú összetevői, 

ezeknek a biomarkereknek a tesztelése fej-nyaki tumoros betegeknél jobb kezelési 

stratégia kidolgozását és a kimenetel pontosabb előrejelzését teheti lehetővé. A fenti 

molekuláris változások és a terápiás válasz közötti összefüggésre irányuló szisztematikus 

retrospektív klinikai vizsgálatok tovább erősíthetik megállapításainkat. 

Potenciális terápiás célpontok azonosítását célzó vizsgálatunkban elsősorban a 

kinázinhibitor alapú, személyre szabott terápiára koncentráltunk, amelyet már sikeresen 

alkalmaztak HPV-negatív fej-nyaki tumorok kezelésében. Immunhisztokémia 

segítségével FFPE tumormintákban megnéztük az EGFR és a pY1068-EGFR szintjét. Az 

esetek több mint 90%-ában magas EGFR-expressziót mutattunk ki a szövetmintákban. 

Érdekes módon a klinikopatológiai paraméterek közül csak a grade mutatott korrelációt 

az EGFR szintjével, gyakrabban figyeltünk meg magas EGFR-expressziót az 

előrehaladott daganatokból származó mintákban. Annak ellenére, hogy az EGFR 

túltermelődése mennyire gyakori fej-nyaki tumorokban, az EGFR extracelluláris 

doménjéhez kötődő monoklonális ellenanyagok (cetuximab) és az intracelluláris 

doménjéhez kötődő tirozin-kináz-inhibitorok (erlotinib, gefitinib) nem bizonyultak 
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hatékonyabbnak a kemo- és sugárterápiánál. E jelenségnek számos oka lehet, mint 

például más receptor-tirozin-kináz fehérjék túltermelődése, vagy a jelátviteli kaszkádokat 

érintő mutációk jelenléte, amelyek kiküszöbölik az EGFR-gátlók hatását [134]. 

A pY1068-EGFR szintjét az EGFR-aktivitás indikátoraként használtuk. A vizsgált fej-

nyaki tumorszövetminták mindössze 10%-a mutatott magas EGFR-aktivitást. 

Szignifikáns összefüggést figyeltünk meg a betegségspecifikus túléléssel: magasabb 

EGFR-aktivitás rosszabb prognózissal járt. Ezen eredmény alapján feltételezzük, hogy az 

EGFR-gátló terápiákra adott válasz pontosabban előre jelezhető lenne az aktivitás 

alapján, mint az EGFR-expresszió szerint, vagyis az EGFR aktivitása fontos 

prognosztikai marker lehet. Megfigyelésünk összhangban van Wheeler és 

munkatársainak vizsgálatával, amely szerint a magas pY1068-EGFR-szint összefüggést 

mutat a progressziómentes túlélés csökkenésével. Azt is megállapították, hogy a pY1068-

EGFR-szint független prognosztikai információkat szolgáltat, emellett a pY1068-EGFR 

szintje és az EGFR expressziója pozitívan korrelált egymással [135]. 

A fej-nyaki tumorok viselkedésének modellezésére három, változatos molekuláris hátterű 

sejtvonalat alkalmaztunk. Ezekben nem találtunk jelentős különbséget az EGFR-gátlók 

életképességre gyakorolt hatása között. Az afatinib erősebb gátlást mutatott, mint az 

erlotinib, bár nem volt olyan hatékony, mint ahogyan az EGFR-expresszió alapján 

várható lett volna. Az erlotinib egy első generációs EGFR tirozin-kináz-inhibitor, amely 

kompetitív antagonistaként reverzibilisen kötődik az EGFR tirozin-kináz doménjének 

ATP-kötő helyéhez. Ezzel szemben az afatinib egy második generációs EGFR tirozin-

kináz-inhibitor, amely irreverzibilisen kötődik az EGFR és a HER-2 fehérjékhez. Az 

afatinib tehát az EGFR fehérjecsalád többi tagját is gátolja, ami magyarázhatja az erősebb 

hatást a HNSCC-sejtek életképességére [136-138]. Az EGFR-gátlók hatásával szemben 

szignifikáns változást eredményezett a sejtek életképességében, amikor az EGFR-

jelátvitelben kulcsfontosságú MEK fehérjét gátoltuk. Az SCC25 sejtek érzékenyebbnek 

bizonyultak a MEK gátlására, mint a másik két vizsgált sejtvonal, és a kezelőszerek közül 

a trametinib hatásosabb volt, mint a selumetinib. Míg a selumetinib egy hatékony, erősen 

szelektív MEK-1 inhibitor, addig a trametinib szubnanomoláris koncentrációban gátolja 

a MEK-1 és MEK-2 kinázokat. Ez a különbség állhat annak hátterében, hogy a trametinib 

erősebb hatást gyakorol a fej-nyaki tumorsejtek életképességére [139]. A sikeresebb 

EGFR- és MEK-gátlók hatását kombinációs kezelésben is megvizsgáltuk, és mindhárom 
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sejtvonal esetén nagymértékű szinergizmust figyeltünk meg. Azonban amikor 

összehasonlítottuk a kombinációs kezeléseket az afatininb vagy a trametinib 

kezelésekkel, akkor csak a FaDu sejtekben volt szignifikáns különbség. 

Magyarázatot keresve a kezelőszerekkel szembeni érzékenységben adódó különbségekre, 

meghatároztuk a sejtvonalak expresziós és foszforilációs profilját. Az EGFR, az Akt és 

az ERK mennyiségében nem találtunk olyan jelentős különbséget, amely az EGFR- és a 

MEK-gátlókkal szembeni eltérő viselkedést okozhatná. Ezzel ellentétben számottevő 

különbséget figyeltünk meg a fehérjék foszforilációs szintjében. Az EGFR a FaDu 

sejtekben szignifikánsan alacsonyabb aktivitást produkált, mint a másik két sejtvonalban. 

Ami az Akt és az ERK aktivitását illeti, az Akt kináz aktívabb volt a Detroit 562 

sejtekben, mint az ERK, ami összhangban van a PIK3CA aktiváló mutációjával [140]. Az 

SCC25 sejtekben az ERK kináz bizonyult aktívabbnak. Arra a következtetésre jutottunk, 

hogy a Detroit 562 sejtekben a PI3K/Akt útvonal, míg az SCC25 sejtekben a MEK/ERK 

útvonal dominál, a FaDu sejtekben pedig ez a két jelátviteli útvonal közel azonos 

mértékben aktív. 

A jobb megértés érdekében megvizsgáltuk, hogy a trametinibkezelés hogyan változtatja 

meg a fehérjék aktivitását. A MEK-gátlása az elvártnak megfelelően az ERK 

aktivitásának megszűnését eredményezte a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben. A FaDu 

sejtekben ugyanez a hatás jelentősen megnövelte az EGFR és az Akt aktivitását, ami egy 

visszacsatolási mechanizmus működésére utal. 

A MEK/ERK jelátviteli útvonal a tumorbiológia egyik legjobban jellemzett 

kinázkaszkádja. Deregulációja gyakran megfigyelhető különböző daganatokban (köztük 

melanomában, hasnyálmirigy-, tüdő-, vastagbél- és emlőtumorokban) és központi 

szerepet játszik a karcinogenezisben és a daganatok progressziójában. Az érintett kinázok 

célzása ígéretes új terápiák kidolgozását jelentheti. A fej-nyaki tumorban szenvedő 

betegek körülbelül 18%-a hordoz a MEK/ERK útvonalat érintő mutációt. A TCGA adatai 

szerint a jelentős komponensek (HRAS, BRAF, ERK2) az esetek 10,5%-ban mutáltak 

[141]. Az általunk vizsgált sejtvonalak vad típusúak a releváns génekre nézve [140], ezért 

úgy gondoljuk, hogy jelen esetben az ERK/EGFR visszacsatolási hurok jelenlétét ezek 

nem befolyásolják. Mivel a RAS- és RAF-mutációk fej-nyaki tumorokban ritkák, érdemes 

a MEK/ERK útvonalat a végponthoz minél közelebb gátolni. Xie és kollégái 

tanulmányukban meghatározták a MEK-gátló trametinib hatásmechanizmusát. 
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Megállapították, hogy a trametinib gátolja az ERK fehérje működését, valamint hogy a 

sejtproliferáció csökkenéséhez az EGFR és Myc fehérjék expressziójának csökkenése is 

hozzájárul [142] Eredményeink összhangban vannak megfigyeléseikkel, melyek szerint 

a trametinib hatása a teljes molekuláris háttértől függ, ezért vizsgálatunkat az EGFR-

útvonal aktivitási adataival egészítettük ki, leírtuk az ismert visszacsatolási mechanizmus 

jelenlétét, és különböző potenciális terápiás stratégiát dolgoztunk ki az egyes 

tumoraltípusokhoz. A MEK-gátlókat jelenleg is számos klinikai vizsgálatban értékelik, 

és sok esetben tapasztalnak jelentős daganatellenes hatást, azonban a rezisztencia 

kialakulása továbbra is kritikus kérdés maradt. A biokémiai visszacsatolási hurkok és más 

jelátviteli útvonalakkal (főleg a PI3K/Akt útvonallal) való egymásra hatás gyakran 

felelősek a MEK-gátlókkal kezelt daganatok rezisztenciájáért [86, 143, 144]. 

Eredményeink alapján felállítottuk a jelátviteli útvonalak elméleti modelljét a három 

vizsgált sejtvonal molekuláris hátterének megfelelően. Kezelés nélkül a PI3K/Akt 

útvonal aktívabb a Detroit 562 sejtekben a PIK3CA funkciónyerő mutációja miatt. 

Ezekben a sejtekben az afatinibkezelés teljesen gátolja a MEK/ERK útvonalat, a 

PI3K/Akt jelút aktivitása azonban csökken ugyan, de nem szűnik meg. Ebből adódóan a 

Detroit 562 sejtekben EGFR-gátlókkal nem érhető el jelentős életképesség-csökkenés. A 

trametinibkezelés csak a MEK/ERK utat gátolja, a PI3K/Akt jelút aktív marad. Ennek 

megfelelően ebben a sejtvonalban a MEK-gátlók az EGFR-gátlóknál is kisebb 

hatékonyságot mutatnak. Az afatinib + trametinib kombinációs kezelés nem okozott 

nagyobb csökkenést a sejtek életképességében az afatinibhez viszonyítva, így ez a 

kombináció a Detroit 562 sejtek gátlására nem megfelelő. Feltételezzük, hogy az EGFR- 

vagy a MEK-inhibitorokat Akt-gátlóval lenne érdemes kombinálni, hogy a Detroit 562 

sejtek jelentős pusztulását idézzük elő (24. ábra). 

A FaDu sejtekben a MEK/ERK és a PI3K/Akt útvonalak hasonló aktivitása mellett az 

ERK és EGFR közötti visszacsatolási mechanizmust figyeltünk meg. Ez a típusú 

visszacsatolási mechanizmus gyakran felel az EGFR-jelátvitel kikapcsolásáért [145]. 

Korábbi tanulmányokban vastagbél-, petefészek- és májtumorsejtekben kimutatták, hogy 

a foszforilált ERK aktiválja a CDC25 foszfatázt, amely inaktiválja az EGFR-t [146-148]. 

A pY1068-EGFR szintje alacsony ebben a sejtvonalban, ami alátámasztja a 

visszacsatolási hurok jelenlétét. Az afatinibkezelés teljesen gátolja a MEK/ERK útvonalat 

és részben a PI3K/Akt jelutat. A trametinibkezelés a FaDu sejtekben teljesen blokkolja a 
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MEK/ERK utat, így felfüggeszti az EGFR defoszforilációját, amire a megnövekedett 

pY1068-EGFR-mennyiség utal. A MEK/ERK gátlásának hatására a PI3K/Akt út 

aktívabbá válik, amit az emelkedett pS474-Akt jelenléte bizonyít. A FaDu sejteket 

afatinbbel és trametinibbel együtt kezelve mindkét útvonal egyidejű gátlása okozza a 

tumorellenes hatást. Emiatt a FaDu sejteken a MEK- és az EGFR-inhibitorok 

kombinációs alkalmazását javasoljuk (25. ábra). 

Kezeletlen SCC25 sejtekben a MEK/ERK útvonal meglehetősen aktív. Nem 

azonosítottunk olyan mutációkat, amelyek befolyásolnák a vizsgált útvonalakat, és a 

FaDu sejtekben jelenlévő visszacsatolási hurkot sem mutattuk ki ebben a sejtvonalban. 

Az afatinibkezelés mindkét jelátviteli utat teljesen gátolta. A trametinibkezelés a 

MEK/ERK jelút teljes gátlását eredményezte, ami önmagában is elegendő lehet az SCC25 

sejtek életképességének korlátozásához, mivel a PI3K/Akt útvonal kevésbé aktív. Az 

afatinib + trametinib kombinációs kezelés is a vizsgált útvonalak teljes gátlását 

eredményezte, azonban az EGFR- és a MEK-gátlók monoterápiában való alkalmazásához 

képest a két szer egyidejű alkalmazása nem tesz lehetővé figyelemreméltó 

dóziscsökkenést, amely a mellékhatások csökkenéséhez vezethetne. Így az EGFR- vagy 

a MEK-inhibitorok önmagukban hatékony stratégiát jelenthetnek az SCC25 sejtek 

gátlásában (26. ábra). 

Az elmúlt három évtizedben a terápiás és diagnosztikai lehetőségek bővítésére tett 

erőfeszítések és a jelentős tudományos fejlődés a HNSCC területén csak szerény 

mértékben javította a fej-nyaki tumorban szenvedő betegek túlélését. Eredményeink 

egyértelműen rámutatnak ennek a daganattípusnak a sokszínűségére és a személyre 

szabott diagnózis és kezelés fontosságára. A bemutatott eredmények arra is rávilágítanak, 

hogy az EGFR-expresszió elemzése mellett az EGFR foszforilációs állapotának 

vizsgálata is elengedhetetlen. A fej-nyaki tumorok gyógyításához további átfogó 

vizsgálatokra van szükség, amelyekkel megérthetjük a mögöttes patomechanizmust és új 

módszereket találhatunk a HNSCC-k kezelésére. 
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24. ábra: Detroit 562 tumorsejtvonal jelátviteli útvonalainak egyszerűsített 

elméleti modellje. A felállított modellek fehérjeexpressziós és -foszforilációs 

méréseken, valamint életképeség-vizsgálatokon alapszanak, csak a MEK/ERK és a 

PI3K/Akt útvonalakat jelenítik meg, és nem terjednek ki a jelátviteli utak közötti 

kapcsolatokra. Az EGFR által indított jelátvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt, 

(C) trametinibbel kezelt és (D) afatinib + trametinib kombinációjával kezelt 

sejtekben. 
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25. ábra: FaDu tumorsejtvonal jelátviteli útvonalainak egyszerűsített elméleti 

modellje. A felállított modellek fehérjeexpressziós és -foszforilációs méréseken, 

valamint életképeség-vizsgálatokon alapszanak, csak a MEK/ERK és a PI3K/Akt 

útvonalakat jelenítik meg, és nem terjednek ki a jelátviteli utak közötti 

kapcsolatokra. Az EGFR által indított jelátvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt, 

(C) trametinibbel kezelt és (D) afatinib + trametinib kombinációjával kezelt 

sejtekben. 
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26. ábra: SCC25 tumorsejtvonal jelátviteli útvonalainak egyszerűsített elméleti 

modellje. A felállított modellek fehérjeexpressziós és -foszforilációs méréseken, 

valamint életképeség-vizsgálatokon alapszanak, csak a MEK/ERK és a PI3K/Akt 

útvonalakat jelenítik meg, és nem terjednek ki a jelátviteli utak közötti 

kapcsolatokra. Az EGFR által indított jelátvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt, 

(C) trametinibbel kezelt és (D) afatinib + trametinib kombinációjával kezelt 

sejtekben. 
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7. Következtetések 

Az értekezésben bemutatott kutatómunkám eredményeiből az alábbi pontokban felsorolt 

következtetések vonhatók le: 

1. Fordított korrelációt találtunk a fej-nyaki tumorok in vitro modelljeként vizsgált 

sejtvonalak és a tumoros betegekből származó szövetminták Cx43- és Bcl-2-

expressziója között. 

2. A magas Cx43- és az ezzel együtt járó alacsony Bcl-2-expresszió alkalmasnak 

bizonyult a paclitaxelkezelésre várható kedvezőbb válaszreakció előjelzésére. A 

legmagasabb Cx43- és a legalacsonyabb Bcl-2-szinttel rendelkező sejtvonal volt 

a leginkább érzékeny paclitaxelre. Ugyanakkor az alacsony Cx43- és a magasabb 

Bcl-2-szinttel bíró sejtvonalak alacsonyabb paclitaxelérzékenységet mutattak. 

3. Eredményeink arra utalnak, hogy a Cx43 fehérje szerepet játszhat a Bcl-2 fehérje 

szintjének szabályozásában. Géncsendesítés alkalmazásával megállapítottuk, 

hogy a Cx43-expresszió csökkentése szignifikánsan emeli a Bcl-2 szintjét, amely 

csökkent paclitaxelérzékenységet és alacsonyabb apoptózisrátát eredményez. 

Amikor pedig plazmidtranszfekcióval emeltük a Cx43 mennyiségét, az 

szignifikánsan csökkentette a Bcl-2-expressziót és érzékenyítette a sejteket 

paclitaxelkezeléssel szemben. 

4. A Cx43 prediktív marker lehet fej-nyaki tumorokban taxánalapú terápia esetén. 

5. A pY1068-EGFR-szint emelkedése prognosztikus jelentőséggel bír fej-nyaki 

daganatokban. A pY1068-EGFR nagyobb mennyisége szignifikánsan 

kedvezőtlenebb betegségspecifikus túléléssel társul e daganattípus esetében. 

6. A fej-nyaki daganatok in vitro modelljében a MEK/ERK és a PI3K/Akt jelátviteli 

utak tagjait érintő mutációk és fehérjefoszforilációk ismerete felhasználható az 

EGFR- és a MEK-gátlókkal, valamint ezek kombinációjával szembeni 

érzékenység predikciójára. 

7. Olyan fej-nyaki tumorokban, amelyekben nincs jelen a MEK/ERK és a PI3K/Akt 

útvonalakat érintő mutáció és nem működik az ERK/EGFR visszacsatolási hurok, 

a MEK ígéretes terápiás támadáspont lehet. 
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8. Összefoglalás 

A fej-nyaki tumorok változatos molekuláris háttérrel rendelkező daganatok, amelyek 

kialakulásában az alkoholfogyasztás, a dohányzás és a HPV-fertőzés is jelentős szerepet 

játszik. A tumorsejtek molekuláris hibáinak sokszínűsége jelentős kihívást jelent a 

kezelés szempontjából, és ennek leküzdését leginkább az ismert prognosztikus és 

prediktív biomarkerek korlátozott száma hátráltatja. 

Kutatásunk során fej-nyaki daganatokban prediktív, illetve prognosztikus jelentőségű 

fehérjék azonosítását tűztük ki célul, valamint, hogy a releváns molekuláris tulajdonságok 

alapján keressünk e tumorsejtek ellen felhasználható új potenciális gyógyszercélpontokat. 

Vizsgálatainkban a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expresszióját, mint a paclitaxel érzékenység 

potenciális prediktív molekuláris markereit teszteltük. Eredményeink a Cx43 és a Bcl-2 

expressziója között fennálló fordított korrelációt mutattak a fej-nyaki tumorokban, és azt 

támasztották alá, hogy a magas Cx43-, illetve ezzel együtt járó alacsony Bcl-2-expresszió 

a paclitaxelkezelésre adott kedvezőbb válaszreakcióval társul. Ezek alapján feltételezzük, 

hogy a Cx43 mennyisége befolyásolja a Bcl-2 protoonkogén szintjét és hogy a Cx43 

prediktív marker lehet fej-nyaki tumorok taxánalapú terápiája vonatkozásában. Mivel a 

taxánalapú szerek a fej-nyaki tumorok indukciós kemoterápiájának kulcsfontosságú 

elemei, e biomarkerek vizsgálata a klinikai gyakorlatban elősegítheti a kezelés jobb 

tervezését és megalapozottabbá teheti a predikciót. 

Az új prediktív markerek azonosítása mellett az EGFR prognosztikus szerepére és az 

EGFR-gátlókkal szembeni rezisztencia elkerülésére vagy kiküszöbölésére alkalmas 

célzott terápiás szerek vizsgálatára fókuszáltunk. E kutatás eredményeként egyrészt 

megállapítottuk, hogy az EGFR-aktivitás önálló prognosztikai marker, másrészt 

potenciális terápiás célpontként azonosítottuk fej-nyaki tumorokban a MEK jelátviteli 

szabályozó fehérjét. A MEK-gátlók mélyrehatóbb tanulmányozása során felfedeztük, 

hogy a vastagbél- és hasnyálmirigy-daganatokban leírt ERK/EGFR visszacsatolási hurok 

fej-nyaki tumorokban is működik. Kísérletes eredményeink alapján felállított modelljeink 

alkalmasak lehetnek az EGFR- és a MEK-gátlókkal, valamint ezek kombinációjával 

szembeni érzékenység predikciójára. 

Eredményeink segíthetnek a fej-nyaki daganatok molekuláris hátterének pontosabb 

megértésében, lényeges molekuláris markereken alapuló csoportosításában és új, 

személyre szabott terápiás lehetőségek megteremtésében. 
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9. Summary 

Head and neck cancers are tumors of diverse molecular background, the development of 

which is also greatly associated with alcohol consumption, smoking and HPV infection. 

The diversity of molecular defects in tumor cells poses a major challenge for treatment 

and the main obstacle to overcoming this is the limited number of known prognostic and 

predictive biomarkers. 

Our research aimed to identify proteins with predictive and prognostic value in head and 

neck cancers, as well as to search for new potential drug targets that can be used against 

these tumor cells based on their relevant molecular properties. 

We investigated the expression of Cx43 and Bcl-2 proteins as potential predictive 

molecular markers of paclitaxel sensitivity. Our results showed an inverse correlation 

between the expression of Cx43 and Bcl-2 in head and neck cancers and confirmed that 

high Cx43 and accompanying low Bcl-2 expression are associated with a more favorable 

response to paclitaxel treatment. Based on these findings, we hypothesize that the amount 

of Cx43 influences the level of Bcl-2 proto-oncogene and that Cx43 can be a predictive 

marker for taxane-based therapy of head and neck cancers. Since taxane-based agents are 

a key element of induction chemotherapy of head and neck cancers, the assessment of 

these biomarkers in clinical practice can help to better plan treatment and make prediction 

more robust. 

In addition to identifying new predictive markers, we focused on the prognostic role of 

EGFR and the investigation of targeted therapeutic agents suitable to avoid or eliminate 

resistance to EGFR inhibitors. As a result of this research, on the one hand, we have 

established that EGFR activity is an independent prognostic marker, and on the other 

hand, we have identified the MEK signaling regulatory protein as a potential therapeutic 

target in head and neck cancers. A more in-depth study of MEK inhibitors revealed that 

the ERK/EGFR feedback loop described in colon and pancreatic tumors is also present 

in head and neck cancers. Our experimental results suggest that our models may be useful 

for predicting sensitivity to EGFR and MEK inhibitors, as well as their combinations. 

Our results may lead to more detailed understanding of the molecular background of head 

and neck cancers and help to classify them according to important molecular markers and 

to discover new personalized therapeutic options. 
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