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1. Roviditésjegyzék

ABC
Akt
Ann
ATCC
ATP
Bak
Bax
Bcl-2
BCL2
Bel-XL
BRCAI
BRAF
CCND1
CDK4
CDKe6
CDKN2A

Cl
c-Met

Cx43
DAB
DMEM
DMEM:F12
DRAQS
DTT

E2F

EDTA
EGFR
EGFR
EGTA

ATP-kotd kazetta transzporter

PKB = protein kinase B — protein kinaz B

Annexin V-FLUOS

American Type Culture Collection

adenozin-5’-trifoszfat

Bcl-2 homologous antagonist — Bcl-2 homoldg antagonista

Bcl-2 associated x protein — Bcl-2 asszocialt x fehérje

B-cell lymphoma-2 — B-sejtes limfoma-2

Bcl-2 fehérjét kodolo gén

B-cell lymphoma-extra large — B-sejtes limfoma-extra nagy

breast cancer gene 1 — emldrakra hajlamositd gén 1

B-Raf fehérjét koédold gén

ciklin-D1 fehérjét kodolo gén

cyclin-dependent kinase 4 — ciklinfiiggd kinaz 4

cyclin-dependent kinase 6 — ciklinfliggd kinaz 6

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A — ciklin-fliggd kindz inhibitor 2A;
p16™K4A fehérjét kodold gén

kombinécios index

HGFR = hepatocyte growth factor receptor — hepatocita novekedési faktor
receptor

connexin 43

diamino-benzidin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12
1,5-bis{[2-(dimetilamino)etil Jamino } -4,8-dihidroxiantracén-9,10-dion
ditiotreitol

E2F transzkripcids faktor

etilén-diamin-tetraecetsav

epidermal growth factor receptor — epidermalis ndvekedési faktor receptor
EGEFR fehérjét kodold gén

etilénglikol-tetraecetsav
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EMEM
EMT
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ERCC1
ERK
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FBS
FDA

FFPE

FOS
GEPIA
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HER-2

HER-3

HER-4

HIF1la
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Eagle’s Minimum Essential Medium

epithelial-mesenchymal transition — epitelidlis-mezenchimalis &tmenet
Epstein-Barr-virus

excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit

extracellular signal-regulated kinase — extracellularis szignal altal
szabalyozott kindz vagy MAPK = mitogen-activated protein kinase —
mitogén aktivalt protein kindz

fluorescence-activated cell sorting — fluoreszcensen aktivalt sejtek
szétvalasztasa (aramlasi citometrids modszer)

fetal bovine serum — magzati borjuszérum

U.S. Food and Drug Administration — Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és

Gyogyszerligyi Hivatala
formalin-fixed, paraffin-embedded — formalinnal fix4lt, paraffinba
agyazott

Fos fehérjét kodolo gén

Gene Expression Profiling Interactive Analysis

green fluorescent protein — zolden fluoreszkalo fehérje

gap junction protein alpha-1 — a connexin 43 fehérjét kodolo gén

human epidermal growth factor receptor 2 — human epidermalis
novekedési faktor receptor 2

human epidermal growth factor receptor 3 — human epidermalis
novekedési faktor receptor 3

human epidermal growth factor receptor 4 — human epidermalis
novekedési faktor receptor 4

hypoxia-inducible factor 1a — hipoxiaindukalhato faktor 1o

head and neck squamous cell carcinoma — fej-nyaki laphdmrak

human papillomavirus — humén papillomavirus

H-Ras fehérjét kddold gén

half maximal inhibitory concentration — 50%-0s gatldé hatdst okozo
koncentrécio6

Jun transzkripcios faktor fehérjét kodolo gén
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MDR
MEK

MET
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mTOR
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MYC
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NOTCH
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PI

PI3K
PIK3CA
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Raf

Ras
RB1
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myeloid cell leukemia 1 — mieloid sejtes leukémia 1
ABC-transzporter fehérjét kodold (multidrogrezisztencia) gén
MAP2K = mitogen-activated protein kinase kinase — mitogén aktivalt
protein kinaz kinaz

c-Met fehérjét kodolo gén

MutL homolég 1 fehérjét kodold gén

mammalian target of rapamycin
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid

Myc fehérjét kodold gén

nukledéris faktor-kappa B

ujgeneracios szekvenalas

neurogenic locus notch homolog protein
nonil-fenoxi-polietoxi-etanol

foszfatpufferelt sdoldat

programmed death 1 — programozott sejthalal 1 receptor
programmed death-ligand 1 — programozott halélligand 1
phospholipase C gamma — foszfolipaz C gamma
propidium-jodid

phosphoinositide 3-kinases — foszfatidil-inozitol-3-kinaz
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha —
foszfatidil-inozitol-3-kindz katalitikus alegysége

PIK3CA fehérjét kddold gén

retinoblastoma protein — retinoblasztoma fehérje
polivinilidén-difluorid

MAP3K = mitogen-activated protein kinase kinase kinase — mitogén
aktivalt protein kindz kinaz kinaz

rat sarcoma protein

pRb fehérjét kodold gén

squamous cell carcinoma — laphamrak
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siRNS
SMAD4
STAT
TBST

TCGA
TMA
TNM

TP53
TPF
Tris
VEGFR

sodium dodecyl sulfate — natrium-lauril-szulfat

small/short interfering RNA, silencing RNA — kis interferald6 RNS
SMAD4 fehérjét kodolo gén

signal transducer and activator of transcription

Tris-buffered saline with Tween® 20 — Tris-pufferelt sooldat Tween 20-
szal

The Cancer Genome Atlas

Tissue Microarray — szoveti mikrochip

tumor, node, metastasis — tumor, regiondlis nyirokcsomo, tavoli
metasztazis

p53 fehérjét kodolo gén

docetaxel, cisplatin és 5-fluorouracil

tris-(hidroximetil)-aminometan

vascular endothelial growth factor — vaszkuldris endotelidlis novekedési

faktor receptor



2. Bevezetés — Irodalmi hattér

Az emberi szervezet tobb milliard dsszehangoltan miikodd sejtbdl all, és a kozottiik
kialakult egytittmiikodés alapja a kommunikéci6. Ha ez a bonyolult rendszer valahol hibat
szenved, akkor betegség alakul ki. Az emberi test ilyen, maig szamos rejtéllyel dvezett,
magas halalozassal jar6 megbetegedése a rak [1].

Daganatos elvaltozasok gyakorlatilag barmely sejtb6l kialakulhatnak, és ezek
molekularis hattere még azonos szdveti eredet esetén is jelentdsen eltérhet. Napjainkban
a daganatkutatdsok a daganatellenes molekularis célpontok keresésére, olyan célzott
terapiak kidolgozasara koncentralnak, amelyek a hagyomanyos kemoterapiaval szemben
nem a szerkezetet, hanem a zavart okozé molekuldris hibakat tdmadjak. A célzott terapia
azért is jelentds, mert megalapozza a személyre szabott gyogyitast, vagyis a paciens
tumortipusanak, molekuléris hatterének megfeleld kezelés kidolgozasat [2].

A daganatot kivaltdo okok és a megfeleld kezeldszerek megtaldlasdhoz modellekre van
sziikség. Gyakran alkalmazott modellek a betegekbdl szarmazé mintdk és a daganatos
sejtvonalak. A betegekbdl szarmazo tumorszovetek jol tiikrozik az egyes daganattipusok
tulajdonsagait, €s a fenntartott sejtvonalakkal ellentétben egy éppen aktualis, a tumor
elérehaladottsaganak megfeleld allapotot mutatnak. Sok ilyen minta vizsgalataval adott
tumortipusra altalanos megallapitasokat tehetiink. Azonban ezek az egyedi szovetmintak
nem alkalmasak gyogyszerek fejlesztésére, tesztelésére. Ehhez stabil, jol karakterizalt
modellekre van sziikség, és ezen elvardsnak a daganatos sejtvonalak tudnak megfelelni.
Leginkabb ezek elemzésével taldlhatunk 0 terapias lehetdségeket [3].

Az utdbbi években valtozast figyelhetiink meg a klinikai vizsgalatok tervezésében. A
szovettani besoroldson alapuld kutatdsok mellett egyre elterjedtebbek a molekularis
marker alapu, genotipushoz illesztett klinikai vizsgalatok. Ezek a vizsgalatok mar a
molekularis hattér (mutacids, expresszids mintazat) alapjan gytjtik 6ssze a betegeket egy-
egy daganatellenes kezeldszer tesztelésére. A genotipushoz illesztett klinikai
vizsgalatokrdl kimutattdk, hogy az ezekben részt vevd betegek tulélése szignifikansan
kedvezdébb, mint a hagyomanyos alapon besorolt tarsaiké. A lokalizacion, szovettanon
alapul6 besorolas tovabbra is a klinikai vizsgélatok fontos részét képezi, ugyanakkor a
prognosztikus (azaz a betegség eldrehaladasat mutatd és a diagndzis szempontjabol
hasznos) és prediktiv (vagyis az adott kezelés hatékonysagat eldre jelzd) markerek

meghatdrozasahoz biomarker alapu kutatasra van sziikség [4].



Ahhoz, hogy felvehessiik a harcot a rakos megbetegedésekkel, ismerniink kell azok
miikddését, molekularis hatterét. Ezeket felhasznalva pontosabb képet kaphatunk a

daganatokrol, ¢s megfeleld terapias modszereket dolgozhatunk ki a betegek szamara.

2.1. Rosszindulata daganatok

A tumor (daganat, neopldzia) egy szervezet valamely megvaltozott sejtjeinek agressziv
burjanzasabol kialakuld szovetszaporulat. A daganat ndvekedése mar nem feltétleniil
fiigg a szabalyoz6 mechanizmusoktdl és a kivaltd tényezoktdl. A tumoros betegségeknek
a varhato klinikai viselkedés szerint két csoportja van: a joindulata (benignus) és a
rosszindulati (malignus) daganatok — utobbit nevezik a koznyelvben rdknak. A benignus
tumor expanziv novekedéssel lokalizalt marad, és rendszerint sebészi iton eltavolithato.
A beteg életét, hacsak nincs rendkiviil kedvezdtlen helyen, altaldban nem fenyegeti. A
malignus tumor ezzel szemben infiltrativ ndvekedése miatt a szomszédos és tavoli
struktarakra is atterjedhet (invazio, metasztazisképzés), és minden esetben veszélyezteti
a beteg ¢életét. A rosszindulatu daganatoknak két nagy csoportjat kiilonboztetjiikk meg: a
karcindmak a hamszdvetekbdl, mig a szarkomék a kotdszovetekbdl indulnak ki [1].

A vilagon egyre tobben szenvednek daganatos betegségben, €s ezzel egyiitt a haldlozas is
folyamatosan nd. A legfrissebb globalis adatok szerint 2020-ban 19,3 millié uj
megbetegedést jelentettek, és 10 milli6 ember halt meg tumor kovetkeztében. Az
elérejelzések szerint 2040-re 28,4 milliora fog ndni az 0j megbetegedések szdma
vildgszinten [5]. E novekedés hatterében allhat, hogy a fejlett tarsadalmakban
demografiai eltolodas figyelhetd meg: a 65 év feletti populacié aranya jelentdsen
novekszik. Az életkor elérehaladtaval pedig [ényegesen nagyobb aranyban fordulnak eld
daganatos betegségek. A lakossag eloregedése mellett, a fejlodé orszagok népességének
rohamos novekedése is hozzajarul a daganatos esetek szamanak gyarapodasahoz. A
demografiai valtozasoktol fiiggetlen, kdrnyezeti tényezdk hatasanak erdsodése, példaul a
kémiai karcinogének mennyiségének novekedése is hozzitesz az 1j daganatos
megbetegedések szamanak folyamatos emelkedéséhez [6, 7].

Az 1. é4bra a tiz leggyakoribb tumortipust mutatja az incidencia €s a mortalitas
tekintetében férfiakra és ndkre kiilon lebontva. A férfiak korében a leggyakoribb
daganattipusok a tlid6-, a prosztata-, a vastag- és végbél-, a gyomor- és a majtumorok.
Ehhez képest a haldlozasért legnagyobb mértékben felelds daganatok a tiido-, a maj-, a

vastag- és végbél-, a gyomor- és a prosztatatumorok. A ndk esetében a leggyakoribb



daganattipusok az emld-, a vastag- ¢és végbél-, a tiid6-, a méhnyak- és a
pajzsmirigytumorok. A haldlozésért leginkdbb felelés daganatok viszont az emld-,

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

A Incidencia Fechiak Mortalitas
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1. abra: A tiz leggyakoribb tumortipus incidencia és mortalitds tekintetében (A)
férfiakndl és (B) noknél. A kordiagram teriilete az 01j esetek vagy a halalesetek

szamanak aranyat tiikrozi [5]

Magyarorszagon a daganatos betegek lakossaghoz viszonyitott ardnya meghaladja a
vildgatlagot, és hazank a mortalitas tekintetében is rossz helyen szerepel, ugyanis az
Eurdpai Union beliil itt a legmagasabb a halalozasi arany. 2020-ban kozel 67 000 0j esetet
regisztraltak és kozel 33 000 haléleset tortént. A magyar férfiak korében a prosztata-, a
tidé-, a vastag- és végbél-, a hugyhdlyag- és a vesetumorok fordulnak el a
leggyakrabban, mig a legmagasabb mortalitassal jar6 daganattipusok a tiido-, a vastag- és
végbél-, a prosztata-, az ajak- és szdjiireg- ¢és a hasnyalmirigytumorok. A magyar nok

esetében a legnagyobb incidencidja az emld-, a tiidé-, a vastag- és végbél-, a méhtest- és
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a hasnyalmirigytumoroknak van, mig a legmagasabb haldlozasi arannyal jaré daganatok
a tidé-, az emld-, a vastag- és végbél-, a hasnyalmirigy-, valamint a nyirok- és
vérképzorendszeri tumorok. A tiidé- ¢és a hugyholyagdaganatok gyakorisaga
Magyarorszdgon a ndk korében kiemelkedden magas, az orszagspecifikus rata
vilagszinten itt a legrosszabb. A vastag- ¢és végbéltumorok a vizsgalt orszagok koziil

Magyarorszagon ¢€s Norvégiaban a leggyakoribbak [5, 8].

2.1.1. A rosszindulatu daganatok biologiai jellemz6i

A XX. szdzad végéig hat olyan biologiai tulajdonsdgot azonositottak, amelyek szerepet
jatszanak a malignus daganatok kialakuldsaban. Ezek a proliferativ szignalok fenntartasa
kiilso jel megsziinése ellenére, a ndvekedést gatld folyamatok kikeriilése, a sejthalallal
szembeni rezisztencia kialakuldsa, a korlatlan replikativ képesség, az angiogenezisre valod
hajlam, valamint az invazidra és a metasztazisképzésre iranyuld fokozott aktivitds. Az
elsoként megjelend tulajdonsag rendszerint a novekedést gatld folyamatok kikeriilése €s
a gyors szaporodas, amelyek altalaban a jelatviteli utvonalak hibdjabol eredeztethetok. A
felsorolt hat tulajdonsadg megjelenésének sorrendje ugyan valtozatos, de a rosszindulati
daganatokban végiil valamennyi megfigyelhetd lesz [9].

A 2000-es évek elején megfigyeltek tovabbi két tulajdonsagot, amelyekkel gyakran
rendelkeznek a rékos sejtek. Ezek egyike a szabalyozatlan energiafelhasznalés, a masik
pedig az immunrendszer védekezd elemeinek kikeriilése. Azonositottak tovabba két
jellegzetes ,.elonyt”, amellyel a daganatok az egészséges sejtekkel szemben
rendelkeznek, egyrészt a genomjuk valtozékony, gyakori a mutdcid, masrészt nem
valtanak ki gyulladasos reakciot a szervezetben [10].

Az utébbi évek eredményei ravilagitottak a tumorokkal kapcsolatos négy tovabbi
alapvetd tulajdonségra, illetve szdmukra eldnyt biztositd tényezére. Ezek a fenotipusos
plaszticitas feloldasara vald képesség, a nem mutdciokbol eredd epigenetikai
ujraprogramozas, a polimorf mikrobiom jelenléte és a sejtek szeneszcenciaja [11].

A 2. abran egyiitt szerepld tulajdonsagok és eldnyok, amelyekre kialakuldsuk soran a
tumorsejtek szert tesznek, mind fontos szegmensei a jelenleg folyé kutatdsoknak.
Valamennyi teriilet jobb megismerésére, a folyamatok miikodésének részletes feltardsara
van sziikség ahhoz, hogy a daganatos betegségek kialakuldsat megeldzziik, vagy épp

eredményesen kezelni tudjuk a tumoros pacienseket.
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2. abra: Rosszindulatii daganatok kialakulasaban szerepet jdtszo biologiai

tulajdonsdgok és a tumorsejtek szamdra elonyt bigtosito tényezok [11]

2.1.2. A rosszindulatu daganatok genetikai és epigenetikai jellemzai

Szamos genetikai ¢és epigenetikai valtozds jellemz6 a daganatos betegségek
progresszidjara, amelyek egyben identifikaljak is az adott tumort. A génexpresszids
profilalkotds, az 1jgeneracidos szekvendlds (NGS) ¢és szamos egyéb nagy
ateresztOképességli technologia kifejlesztése lehetévé tette a kiilonféle daganatok
részletes €s atfogd molekularis jellemzését, ezaltal genetikai és epigenetikai sajatossaguk
pontos meghatarozasat [12].

A szabdlyozas alatt allo, els6sorban a sejtek tulélését, novekedését €s szaporodasat
elosegitdé fehérjéket protoonkogéneknek, illetve -géntermékeknek hivjuk. Ha ezek
valamilyen mddon, a termelddés vagy a szabalyozas hibdja miatt tilmikodnek, akkor
onkogénekké, illetve -géntermékekké valnak. A humén daganatokban szamos onkogént
irtak mar le, eléfordulasuk ¢és gyakorisaguk daganattipusonként eltér6. A
protoonkogénekben fellépd génhibak, funkcionyerd mutaciok tdmogatjak a sejt talélését

¢s proliferaciojat, csokkentik a differencialodasi készséget. A novekedést €s proliferaciot
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gatlo fehérjék ezzel szemben tumorszupresszorok. A tumorszupresszor gének elsésorban
azaltal toltenek be daganatgatld funkciot, hogy orkddnek a genetikai informdciod
allandosaga felett és sziikség esetén akadalyozzak a sejtosztdédast vagy akar eldsegitik a
programozott sejthaldlt. Daganatképzddéshez tehdt a tumorszupresszor gének
funkcioveszté mutacioi vezethetnek [13].

A rékos sejtek DNS-szekvencidja szamos eltérést mutat a normal sejtekhez képest. Ezek
a valtozasok — a pontmutacidok mellett — kisebb-nagyobb fragmensek szubsztiticiojat,
is jelenthetik. Ezek koziil néhanynak szerepe van a daganatok kialakuldsdban,
progresszidjaban, a malignus fenotipus egyes elemeinek 1étrejottében, mig masok csak
kisérd aberracioként jelennek meg. Azokat a szomatikus mutéaciokat, amelyek novekedési
eldnyt biztositanak a daganatos sejteknek €s pozitiv szelekcidt tesznek lehetdévé a
tumorfejlédés soran, ,,driver mutacioknak™ nevezziik. Azokat a géneket pedig, amelyek
ilyen elvaltozast hordoznak, igy kulcsszerepet jatszanak a daganat kialakuldsaban és
progresszidjaban, ,,driver géneknek” hivjuk. A legtobb tumorban tobb driver mutacio is
megfigyelhetd, emld-, vastagbél- és prosztatatumorokban példaul jellemzden 5-7 driver
mutacié fordul eld, hematologiai daganatokban ennél altalaban kevesebb. Szamos
daganattipus jellemz6 driver génjei a TP53, az RBI, az EGFR és a KRAS mutans
valtozatai [14, 15].

A daganatképzddés soran a sziikebb értelemben vett genetikai elvéaltozasok mellett
gyakori a nukleotidok €s a hisztonok kémiai modosulasa (DNS-metilacid, hisztonok
poszttranszlacios modifikéacioi) is. Ezek az epigenetikai moédosulasok fiiggetlenek az
els6dleges DNS-szekvencia megvaltozasatol, azonban a tumorsejtekben ily moédon
kialakult epigenom dontd szerepet jatszik a gének kifejezddésének szabalyozdsaban. A
hisztonkdd valtozasa jellemzd a daganatsejtekre: a H3 és a H2 hisztonok Kkitiintetett
helyen torténé foszforilacioja példaul serkenti a MYC, a JUN és a FOS protoongokének
expressziojat. A tumorszupresszor gének, mint a CDKN2A (ciklin-dependens kindz
inhibitor 2A), az MLH1 (MutL homolog 1) és a BRCA1 (breast cancer 1) CpG szigeteinek
hipermetilacidja is gyakori jelenség daganatokban, amely e tumorszupresszorok

transzkripcidjanak gatlasahoz vezet, ezéltal eldsegitve a tumorprogressziot [12].
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2.1.3. A rosszindulatu daganatok kezelése

Az emberi szervezetben nagyon sok kiilonbozéféle tumor rengeteg modon alakulhat ki,
ami nagyon megneheziti ezek gyogyitasat. A kezelések elsddleges célja a beteg sejtek
eliminalésa a test egészebol, azonban eldérehaladott stddiumban 1évo pacienseknél ez nem
mindig lehetséges, és ilyenkor inkdbb a betegek panaszmentes ¢letének meghosszabbitasa
valik fontossa.

Régota €s a mai napig gyakran alkalmazott hagyomanyos eljaras a tumorok sebészi titon
valo eltavolitdsa. Ezt a mddszert kiilondsen korai felismerés esetén, mig eldrehaladott
betegségeknél mas terapidkkal kombindlva alkalmazzdk a szervezet tehermentesitése
érdekében (palliativ terapia). A hagyomanyos daganatterapias lehetéségek kozé tartozik
a sugarkezelés (sugarterapia, radioterapia). Ennek sordn nagy energiaju, radioaktiv
sugarzast vagy sugarzo részecskéket alkalmaznak a tumorsejtek elpusztitdsara. Szintén
gyakran alkalmazott, klasszikus modszer a kemoterapia, amely a rdkos sejtek
gyogyszeres elpusztitdsat jelenti. A kemoterapia elénye, hogy az elérehaladott
stadiumban a szervezetben szorodd tumorsejteket is elpusztitja, igy lehetdséget ad a
metasztazisok (attétek) kialakulasanak megeldzésére. A radio- és a kemoterapia az
egészséges sejteket is karositja, ezért csak akkor hasznaljak ezeket, ha a varhato eredmény
meghaladja a mellékhatasokkal jaro hatranyokat [3].

Napjainkban szamos 10j lehetdség adodik a tumoros betegségek kezelésében, ilyen a
hormonterapia, az dssejt- €és csontveldtranszplantacio, a fotodindmids terapia, a célzott
terapia vagy az immunterapia. Célzott (targeted) terapiarol akkor beszéliink, amikor
tumorspecifikus molekularis célpontok ellen késziilt daganatellenes szereket
alkalmazunk, amelyek a rdkos sejtmiikodés szabalyozasi zavaraira, a molekularis hibakra
vannak elsdsorban hatassal. Ezzel magyarazhato, hogy a célzott terapia elvileg csak a
daganatos sejtekre hat, az egészséges szoveteket nem vagy kevésbé érinti az ilyen
gyogyszerek hatdsa. Mechanizmusuk nagyon sokféle, fiigg a daganat tipusatol, illetve az
adott molekularis hiba jellegétél. A daganatos betegek -ellatdsdban az egyik
legdinamikusabban fejlédo teriilet az immunterapia, melynek célja az immunrendszer
megerdsitése, hogy képes legyen felismerni és elpusztitani a daganatsejteket. Ez az eljaras
tehat nem kozvetleniil a daganatra, hanem az immunrendszer miikddésére hat. Bizonyos
immunterapias anyagok egyben célzott gydgyszerek is (pl. pembrolizumab, nivolumab)

[2, 16-18].
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Mind a klasszikus, mind az ijabb terapids lehetdségeket 6nmagukban és kombinalva is
alkalmazzdk az adott helyzettdl fliggden. A korai sziirésnek ¢€s a terapidk fejlodésének
koszonhetden a betegek kilatasai jelentdsen javultak az utobbi években, a legtobb terapia
azonban el6bb-utobb hatastalannd valik a kialakuld rezisztencia miatt. A
terapiarezisztencia valamennyi raktipusban, az 0sszes ismert gydgyszerrel szemben
kialakulhat, és ennek okai legalabb olyan komplexek, mint amennyire Osszetett az a

folyamat, amely a tumorsejt kialakuldsahoz vezet [19].

2.1.4. A daganatok kemorezisztenciajanak leggyakoribb mechanizmusai

A gyodgyszerrezisztencia lekiizdése nagy kihivast jelent a rdkos betegek kezelésében,
mivel megjelenése a tumor kiujulasat vagy tovabb terjedését eredményezi. A terapiaval
szembeni rezisztencia kialakuldsira szamos lehetéség van, melyek koziil kiemelhetd
egyes transzporterek, onkogének, tumorszupresszorok, az epitelidlis-mezenchimalis
atmenet (EMT) és bizonyos DNS-hibajavitasi mechanizmusok szerepe [20].

Az ABC-transzporterek (ATP-koto kazetta transzporterek) olyan transzmembran
fehérjék, amelyek nagyszamu, véltozatos tipusu molekula membranokon vald atjutasat
teszik lehetévé. Az ABC-transzporterek szerepét a kemorezisztencia kialakulasaban sok
daganattipus (pl. emld-, prosztata-, tiidotumor) és sokféle kezeldszer (pl. cisplatin,
paclitaxel) esetén leirtak mar. Ennek molekuldris magyarazata, hogy az MDR
(multidrogrezisztencia) génekrdl atirodo fehérjék efflux pumpa aktivitdsuk révén képesek
Az onkogének kozil az EGFR-nek, az Akt-nak, az ERK-nek és az NF-kB-nek van
kitiintetett szerepe a kemorezisztencia kialakuldsaban. Az EGFR génjének mutacioja és a
fehérje tultermelddése tiido- €s petefészekdaganatokban docetaxellel és 5-fluorouracillal
szembeni rezisztenciat okoz az Akt, az ERK és az NF-xB utvonalak aktivalasa révén
[24, 25]. Az Akt hiperaktivitdsa a Bad apoptotikus fehérje foszforildlasa révén gatolja az
apoptozist és aktivalja az NF-kB-t, amely hozzéjarul a cisplatinnal szembeni rezisztencia
kialakulasahoz tiid6- és petefészektumorokban [26]. Az ERK talmiikddése is hozzajarul
a rezisztencia kialakitdsahoz, és ezt tobbnyire a RAS géneket érintd mutaciok valtjak ki.
Petefészekdaganatokban a HRAS mutéci6 ilyen mechanizmussal okozhat cisplatinnal
szembeni rezisztenciat [27]. Az aktivalt NF-kB serkenti tobbek kozott a Bel-2, a survivin
¢s az Akt transzkripcidjat, igy hozzdjarulva a cisplatinnal szembeni rezisztencia

kialakuldsdhoz példaul hugyholyagrakokban [28]. A tumorszupresszorok koziil a p53
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funkcidvesztésének van szerepe a cisplatinnal szembeni rezisztencia kialakulasaban
tiidédaganatok esetén [29].

Az epitelidlis-mezenchimalis atmenet (EMT) ismert jelenség a daganatokban. A
mezenchimalis fenotipusuva alakulé tumorok agresszivabbak, motilitasuk fokozodik, és
ennek kovetkeztében nd az attétképzd képességiik, igy rosszabb prognozissal tarsulnak.
Az EMT prosztatatumorokban hozzajarul a docetaxellel szembeni rezisztencia
kialakulasahoz [30].

A DNS-hibajavitasban részt vevo fehérjék koziil az ERCCI-nek (excision repair 1,
endonuclease non-catalytic subunit) van jelentds szerepe a rezisztencia kialakuldsaban.
Melandémaban kimutattdk, hogy az ERCCI taltermelddése noveli a cisplatinnal szembeni
rezisztenciat [31].

2.1.4.1. A taxanrezisztencia leggyakoribb mechanizmusai

A taxanalapt kemoterdpias szerekkel szemben, mint a paclitaxel és a docetaxel, sokféle
modon alakulhat ki rezisztencia. A taxanlebont6 enzimek koziil kiemelkednek a citokrém
P450 monooxigenazok 3A ¢s 2C alcsaladjai, igy érthetd, hogy ezek magas expresszidja
¢s emelkedett aktivitdsa taxdnrezisztencia megjelenését eredményezheti [32]. A
kemorezisztencia kialakuldsanak leggyakoribb okozdi, az ABC-transzporterek fontos
szerepet jatszanak a taxdnrezisztencidban is, melynek legjellemzOobb kivaltéja a
P-glikoprotein tultermelddése [33]. A taxanok a tubulinhoz kapcsolodva fejtik ki
hatasukat, és a kiillonb6zd tubulin-izoformakhoz eltéré erdsséggel kotddnek. Ha a
sejtekben olyan izoforma valik domindnssa, amely irdnt a taxdnok kis affinitassal
rendelkeznek, akkor szintén rezisztencia alakulhat ki. Ugyanezt a hatast valtjak ki a
tubulin génjében bekovetkezd mutaciok, amelyek megvaltoztatjdk a fehérje
térszerkezetét [34]. A taxdnrezisztencia kialakuldsédban tovabba szerepet jatszhat a HIF 1o
¢s az antiapoptotikus multidomén Bcl-2 fehérjék (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1) hibas miikddése,
illetve bizonyos nem kdédold6 RNS-ek jelenléte is [34].

2.2. Fej-nyaki tumorok

A fej-nyaki tumorok a kulcscsont €s a koponyaalap kozott elhelyezkedd teriiletrdl (az
orriireg, az orrmellékiiregek, a nyalmirigyek, a szdjlireg, a garat és a gége) kiindulo
daganatok. A fej-nyaki tumorok 90%-a laphamrak (squamous cell carcinoma, SCC). A
fej-nyaki laphamrak (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) gytjtéfogalom,

amely magaba foglalja a szdjiireg, a garat, a gége, az orr- ¢s orrmellékiiregek, valamint a
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nyalmirigyek ilyen tipusu megbetegedéseit. A fej-nyaki tumorok emlitésekor altaldnosan
a lapham tipust daganatokra gondolunk. A fej-nyaki tumorok lokaliz4ci6 alapt
megkiilonboztetése a mai napig fontos, mivel eredetiik szerint igen eltéréen viselkednek.
A tumor kiindulasi helyén kiviil a daganat malignitasanak, prognozisanak és a kezelési
protokoll meghatirozasanak dontd tényezdi a stddium, a TNM (tumor, regionalis
nyirokcsomo, tdvoli metasztazis) statusz és a hisztologiai differencialtsagi fok (grade)
[2, 35]. Bar az elmult években vildgszinten csdkkent e tumorok incidencidja, és mortalitas
tekintetében is kiszorultak a tiz leggyakoribb tumortipusbol, Magyarorszagon a férfiak
korében tovabbra is a hatodik leggyakoribb daganatos betegségcsoport, amely negyedik

helyen szerepel a haldlozast tekintve [5, 8].

2.2.1. Fej-nyaki tumorok kialakulasaban szerepet jatszo faktorok

Sokaig ugy véltek, hogy a fej-nyaki tumorok kialakuldsdban a {6 kockazatot az
alkoholfogyasztéas és a dohdnyzas jelenti. Mara beigazolodott, hogy e két kivalto tényezo
mellett a human papillomavirus (HPV) is jelentés kockazati tényezd, amely a
méhnyakrak mellett a fej-nyaki tumorok kozel felében jarul hozza a daganatos
elvaltozashoz. A HPV-pozitiv daganatok viselkedése jelentdsen eltér a HPV-negativ
daganatokétol, ezért megkiilonboztetésiik minden esetben lényeges. A HPV-negativ
tumorok esetén az elvaltozas kialakulasat a jelatviteli Gtvonalakban fontos fehérjék
valamelyikét kodold gén mutdcidja vagy amplifikidcidja okozhatja. A fej-nyaki
tumorokban legtdbbszor eléfordulo ilyen elvaltozasok a p16 ™A a ciklin D1, a PIK3CA
(foszfatidil-inozitol-3-kindz katalitikus alegysége), a c-Met (hepatocita novekedési faktor
receptor) és a pS53 génjeiben jelentkeznek. Azonban nem minden elvaltozasnak van
patologiai vagy klinikai jelentdsége. A genom elvaltozasai mellett, €és gyakran attol
fiiggetleniil, okoznak problémat a transzkriptomban és a proteomban jelentkez6 eltérések
is [36-38].

2.2.1.1. Kornyezeti tényezok

A dohanyzis, mint etioloégiai tényezd szerepe régdta ismert a daganatok
patogenezisében. A dohanyflistben szamos karcinogén agens taldlhato, amelyek a
daganatképzddésben szerepet jatszo jelatviteli utvonalak koziil tobbet is aktivalnak.
Korabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy a fej-nyaki tumorok kialakuldsa és a dohanyzas
kozott is fennallnak ezek az Osszefiiggések [39, 40]. Az alkoholfogyasztas gyakran a

dohényzassal egyiittesen fenndlld jelenség a daganat kialakuldsa sordn, azonban az
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alkoholfogyasztas mar onmagéaban is megndveli a fej-nyaki rakok kialakuldsdnak esélyét
[41]. Mind a dohanyzas, mind az alkoholfogyasztds daganatképzd hatdsa a megfeleld
¢életmoddal kikiiszobdlhetd lenne.

A HPYV a vilag egyik legelterjedtebb, szexualis és nem szexudlis Gton egyarant terjedd
virusa, amely a boron és a nyalkahartydkon okoz elvaltozasokat. A duplaszala DNS-sel
rendelkezé human papillomavirusok csoportja kézel 200 ismert virust foglal magaba,
azonban ezek koziil csak néhany térzs (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73 ¢és 82) tartozik a magas rakrizikoju kategoriaba, és a HPV-pozitiv fej-nyaki
daganatok 90%-aban a viruscsalad HPV 16 tagja fordul el6. A virusinfekcio tobbnyire a
szajgaratban lokalizalodik [36].

A CDKN24 gén két fehérjét, a p14*RF_et és a pl6™K4 -t kodol. A p14°RF részt vesz a p53
tumorszupresszor fehérje aktivaldsaban, mig a p16™K44 a ciklin-D1 és ciklin-fiiggd kinaz
4/6 (CDK4/6) komplexet gatolja, igy a pRb (retinoblasztoma fehérje) gatlo
hiperfoszforilaciojanak gatlasaval még a restrikcids pont elétt megallitja a sejtciklust. A
HPV transzformal6 géntermékei, amelyek a sejt malignus transzformaldsahoz vezetnek,
az E6 ¢és az E7 fehérjék. A virus E6 fehérjéje a gazdasejt endogén p53 fehérjéjének
poliubikvitinaldédasat és proteaszomalis lebontasat segiti el a hozza kapcsolt ubikvitin-
ligaz altal. Ez szdmos mechanizmus révén csokkenti az apoptoziskészséget €s (elsdsorban
a p21 fehérje hidnya altal) dereguldlja a sejtciklust. Ezzel parhuzamosan a virus E7
fehérjéje a pRb gatlasaval fejti ki transzformalo hatasat. A pRb gatlasa a sejtciklus elsé
elkotelezd 1épésének megtételét, vagyis a restrikcids pont atlépését serkenti, ugyanis
ennek kulcslépése az E2F transzkripcios faktor felszabadulasa a pRb moduldlo hatasa alol
(3. 4bra). Szamos gén kozott a pl6™K4A tumorszupresszor kifejezédése is a pRb-E2F
komplex szabalyozésa alatt all: a pRb-E2F komplex gatolja, a szabad E2F pedig serkenti

6NK4A expresszidjat. Végeredményben a pRb inaktivacioja a pl6™K4A fokozott

a pl
expressziojahoz vezet [42, 43].

A HPV jelenléte a betegek talélését és a kezelésekre adott valaszt egyarant befolyésolja,
ezért a HPV statusz meghatarozasa a diagnosztikai eljaras fontos részét képezi. A HPV
kimutatasanak gyakori médja a virus DNS-ének PCR-rel val6 sokszorositasa megfeleld
primerekkel. Ezen kiviil a pl6™%4A overexpresszidja szignifikdns dsszefiiggést mutat a

HPV jelenlétével, igy alacsony kdltsége miatt a p16™K4A detektalasat (in situ hibridizacio,

immunhisztokémia) is gyakran alkalmazzak a HPV jelenlétének igazolasara [37].

18



A HPV-infekci6 és ennél fogva a szdjgarati régié rakos megbetegedése szignifikansan
Osszefiigg a szexualis partnerek szaméval. A mara sok orszadgban kotelezévé tett HPV
elleni oltasok megeldzik a HPV-infekcidt, €és az ezzel 6sszefiiggd méhnyakrak mellett a
széjgarati daganatok el6fordulasdnak csokkenéséhez is vezetnek. A HPV-indukalta
daganatok megeldzését eldsegitené, ha a ndk mellett a férfiak szamara is kotelezéveé

tennék a HPV elleni védooltast [44, 45].

9. 9 0O INK4a/ARF

Ubikvitinacio
Degradacio

3. abra: A HPV dltal befolydsolt és tumorképzodésben jelentds szerepet betolto
Jjelatviteli utvonalak. A virus E6 génje a p53, mig E7 génje a pRb miikodését gatolja
[42]

A HPV mellett az Epstein-Barr-virus (EBV) infekcid is vezethet fej-nyaki tumorok
kialakulasdhoz. Az EBV kiilondsen a nazofaringealis karcinomak esetén jellemzo kivalto
tényez6, és az ilyen megbetegedés Azsia délkeleti részén gyakori. Az EBV a herpesz
virusok csaladjaba tartozik, amely els6sorban a B-sejteket és a hamsejteket képes
megfertézni. A termelt virusfehérjék onkogenezist valtanak ki, gatoljak az apoptozist,
fokozzak a genom instabilitasat, valamint kontrollalatlan sejtosztédast és migraciot

valtanak ki [46].
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2.2.1.2. Molekularis tényezok

Az el6z6 pontban is emlitett p16"™K¥4A tumorszupresszor protein alapvetd feladata a
sejtciklus szabalyozasa a pRb utvonal gatlasan keresztiil. A pl6™K4A fehérje HPV-
indukalta daganatokban mindig emelkedett mennyiségben van jelen, de HPV-negativ
tumorokban is tiltermelddhet. Vagyis a p16™K4A tiltermelése nem feltétleniil jelzi HPV
jelenlétét. A pl6™K4A fehérje szintje ugyan hatdssal van a klinikai prognozisra, a
tultermelés oka azonban ebbdl a szempontbol nem Iényeges, igy az alkalmazando terapia
kivéalasztasat sem befolyasolja. A pl16™K4A fehérjét kodold gén, a CDKN2A inaktivalo
mutacidja a fej-nyaki tumorok 15-20%-ban fordul eld, és ez jellemzden a dohanyzok
korében vezet daganatképzdédéshez [37, 47, 48].

A ciklin-D1 egy sejtciklusszabalyozo elem, taltermelése rovidebb G1 fazist, és ezaltal
felgyorsult proliferaciot eredményez. A ciklin-D1-et kddolé CCNDI gén mutacidja a
HNSCC-k 40%-ban fordul eld. Ezzel szemben a ciklin-D1 tultermelédése a fej-nyaki
daganatok 75%-ara jellemzd, de ennek klinikai relevancidja még vitatott [49-51].

A PI3K (foszfatidil-inozitol-3-kindz) egy katalitikus €s egy szabalyozo alegységbdl
felépiilé fehérje. A katalitikus P110a (PIK3CA) alegységet a PIK3CA gén kodolja.
Szamos jelatviteli utvonal aktivalasdban részt vesz, ezaltal szerepe van a sejtek
legfontosabb feladata az Akt protein aktivalasa. A PIK3CA mutéicidja a HNSCC-k
5-15%-aban fordul el6 [52, 53].

A c-Met tirozin-kindz receptor fehérjét a MET gén kodolja. Szdmos jelatviteli utvonal
(pl. MEK/ERK, PI3K/Akt, STAT, NOTCH) aktivalasa révén szinte valamennyi, a sejt
miikddése szempontjabdl fontos funkcid szabalyozasaban részt vesz. A c-Met génjének
mutacioja €s a fehérje taltermelése sokféle daganatban jellemz6. A fej-nyaki tumorok
nagyjabol 5%-a MET-muténs és kb. 70%-a tultermeli a fehérjét [54, 55].

Daganatokban gyakran szenved mutacidt a 7P53 gén, amely a p53 fehérjét kodolja. A
p53 fehérje elsdszdmu tumorszupresszor fehérje, amely kiemelt szerepet jatszik a
sejtkarosodasok tovabb orokitésének megakadalyozasaban, ugyanis a sejtciklus gatlasa,
a programozott sejthalal eldsegitése, valamint az antioxiddns védekezés fokozasa és a
vaszkularizacio akadéalyozasa mellett a DNS-hibajavité mechanizmusok aktivalasaban is
kozremiikddik. A fej-nyaki rakokban az esetek tobb mint 80%-aban fordul elé valamilyen

elvaltozasa [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 jatszanak a fej-nyaki
tumorok kialakuldsédban, prognosztikai markerek is egyben.

A HPV-statusz prognosztikai szerepe fej-nyaki daganatokban a szakirodalomban igen
ellentmondasos. Egyes klinikai vizsgalatok kedvezdbb tulélést mutattak ki HPV-pozitiv
tumorral rendelkezd betegek esetében [58], mig masok nem taldltak hasonl6 Osszefiiggést
[59]. A szajgarati régioban viszont, ahol a leggyakoribb a HPV infekcio, egyértelmiien
jobb tulélést mutatnak a HPV-pozitiv esetek [60].

A c-Met esetén mind a gén mutacidja, mind pedig a fehérje taltermelddése Osszefiiggést
mutat a progresszioval. Mutacio jelenlétében és a fehérje tiltermelddése esetén egyarant
rosszabb a paciensek tulélési esélye [61].

A PIK3CA gén mutacidja vagy a fehérje taltermelddése a sejtekben egyértelmi
Osszefiiggést mutat a betegek tulélésével. Ezen elvaltozdsok megléte esetén a betegek
tulélése rosszabb, mint azok hianyaban [62].

A p53 szerepe mint prognosztikai marker sem teljesen egyértelmii. Soland és munkatarsai
Osszefoglalo cikkiikben 11 tanulmanybol 6 esetben talaltak 6sszefiiggést a p53-expresszio
¢s a tulélés kozott, mig tovabbi 5 esetben ezt a kapcsolatot nem sikeriilt igazolni. Azokban
a tanulmanyokban, amelyekben szignifikdns Osszefiiggést tartak fel, a p53 fokozott
expresszidja minden esetben rosszabb kimenetellel jart. Ennek egyik oka lehet, hogy a
tumorsejtekben a tultermelddott pS53 fehérje tobbnyire abnormalis aktivitast vagy

funkcionalis sériilést mutat [63].

2.2.2.1. Az epidermadlis novekedési faktor receptorcsalad
Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) csalad a tirozin-kindz receptorok

csoportjaba tartozik. A PI3K/Akt, MEK/ERK, a PLCy és a STAT jeltaviteli utvonalak

--------

HER-4) tartozik, amelyek a plazmamembranba vannak agyazva. Ligandkotés hatdsara az
EGFR csalad tagjai hetero- vagy homodimert képeznek. A HER-2 fehérjéhez nem képes
ligand k&tddni, dimerizacid révén tirozin-autofoszforildcioval valik aktivva. A HER-3
nem rendelkezik 6nallo tirozin-kinaz aktivitassal, de transzfoszforilaciora képes, vagyis
csak heterodimer formajaban aktivalja a jelatviteli utvonalakat. A kiilonb6z6 dimerek

eltéré enzimeket képesek aktivalni a ligandtol és a foszforilacids helytdl fiiggden [64].
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Az EGFR hat autofoszforilacids hellyel rendelkezik (Y992, Y1045, Y1068, Y1086,
Y1148 ¢és Y1173), amelyek koziil a Y1068, Y1148 és Y1173 a jelentésebbek [65] és az
Y1068 vesz részt leggyakrabban a MEK/ERK utvonal aktivalasdban [66].

Az EGFR-t a fej-nyaki tumorok kb. 90%-a termeli tul. Az EGFR csalad fehérjéit kodolo
gének koziil az EGFR és a HER-2 amplifikacidja fordul el6 — jellemzden HPV-negativ —
fej-nyaki tumorokban [37]. Szdmos korabbi vizsgalat igazolta, hogy az EGFR magas
szintje szignifikdnsan rosszabb tulélést eredményez HNSCC-kben [67], mig mas

kutatasok soran ezt az 6sszefliggést nem sikeriilt igazolni [68, 69].

Sejtmag

4. abra: Az EGFR-csaldd altal aktivdlt jelatviteli utvonalak: a PLCy, a PI3K/Akt,
a STAT és a MEK/ERK ttvonal [70]

A fehérjecsalad masik harom tagja is fontos marker lehet fej-nyaki daganatos betegségek
esetén. Kordbbi vizsgéalatok kimutattdk, hogy a HER-2 ¢és a HER-3 fehérjék
overexpresszioja vagy a génjeik amplifikacidja onmagaban is Osszefiiggésben van a
betegek tulélésével. Erdsebb oOsszefliggést kaptak, ha a két fehérje egyiittes fokozott
a legrosszabb a betegek tulélése. A HER-4-gyel kapcsolatban nem mutattak ki ilyen
jellegli Osszefiiggést, amelynek egyik oka lehet, hogy viszonylag kis mennyiségben

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

A connexin 43 (Cx43) a connexinek csalddjaba tartozé fehérje, amely sejtkapcsold
struktarak (gap junction) kialakitasaban vesz részt. Ezeknek a sejtkapcsold struktaraknak
a szomszédos sejtek kozotti mechanikai kapcsolat ¢s kommunikacié kialakitasdban van
szerepilk. A Cx43 részt vesz a proliferacid, az apoptozis ¢és a differencidcid
szabalyozasaban. A Cx43 fehérje expresszidja szignifikans Osszefiiggést mutat a
fej-nyaki tumoros betegek tulélésével, azaz a fehérje magasabb expresszidja jobb
prognoézissal tarsul [72, 73]. A Cx43 mennyiségének csokkenése a tumorsejtekben
Osszefiiggésbe hozhatd a fokozott invazidval és metasztazisképzéssel [74].

A Cx43 B C

Csatorna Gap junction

intracelluldris tér

~ __— sejimembrin
J [\ _/\ extraccllularis ter e — T —
ﬂ ﬂ extracelluldris tér
imtracellularis tér ] 1.‘,‘;_\.,,\ _

— - sejtmembran

Cx43 intracelluldris tér
N hexamer
C sejtek kozotti kommunikacio

5. abra: A Cx43 fehérje felépitése: (A) a Cx43 monomer szerkezete, (B) a Cx43
hexamer altal kialakitott csatorna és (C) a Cx43 csatornak altal kialakitott

sejtkapcsold struktura (gap junction) [75]

A Cx43 szerkezetét tekintve egy hosszu C-terminalis farokbol, négy transzmembran
doménbdl és egy rovidebb N-termindlis farokbol all (5. abra). Hat alegység
transzmembran doménjei Osszedllva képeznek egy csatornat. A kialakult csatornak
Osszekotik a szomszédos sejteket €s lehetove teszik a kisméretli molekuldk cseréjét.
A C-terminalis régid tartalmazza a szabalyozd részeket, Gigymint poszttranszlacios
modosito helyek, illetve transzkripcios faktorok, citoszkeleton elemek és egyéb fehérjék
kotéhelyei. Az N-terminalis doménnek pedig a csatorna nyitasaban és zarasaban van
szerepe. A Cx43 egyik legfontosabb poszttranszlaciés modosulasa a foszforilacio, amely
modositast Osszefliggésbe hoztdk a fehérjemolekuldk membranba helyezddésével és
funkcionalis valtozasaval. A fehérje defoszforilacioja gatolja a csatornak funkcidjat, és
akadalyozza kihelyezddésiiket a sejtmembranba. Szamos jelatviteli fehérjérdl kimutattak

mar, hogy kozvetleniil képes kapcsolodni a Cx43-hoz. Ilyen fontos fehérjék példaul az
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EGFR, az ERK ¢és az Akt. Egymasra gyakorolt hatdsuk révén a sejtek kozotti

kommunikécioban és a jelatviteli kaszkadok aktivitdsdban torténik valtozas [76-78].

2.2.3. Fej-nyaki tumorok kezelése

A fej-nyaki tumorok kezelése Osszetett feladat, tobb fontos valtozd figyelembevételét
igényli. Az egyik fontos tényez6 a daganat stadiuma, amely alapjan megkiilonboztetiink
lokoregionalis €s metasztatikus tumorokat, melyeknek hagyomanyos terapidja eltéro.
Lokoregionalis daganatok esetében operacio, sugarkezelés vagy kemoterapia (cisplatin)
lehetséges, mig metasztatikus tumorok esetén kemoterdpidt (cisplatin, carboplatin,
docetaxel, paclitaxel, methotrexate ¢és/vagy S-fluorouracil) szoktak alkalmazni. A
cisplatin és a carboplatin in vivo képesek keresztkotést kialakitani a DNS-sel. Ezt a
DNS-hibajavité mechanizmusok nem tudjék kezelni, emiatt beindulhat az apoptozis. A
docetaxel és a paclitaxel taxdnalapu gyogyszerek. A taxdn a mar beépiilt tubulinhoz
kapcsolddik, ezaltal gatolja a mikrotubulusok depolimerizaciojat, €s igy a sejtek normalis
osztodasat. A methotrexate gatolja a dihidrofolat reduktdz muikodését, ezaltal
akadalyozza a DNS- és az RNS-szintézist. Az 5-fluorouracil pedig egy pirimidinanalég,
amely gatolja a timidilat szintézisét, vagyis ez is a nukleinsavszintézisre van negativ
hatassal, amely végiil timinmentes sejthalalhoz (thymineless cell death) vezet [79].
Abban az esetben, ha tarsbetegségek akadalyozzak a citotoxikus kemoterapia hasznalatat,
EGFR-ellenes célzott terapidval (cetuximab) kombinalt radioterdpiat alkalmazhatnak.
Mindezek mellett az FDA (Food and Drug Administration) az immunellendrzési pont
fehérjének kolcsonhatasat befolydsold és igy a T-sejtes immunvalasz kialakulasat
eldsegitd immunterdpids lehetdségeket is jovahagyott: visszatérd €s metasztatikus
HNSCC-k esetén a pembrolizumabot és a nivolumabot, nem reszektalhato6 HNSCC-k
esetén pedig a pembrolizumabot mint elsddleges terapiat. Ennek alapja, hogy a
tumorsejtek gyakran taltermelik a Programmed death-ligand 1 (PDL-1) fehérjét, amely
az aktivalt T-sejtek Programmed death 1 (PD-1) receptorahoz kétddve képes deaktivalni
a T-sejteket a tumor mikrokdrnyezetében [18, 80]. A pembrolizumab és a nivolumab
PD-1 ellenes antitestek, amelyek blokkoljak a kapcsolatot a PD-1 ¢és ligandja, a PDL-1
kozott, ezéltal javitva a betegek talélését a standard terapiahoz képest.

2.2.3.1. Kemoterdpia és prediktiv markerei fej-nyaki tumorokban

A kemoterapia sikerességének eldrejelzésére igen kevés molekularis markerrel

rendelkeziink. Fej-nyaki tumorokban cisplatin és 5-fluorouracil kezelés tekintetében az
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ERCCl-et azonositottdk mint prediktiv molekuldris markert. A kezelési stratégiat
tekintve fej-nyaki tumoroknal nagyon gyakran alkalmaznak indukcids kemoterapiat,
amely docetaxel, cisplatin és S-fluorouracil (TPF) egyidejii alkalmazasat jelenti.
Boguszewicz egy atfogd tanulméanyban Osszegylijtotte azokat a géneket és fehérjéket,
amelyek fej-nyaki tumorokban potencidlis prediktiv markerek lehetnek indukcios
kemoterapia esetén. A teljesség igénye nélkiil ilyen gének lehetnek az EGFR, a HER-2,
a VEGFR (vascular endothelial growth factor), a Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), az ERCC1
¢s a p53 fehérjeket kodolod gének. Az indukcids kemoterdpia sikerességét elore jelzd
fehérje pedig lehet tobbek kozott a pl6™K4A és a p53 [81, 82]. Ezeken kiviil a Cx43
paclitaxel alkalmazasa sordn meriil fel mint lehetséges prediktiv marker [83]. Kordbbi
kutatas soran glioblasztomakat vizsgalva kimutattak, hogy magasabb Cx43-expresszid
érzékenyiti a tumorsejtvonalakat paclitaxellel szemben. Ezt a jelenséget azzal
magyaraztak, hogy a magasabb Cx43-expresszioval egylitt alacsony Bcl-2-expresszio
figyelhetdé meg. A Bcl-2 antiapoptotikus fehérje, amelynek hidnyaban konnyebben
kovetkezik be sejthalal [84].

2.2.3.2. Lehetséges terapids célpontok fej-nyaki tumorokban

Napjainkban tobb célzott daganatterdpids szer (antitest vagy tirozin-kinaz-inhibitor)
rendelkezik FDA vagy EMA (European Medicines Agency) engedéllyel és van
forgalomban valamilyen daganattipus esetében. Bar a gatolt fehérje a legtobb esetben
pontosan meghatarozott és specifikus célpont, csak néhany esetben ismeriink olyan
molekularis markereket, amelyekkel megjosolhatnank és kivalaszthatnank azt a
betegpopulacidt, ahol a gyogyszer hatdsfoka a legjobb lenne. Fej-nyaki tumorok
kezelésénél szamos lehetoség koziil a cetuximab az egyetlen engedélyezett célzott

terapids szer, amihez nagyban hozzéjarul az ismert molekularis markerek hianya.

2.2.3.2.1. Az epidermalis novekedési faktor receptorcsalad

A Kklinikai gyakorlatban tobb EGFR-gatloszer is elérhetd a betegek szdmara, amelyek
lehetnek monoklondlis antitestek (cetuximab ¢és panitumumab), vagy kismolekulas
tirozin-kindz-inhibitorok (erlotinib, gefitinib, lapatinib, afatinib) [85]. Az antitestek az
eddigi klinikai vizsgélatok szerint fej-nyaki tumorokban javitjak a progresszidmentes
tulélést, de a teljes tulélést nem. Az erlotinib €s a gefitinib a fej-nyaki tumoros betegeken
végzett klinikai vizsgélatok szerint nem fejtettek ki jelentds hatdst, messze nem valtottak

be a hozzdjuk fliztt reményeket, a lapatinib pedig nem okozott szignifikans javulast. Az
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eddigi vizsgélatok alapjan az afatinib lehet hatdsos kezeldszer, amely egy irreverzibilis,
az EGFR-csaldd gyakorlatilag Osszes tagjara hato vegyiilet [79]. Osszességében
elmondhatjuk, hogy az anti-EGFR terapidk csak bizonyos pacienseknél mikodnek. A
terapia sikerességének eldrejelzése nehézkes, mivel az EGFR génjének mutacidja,
valamint a fehérje expresszidja €s az anti-EGFR terapiak hatékonysaga gyakran nem
korrelal egymassal. Mégis a tapasztalat azt mutatja, hogy bizonyos esetekben az EGFR
gatlasa fej-nyaki tumorokban sikeres terapids stratégia, illetve mas kezelésekkel
kombinalva is hatasos lehet. Az anti-EGFR terapidk sikerességének eldrejelzéséhez
elengedhetetlen annak felderitése, hogy milyen molekularis hatterii betegeknél miikodnek

ezek és mely esetekben nem [37].

2.2.3.2.2. A MEK/ERK jelatviteli utvonal

A MEK/ERK jelutat az EGFR aktivéalhatja. A jelut els6 tagja a Ras fehérje (Rat sarcoma
protein), amely egy tobb mint 100 taggal rendelkezé fehérjecsaldd valamelyik
képviseldjét jelenti. Leggyakrabban eléfordul6 és daganatokban leginkabb érintett tagjai
a K-Ras, az N-Ras ¢és a H-Ras. A RAS gén a human daganatok jelentds részében muténs.
Az Utvonal mésodik 4llomésa a Raf protein (MAP3K, mitogen-activated protein kinase
kinase kinase), amely egy szerin-treonin kindz. A Raf név szintén egy fehérjecsaladra
utal, amelynek tagjai az A-, a B- és a C-Raf. Ezeket a fehérjéket kodolo génszakaszok is
gyakran szenvednek mutéacidt tumorsejtekben. A legjellemzobb képviseldjiik a B-Raf,
amely kozvetleniil aktivalja a MEK (MAP2K, mitogen-activated protein kinase kinase)
fehérjét. A MEK egy szerin-treonin kindz, amely hdrom gyakori homologgal rendelkezik:
MEK-1, -2 ¢s -3. A fehérjefoszforilacioban legaktivabban a MEK-1 vesz részt. Feladata
az ERK (extracellular signal regulated protein kinase, MAPK, mitogen-activatd protein
kinase) aktivalasa, amely két izoformaval (ERK1 és ERK?2) rendelkezd szerin-treonin
kindz. Transzkripcids faktorokat, foszfatdzokat, kinazokat és sejtvazelemeket aktivalhat
az ¢érkezd jeltdl fiiggden [86-89]. A MEK/ERK jeléatviteli utvonal tehat a sejtek
vesz részt. Klinikai relevanciaja fej-nyaki tumorokban a HRAS, a KRAS G12C és a BRAF
G464R/G469R mutacioknak lehet, bar egyik sem tul gyakori. Vizsgalatuk mégis fontos
lehet, mivel jelenlétik EGFR-inhibitorokkal (pl. cetuximabbal) szembeni rezisztenciat

okoz [47, 90].
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Mivel a MEK/ERK utvonal tagjai koziil az elsd ketté génjei gyakran mutdlodnak,
azonban gatlasuk nem mindig bizonyul sikeresnek és jelenlétik EGFR-gatlokkal
szembeni rezisztenciat okoz, logikus stratégia, hogy az utvonalat az ezek utan szerepeld
fehérjek gatlasaval inaktivaljak. Ezt altaldban MEK-inhibitorokkal teszik. Ezek tobbnyire
kisméretii molekuldk, amelyek irreverzibilisen kotddnek a fehérje aktiv centrumanak
kozelében, ezzel akadalyozva a MEK miikodését. Az utdbbi években kiilonbozo
daganattipusoknal tobb MEK-gatlot is sikeresen alkalmaztak, amelyek koziil
kiemelkedden teljesit a trametinib, a selumetinib (AZD6244) és a PD-0325901 [91-94].

2.2.3.2.3. A PI3K/Akt jelatviteli utvonal

A PI3K/Akt utvonalra is kozvetlen hatast gyakorol az EGFR. Az utvonal egyik tagja, az
Akt egy szerin-treonin kinaz, amely a PI3K-16l érkez0 jelek kozponti elosztdja. Komoly
fehérjéket. A jelut egy masik tagja pedig az mTOR, amely szintén egy protein-kinaz
csalad tagjat jelenti, €s nem csak az Akt-t6l, hanem mas fehérjéktdl is kaphat jelet, ezaltal
nagyon sok molekulara van hatassal. Ezzel iranyitja a lipidbioszintézist, a sejtek
taplalékellatasat és energiahelyzetét, a stresszre adott valaszt, a sejtvaz szervezddését, a
transzlaciot, valamint a talélést is. Miikodése dsszetett és tobb fehérje egymasra gyakorolt
hatdsan alapszik. A PIK3CA fokozott aktivitdsat €s a génjében jelentkezd mutacidkat

Osszefliggésbe hoztak daganatsejtek EGFR-gatlokkal szembeni rezisztencidjaval [52, 95].
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3. Célkituzések

Kutatdsunk  sordn  egyrészt  tumorprogresszids  markerek  expresszidjanak
meghatdrozasaval és a fej-nyaki daganatok viselkedésével, taxanalapt kezelésre adott
valaszaval vald Osszefiiggésének vizsgalataval foglalkoztunk. Madsrészt potencialis
terapias célpontok azonositdsara ¢és gatlasuk vizsgalatara forditottuk figyelmiinket
fej-nyaki tumorokban.
A bemutatasra keriild munka konkrét célkitiizései a kovetkezdk voltak:
e Fej-nyaki tumorsejtvonalak paclitaxelérzékenységének meghatarozasa.
e A Cx43 ¢és a Bcel-2 fehérjék mint tumorprogresszios markerek expresszidjanak
megallapitdsa fej-nyaki tumor eredetii sejtvonalakban és szovetmintakban.
e A Cx43 mennyiségének a Bcl-2 expresszidjara és a  sejtek
paclitaxelérzékenységére gyakorolt hatasanak kifejtése.
e A (Cx43- ¢és a Bcl-2-szintek klinikopatologiai paraméterekre és a taxanalapu
terapiara adott valaszara gyakorolt hatasanak megadasa.
e Fej-nyaki tumorsejtvonalak EGFR- ¢és MEK-gatlokkal, valamint ezek
kombinacidjaval szembeni érzékenységének meghatarozasa.
e Az EGFR, valamint jelpalydiban (MEK/ERK ¢és PI3K/Akt jelatviteli utak)
résztvevo fehérjék expresszidjanak €s aktivitasdnak mérése.
o Osszefiiggés keresése a sejtvonalak gatloszerérzékenysége és a fehérjék
expresszios €s aktivitasi adatai kozott.
e Az EGFR ¢és a pY1068-EGFR mennyiségének meghatarozasa fej-nyaki tumoros

szovetmintakban, 0sszefiiggés keresése a klinikopatoldgiai paraméterekkel.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. In vitro modszerek

4.1.1. Alkalmazott sejtvonalak

In vitro vizsgélatainkhoz harom HPV-negativ fej-nyaki laphamsejtes daganat eredetii
sejtvonalat hasznaltunk: a Detroit 562-t, a FaDu-t és az SCC25-6t. Mindharom sejtvonal
az ATCC (American Type Culture Collection) sejtbankjabol szarmazott. A sejtek
fenntartasa, tenyésztése €s a kisérletek inkubacidja egyarant 37 °C-on és 5% CO»-
tartalm® parésitott inkubatorban tortént. Az alkalmazott médiumokat az ATCC altal
meghatarozott médon allitottuk Ossze.

A Detroit 562 (ATCC® CCL-138™) egy felnétt kaukazusi nébdl szarmazo pharynx
daganatos sejtvonal, amely CDKN2A4, PIK3CA ¢és TP53 génre nézve mutans. A sejtvonal
fenntartdsahoz 10% FBS-t (Foetal Bovine Serum, borju szérum; Cat. No. A5256801,
GIBCO), 1 mM natrium-piruvatot (Cat. No. BE13-115E, Lonza) és 1% MycoZap (Cat.
No. VZA-2012, Lonza) antibiotikumot tartalmaz6 EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium; Cat. No. 12-611F, Lonza) médium sziikséges [96].

A FaDu (ATCC® HTB-43™) egy 56 éves kaukézusi férfibol izolalt hypopharynx rakos
sejtvonal, amely CDKN2A4, SMAD4 ¢és TP53 génre nézve mutdns. A sejtvonal
fenntartdsahoz 10% FBS-t, 0,1% natrium-piruvatot és 1% MycoZap antibiotikumot
tartalmazé6 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Cat. No. 12-604F, Lonza)
médiumot alkalmaztunk [97].

Az SCC25 (ATCC® CRL-1628™) egy 70 éves férfibol szarmazé nyelvtumor-sejtvonal,
amely CDKN2A4 ¢és TP53 génre nézve mutdns. A sejtvonal fenntartasdhoz 10% FBS-t,
400 ng/ml hidrokortizont (Cat. No. 07925, STEMCELL) és 1% MycoZap antibiotikumot
tartalmaz6 DMEM:F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12; Cat.
No. 12-719F, Lonza) médiumot hasznaltunk [98].

4.1.2. Alkalmazott kezeloszerek

Munkank soran az FDA altal mar engedélyezett, klinikai hasznélatban 1évo gatloszereket
hasznaltunk: afatinibet, erlotinibet, selumetinibet, trametinibet és paclitaxelt. Valamennyi
kezeldszert a Selleckchemtdl szereztiik be.

Az afatinib (BIBW2992; Cat. No. S1011) az EGFR-csalad irreverzibilis gatloszere,

amely alacsony koncentracioban gatolja az EGFR vad tipusti €s mutans (L858R,
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L858R/T790M) valtozatait, valamint a HER-2-t. Az erlotinib (CP-358774; Cat. No.
S1023) egy EGFR-specifikus tirozin-kindz-inhibitor, amely a fehérje autofoszforilacigjat
gatolja. Az afatinibet és az erlotinibet is nem-kissejtes tiidorak kezelésére alkalmazzak.
A selumetinib (AZD6244; Cat. No. S1008) egy szelektiv, nem-ATP-kompetitiv MEK-
inhibitor, amely gatolja az ERK foszforildigjat. A trametinib (GSK1120212; Cat. No.
S1008) egy MEK inhibitor, amely a MEK gatldsa mellett aktivalja az autofagiat és
indukalja az apoptozist. A selumetinibet neurofibromatozis, a trametinibet pedig
melanoma kezelésében hasznaljak.

A paclitaxel (NSC 125973; Cat. No. S1150) a mikrotubulusokat stabilizalja, ezaltal
gatolja a sejtek osztodasat. Széles korben alkalmazott kemoterapids szer szamos

tumortipus esetén, példaul tiido-, eml6- €s hasnyalmirigy-daganatokban.

4.1.3. Géncsendesités (siRNS-transzfekcio)

A Cx43 fehérjét kodold gén, a GJAI (gap junction protein alpha-1) expresszidjat a ra
specifikus siRNS molekula transzfektalasdval csendesitettiik mindharom vizsgalt
sejtvonalban. A Dharmacontdl beszerzett GJAI siRNS (ON-TARGETplus Human GJA1
(2697) siRNA-SMARTpool; Cat. No. L-011042-00-0005) célpontszekvencidit az 1.
tablazat tartalmazza. Negativ kontrollként a Thermo Fisher Scientific-t6] szarmaz6 nem
targetalo (NT) siRNS-t alkalmaztunk (Silencer®Select Negative Control #1 siRNA; Cat.

No. 4390843), amely semmilyen ismert mRNS-szekvencidval nem mutat homologiat.

1. tablazat: A GJAI siRNS targetszekvenciai

siRNS szama Célpontszekvencia
J-011042-05 CAGUCUGCCUUUCGUUGUA
J-011042-06 UGACAAGGUUCAAGCCUAC
J-011042-07 GUACAUCUAUGGAUUCAGC
J-011042-08  GAACCUACAUCAUCAGUAU

A méréshez a sejteket 6 lyuku steril sejttenyésztd lemezre (Cat. No. 734-2798, VWR)
raktuk ki oly médon, hogy minden pozicioban 200.000 sejt legyen 2 ml médiumban. A
lemezt 24 oOran at inkubaltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. A transzfekciot
Lipofectamine RNAIMAX (Cat. No. 13778075, Thermo Fisher Scientific) ¢és
OPTI-MEM médium (Cat. No. 31985070, GIBCO) jelenlétében végeztiik el a gyartoi

protokollokban szerepld eljarés szerint. A 60-70%-o0s konfluenciaju sejteket transzfekcios
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eleggyel kezeltiik, amely reakcionként 240 nmol siRNS-t, 5 pl Lipofectamine RNAIMAX
transzfekcios reagenst és 500 pl Opti-MEM médiumot tartalmazott. Transzfektalas elott
az antibiotikumot tartalmaz6é komplett médiumot antibiotikummentesre cseréltiik.
A 2500 pl friss (antibiotikummentes) tenyésztdmédiumot tartalmazo lyukakhoz 500-500
ul transzfekcios elegyet adtunk hozza. A sejteket 24 oran keresztiil inkubaltuk a
transzfekcios eleggyel, ezutan a médiumot komplett tdpoldatra cseréltiik. Tovabbi 24 oras
inkubaciot kovetden a transzfektalt sejteket egyéb mérésekhez (tripankékkizarasos

sejtszamolas, Western blot és fluoreszcens dramlasi citometria) hasznaltuk fel.

4.1.4. Fehérjetiultermeltetés (plazmidtranszfekcio)

A Cx43 fehérje taltermeltetéséhez plazmidtranszfekciot alkalmaztunk valamennyi
vizsgalt fej-nyaki tumorsejtvonal esetén. A vektor a pIRES2-Cx43 plazmid volt, amely a
vad tipusi Cx43-at kodolta. Kontroll vektorként a GFP-t (green fluorescent protein)
termeld pEGFP-C1 plazmidot haszndltuk. A vektorokat David Laurence Becker
professzor (Lee Kong Chian School of Medicine, Nanyang Technological University,
Singapore) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A méréshez a sejteket 12 lyuku steril sejttenyésztd lemezre (Cat. No. 734-2324, VWR)
raktuk ki oly mdédon, hogy minden pozicioban 150.000 sejt legyen 1 ml médiumban. A
lemezt 24 oOran at inkubaltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. A transzfekciot
Lipofectamine®LTX & PLUS™ Reagent (Cat. No. 15338100, Thermo Fisher Scientific)
jelenlétében végeztik el a gyartdéi protokollokban megadott eljards szerint. A
transzfekcios elegy reakcionként 1 ug plazmidot, 2 pl Lipofectamine®LTX transzfekcios
reagenst, 2 pul PLUS™ reagenst és 200 pl Opti-MEM médiumot tartalmazott.
Transzfektalas  elott az  antibiotikumot  tartalmazé  komplett — médiumot
antibiotikummentesre cseréltiik. A 800 pl friss (antibiotikummentes) tenyésztdmédiumot
tartalmaz6 lyukakhoz 200-200 pl transzfekcios elegyet adtunk hozza. A sejteket 24 6ran
keresztiil inkubaltuk a transzfekcids eleggyel, ezutan a médiumot komplett tdpoldatra
cser¢ltiik. Ezt kovetden a transzfektalt sejteket egyéb mérésekhez (tripankékkizarasos

sejtszamolas, Western blot és fluoreszcens aramlasi citometria) hasznaltuk fel.

4.1.5. A sejtek életképességének vizsgalata MTT méréssel
Az MTT az ¢l6 sejtek mennyiségének, illetve a sejtek életképességének vizsgalatara
szolgaldé moddszer. A mérés alapja, hogy a metabolikusan aktiv sejtek felveszik a

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromidot (MTT), amely jellegzetes
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sarga szinli oldatot képez. Ezt az anyagot az oxidoreduktaz enzimek lila formazan-
kristalyokkd alakitjak. A kristalyok soésav- és Triton X-100-tartalmu izopropanolban
oldhatok, és az igy kapott oldat megfeleld hulldmhossznal mért abszorbancidja aranyos a
mintaban 1évo €16 sejtek mennyiségével [99].

A méréshez a sejteket 96 lyuku steril sejttenyésztd lemezre (Cat. No. 734-2327, VWR)
raktuk ki oly modon, hogy minden pozicidoban 4.000 sejt legyen 150 pl médiumban. A
lemezt 24 6ran at inkubaltuk, hogy a sejtek letapadhassanak. Ezt kdvetéen 5 pM-rol
indul6 harmadolé higitasi sorral kezeltik a sejteket afatinibbel, erlotinibbel,
selumetinibbel, trametinibbbel ¢és afatinib+trametinib 1:1 aranyu kombinécidjaval.
100 nM-rdl indul6é harmadolo6 higitasi sort alkalmaztunk a paclitaxel kezelés esetén. A
szereket 72 oran keresztiil hagytuk hatni.

A kezelési 1d06 letelte utan a sejtekrdl leszivtuk a médiumot, majd a lyukakba 50 pl/lyuk
PBS-ben (Cat. No. 10010-023, GIBCO) oldott 1 mg/ml koncentracioja MTT-t (Cat. No.
M5655, Sigma) mértiink. A sejteket a formazénkristalyok megjelenéséig inkubaltuk,
majd az oldat leszivasat kovetden a kristalyokat 200 pl/lyuk detergenses olddszerben
(10% Triton X-100-at (Cat. No. T9284, Sigma) és 0,001 N sosavat tartalmazo
izopropanolban (Cat. No. 20880.400, VWR) feloldottuk.

A lemezen 1év6 oldatokat BIOTEK Synergy 2 fluoreszcencia polarizacié olvaso
segitségével 570 és 635 nm-es hulldimhosszokon lemértiikk. A 635 nm-es hulldmhossz
értekek adjak a hatteret, ezt kivontuk az 570 nm-es hulldmhosszisdgon mért
abszorbanciakbol, ebbdl pedig kivontuk a vak mintak atlagdnak az abszorbancia értékét.
Microsoft® Excel segitségével tortént. A kezelt/kontroll (T/C) szazalékokat abrazoltuk a
kezelési koncentracid logaritmusanak fiiggvényében. A gatloszerek ICso értékét
GraphPad Prism® 8 program segitségével hatdroztuk meg, amely megmutatja, hogy mi
az a hatéanyag-koncentracid, amely a sejtek vitalitdsdban 50%-os csokkenést okoz. A
kiilonb6z6é kezeldszerekhez tartozd 1Cso értékeket t-probaval (a=0,05) hasonlitottuk
Ossze. A statisztikai teszteket a Statistica 13 programmal végeztiik.

4.1.6. Gyogyszerszinergizmus vizsgalata Compusyn segitségével

A lehetséges gyodgyszerszinergizmusokat €és az 50%-os effektiv dodzisndl definialt
kombinacios indexeket (CI) Compusyn programmal allapitottuk meg. A program a

median-effektus és a kombindcids index — isobologram elveken alapszik [100, 101].
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A program altal generalt értékek CI<0,75 esetén szinergizmust, 0,75<CI<1,25 additiv
hatast, mig CI>1,25 antagonizmust jelolnek [102]. Kisérleteinkben a kombinéciods
indexek kiszamitasa dallanddé koncentracidarany haszndlataval tortént valamennyi

alkalmazott kezeldszerpar esetén.

4.1.7. A sejtek életképességének vizsgalata tripankékkizarasos sejtszamolassal

A festékkizarasi teszt a sejtszuszpenzioban 1évo életképes sejtek szdmanak
meghatdrozasara szolgald6 modszer. Azon az elven alapul, hogy — az elhalt sejtekkel
szemben — a sértetlen sejtmembrannal rendelkezd ¢l6 sejtek kizarnak bizonyos
szinezékeket, mint példaul a tripankék vagy az eozin [103]. A tripankékkizarasos
sejtszamolas lehetdveé teszi, hogy az életképesség meghatdrozasa mellett egy mintat
egyidében tobbféle jellemzdé (fehérjeexpresszid, apoptdzis) meghatirozasara is
felhasznaljunk.

Az siRNS ¢és a plazmidtranszfekcio utan (4.1.3. és 4.1.4. fejezetek) a sejteket 100 nM-16l
indulé harmadol6 higitasi sorban paclitaxellel kezeltiik, amelyet 48 oOran keresztiil
hagytunk hatni. A GJAI siRNS + paclitaxel és a nem targetdld siRNS + paclitaxel
kezelést kovetden a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtek, valamint a Cx43 plazmid +
paclitaxel és kontroll plazmid + paclitaxel kezelést kovetden a FaDu sejtek életképességét
tripankékkizarasos sejtszadmolassal hataroztuk meg.

A méréshez a sejtekrdl leszivtuk a médiumot, majd PBS-sel dvatosan atoblitettiik a
sejteket az FBS eltavolitasa érdekében. A sejtekre 500 pl tripszin-EDTA (Cat. No. 15400-
054, GIBCO) oldatot mértiink, ¢és addig inkubaltuk 37°C-on, amig valamennyi sejt fel
nem jott a lemez aljardl. A sejtes oldatot ezt kdvetden 500 ul médiummal kihigitottuk,
majd 150 x g-n 4 percig centrifugéaltuk. A feliiliszot kiontottiik, a pelletet 800 ul
médiumban felszuszpendaltuk. A sejtszuszpenziobol 25 pl-t mértiink 25 pl 0,4%-o0s
tripankékoldatot (Cat. No. 93590, Sigma) tartalmazd csébe. Ezt alaposan
Osszeszuszpendaltuk, hogy a sejtek eloszlasa egyenletes legyen. A mikroszkdpos
szamlalast hemocitométerrel (Biirker-kamra) végeztiik el, amelyhez 10 pl tripankékkel
festett sejtszuszpenzidt hasznaltunk.

A kiértékelés Microsoft® Excel segitségével tortént. A kezelt/kontroll (T/C) szazalékokat
abrazoltuk a kezelési koncentracio logaritmusanak fiiggvényében. Az ICso értékeket
GraphPad Prism® 8 program segitségével szdmitottuk ki nem-linearis regresszioval. A

kiilonb6z6 ICso értékeket t-probaval (0=0,05) hasonlitottuk 6ssze. A statisztikai teszteket
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a Statistica 13 programmal végeztiik. A maradék 775 pl sejtszuszpenziot tovabbi

mérésekhez (Western blot €s fluoreszcens dramlasi citometria) hasznaltuk fel.

4.1.8. Apoptozis vizsgalata fluoreszcens aramlasi citometriaval

A fluoreszcens aramlasi citométer (FACS) berendezés szuszpendalt, egyedi sejtek
fluoreszcens ¢és fényszorasi paramétereit méri nagy sebességgel. Az apoptdzis
vizsgalatdhoz a sejtek DNS-allomanyanak €s membranjainak mindségi meghatarozasa
sziikséges. A meghatarozas soran Annexin V-FLUOS és propidium-jodid (PI) kettds
festést alkalmaznak. Apoptdzis sordn a plazmamembran citoplazmatikus feliiletén
talalhat6 foszfatidil-szerinek megjelennek a membran kiilsé oldalan, amelyeket Annexin
V-FLUOS konjugatummal lehet megjeldlni. A PI pedig egy DNS-jel6lésre alkalmas
interkalator festék, amellyel az apoptozisra jellemz6 DNS-fragmentacié tehetd lathatova
[104].

A méréshez a sejteket 24 lyuku steril sejttenyésztd lemezre raktuk ki oly médon, hogy
minden poziciéban 30.000 sejt legyen 1 ml médiumban. A lemezt 48 6ran at inkubaltuk,
hogy a sejtek letapadhassanak. Ezt kovetden 100 nM-ro6l indulé harmadol6 higitasi sorral
kezeltiik a sejteket paclitaxellel, amit 48 6ran keresztiil hagytunk hatni. A kezelési 1d6
letelte utan a sejtekrdl a feliiluszot kémcesovekbe gytjtottiik, majd a sejteket 150 ul/lyuk
PBS-sel mostuk. A sejtekre 135 pl tripszin-EDTA oldatot mértiink, és addig inkubaltuk
37 °C-on, amig valamennyi sejt fel nem jott a lemez aljarol. A sejtes oldatot ezt kovetden
150 pul médiummal és 500 ul PBS-sel kihigitottuk, majd a szuszpenziot a megfeleld
kémcsdébe pipettaztuk.

A tripankékkizarasos sejtszamoléds utdn megmaradt GJA1 siRNS + paclitaxellel és a nem
targetald siRNS + paclitaxellel kezelt Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteken, valamint a
Cx43 plazmid + paclitaxellel és kontroll plazmid + paclitaxellel kezelt FaDu sejteken is
elvégeztiik az apoptozis mérést, hogy lassuk, valtozott-e a transzfekciok kovetkeztében a
paciltaxel apoptdzisindukald hatdsa. Ehhez a sejtszuszpenziokbol 200 pl-t hasznéaltunk
fel.

Az apoptdzis detektalasahoz a sejtszuszpenziokat 250 x g-n 4 percig centrifugaltuk. A
feliiltiszo eltavolitdsa utan a pelletet 1 ml PBS-sel mostuk, majd ismét 250 x g-n 4 percig
centrifugaltuk. Ezt kovetden a sejteket a gyartoi protokollokban megadott eljaras szerint
100 pl binding bufferben (Annexin-V-FLUOS Staining Kit; Cat. No. 11988549001,
Roche) szuszpendaltuk, amely 2 pl Annexin-V-FLUOS (Cat. No. 11828681001, Roche)
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reagenst tartalmazott. A sejteket 20 percig, szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk. Az
inkubacié utdn minden cs6héz 1 ml PBS-t adtunk, majd ismét 250 x g-n 4 percig
centrifugaltuk. A pelletet 300 pl térfogata 3 pl Pl-tartalmua (10 ng/ml; Cat. No. P4170,
Sigma) PBS-ben szuszpendaltuk.

A fluoreszcens sejtpopulaciok aranyat FACSCalibur aramlési citométerrel detektaltuk, az
adatokat CellQuest Pro és Microsoft® Excel szoftverrel értékeltiik. A kiilonbdzd
kezeléseknél kapott frakcidokat t-probaval (a=0,05) hasonlitottuk Gssze. A statisztikai

teszteket a Statistica 13 programmal végeztiik.

4.1.9. Fehérjeexpresszio és -foszforilacio vizsgalata Western blottal

A Western blot a natrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
segitségével elvalasztott fehérjék kimutatasara szolgdldo moddszer. Ez az eljarés
tulajdonképpen egy immunoblot, mely soran az elvalasztott fehérjéket membranra kotjiik,
majd mennyiségiiket specifikus antitestekkel detektaljuk [105].

A méréshez a sejteket 6 lyuku steril sejttenyésztd lemezre raktuk ki oly modon, hogy
minden pozicidban 400.000 sejt legyen 2 ml médiumban. A lemezt 48 dran at inkubaltuk,
hogy a sejtek letapadhassanak. A Cx43, a Bcl-2, az EGFR, az Akt és az ERK1/2 fehérjék
expresszios szintjének ¢s az EGFR, az Akt és az ERK1/2 aktivitasdnak meghatarozasahoz
kezeletlen sejtlizatumokat hasznaltunk mindharom fej-nyaki tumorsejtvonal esetén. A
MEK-gatlas fehérjeexpressziora és foszforilaciora gyakorolt hatasdnak vizsgéalatahoz a
Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket 1 uM trametinibbel ¢s DMSO-val (Cat. No.
D2650, Sigma) kezeltiik 4 6ran keresztiil.

A lemezeket jégre tettiik, leszivtuk a médiumot, a sejteket pedig hideg PBS-sel mostuk,
majd 100 pl lizispuffert pipettdztunk minden lyukba. A lizispuffer 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),
foszfatdz inhibitor koktélt (Cat. No. 524629, Merck) és proteazinhibitor koktélt (Cat. No.
535140, Calbiochem) tartalmazott. Ezt kdvetden eltavolitottuk a sejteket a lemez aljarol
egy erre a célra kialakitott specialis kaparoval (Cell Scraper). A kapott szuszpenziot 1,5

ml-es Eppendorf-csébe (Cat. No. 0030123.328, Eppendorf) pipettaztuk.
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A tripankékkizarasos sejtszamolas és fluoreszcens aramlasi citometria mérés utdn
megmaradt GJA1 siRNS + paclitaxellel és a nem targetalo siRNS + paclitaxellel kezelt
Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket, valamint a Cx43 plazmid + paclitaxellel és kontroll
plazmid + paclitaxellel kezelt FaDu sejteket is lizaltuk azért, hogy igazolhassuk a
transzfekcio sikerességét és vizsgalhassuk a fehérjeexpressziora gyakorolt hatast. Ehhez
a maradék 575 pl térfogata sejtszuszpenzidkat 150 x g-n 4 percig centrifugéltuk, majd a

pelleteket 100 pl lizispufferben szuszpendaltuk.

2. tablazat: Western blot soran alkalmazott elsédleges ellenanyagok jellemz6i

Elsodleges ellenanyag Higitas Masodlagos Gyarto
ellenanyag

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

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

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

Akt (pan) (40D4) Mouse mAb 1:4.000 anti-egér Cell Signaling
#2920 Technology

Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® 1:2.000 anti-nyul Cell Signaling
Rabbit mAb #4060 Technology

EGF Receptor (D38B1) XP® Rabbit  1:2.000 anti-nyul Cell Signaling
mAb #4267 Technology

Phospho-EGF Receptor (Tyr1068) 1:1.000 anti-nyul Cell Signaling
(D7A5) XP® Rabbit mAb #3777 Technology

p44/42 MAPK (Erk1/2) (3A7) 1:4.000 anti-egér Cell Signaling
Mouse mADb #9107 Technology

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 1:2.000 anti-nyul Cell Signaling
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® Technology

Rabbit mAb #4370
a-tubulin (DM1A) mAb #T9026 1:40.000 anti-egér Merck Millipore
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A szuszpenziokat 30 percig jégen allni hagytuk, kozben a mintdkat szonikaltuk (VEB
Elektromat vizfiirdés szonikalo, 50 Hz). Ezt kovetéen 4 °C-on 13.000 x g-n 15 percig
centrifugaltuk a csoveket. A feliiluszot atontottiik egy uj 1,5 ml-es Eppendorf-csébe. Az
Ossz-fehérjekoncentraciot Bradford moddszerrel hatdroztuk meg, a maradék mintahoz
pedig 5x toménységlii Laemmli puffert adtunk és a fehérjéket 97 °C-on 5 percig
denaturaltuk. A mintdkbol 10 pg-ot vittiink fel a 10% vagy 14%-os SDS-tartalmu
poliakrilamid gélek zsebeibe, majd allando 130 V fesziiltség mellet futtattuk.

A fehérjék polivinilidén-difluorid (PVDF; Cat. No. 1620177, Bio-Rad) membranra
juttatasat elektrotranszfer modszerrel végeztik 400 mA aramerdsség mellett, jégben
hiitve. A transzferalds utan a PVDF membran szabadon maradt kotéhelyeit 5% tejpor-
tartalma TBST-ben (Tris-buffered saline with 0,1% Tween® 20) blokkoltuk 1 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten. Az elsddleges ellenanyagokat 1% BSA- (Cat. No. A7906,
Sigma) és 0,1% Na-azid-tartalmt (Cat. No. S2002, Sigma) TBST-ben higitottuk ki és
ebben a membranokat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. Az alkalmazott
ellenanyagok jellemzdit a 2. tablazat tartalmazza.

A kovetkez6 napon a membranokat haromszor 5 percig mostuk TBST-ben, majd 1%
tejport tartalmazé TBST-ben kihigitott masodlagos ellenanyag oldatban inkubaltuk egy
oran keresztiil szobahdmérsékleten. A masodlagos ellenanyagok jellemzdit a 3. tablazat
tartalmazza. Végiil haromszor 5 percig mostuk a membranokat TBST-vel és az eredményt

ECL-modszer segitségével detektaltuk.

3. tablazat: Western blot soran alkalmazott masodlagos ellenanyagok jellemz6i

Masodlagos ellenanyag Higitas Gyarto
anti-nyul (Anti-rabbit IgG, HRP-linked 1:2.000  Cell Signaling Technology
Antibody #7074)
anti-egér (Anti-mouse IgG, HRP-linked 1:8.000  Cell Signaling Technology
Antibody #7076)

Az ECL-modszer soran kapott film digitalizalds utdn az Image] programmal
kiértékelhetd. A program a kijelolt részeken szdmitja az intenzitdst, majd a megrajzolt
gorbe alapjan a gorbe alatti teriiletet, amely aranyos a fehérje mennyiséggel. Minél
nagyobb a kapott jel teriilete, annal tobb van az adott fehérjébdl a mintaban. A sejtvonalak

fehérje expresszidjanak és aktivitdsdnak eltérést, valamint a kontroll és a kezelt mintdk
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kiilonbozdségét t-proba (0=0,05) segitségével vizsgaltuk. A statisztikai teszteket a
Statistica 13 programmal végeztiik.

4.1.10. Fehérjeexpresszio és -lokalizacio vizsgalata fluoreszcens immuncitokémiaval
Az immuncitokémia célja egy bizonyos fehérje specifikus kimutatasa, amellyel az egyes
proteinek szemikvantitativ expresszios szintje mellett a sejten beliili helyzete is
megallapithat6. A vizsgdlandé fehérjét az immunhisztokémidhoz hasonld eljarassal
jeloljiik meg. Az elsddleges ellenanyag utan a rendszerhez egy masodlagos ellenanyagot
adunk, amely fluoreszcens jeloléssel van ellatva. A detektalds fluoreszcens
mikroszkoppal valosul meg. Ezzel a mddszerrel vizsgaltuk a Cx43 és a Bel-2 fehérjék
sejten beliili elhelyezkedését a Detroit 562, a FaDu ¢s az SCC25 sejtekben.

A méréshez a sejteket p-Slide 8 lyuku mikroszkopos lemezre (Cat. No. 80826, Ibidi)
raktuk ki oly modon, hogy minden poziciéban 20.000 sejt legyen 250 pl médiumban. A
lemezt 48 oran at inkubaltuk, hogy a sejtek letapadhassanak ¢és a mikroszkopos
vizsgalathoz sziikséges megfeleld telepképzddés is megtorténhessen. Ezt kovetden a
sejtekrol leszivtuk a médiumot, majd 5 perces PBS-sel valdo mosés utan 10 perig 100 pl
4%-os pufferelt formaldehiddel (Cat. No. 01V60P, Bio-Optica) fixaltuk a sejteket. A
fixalas utan a formalint kétszer 5 perces PBS-sel valo moséssal tavolitottuk el. A
mosashoz minden esetben lyukanként 200 ul oldatot hasznaltunk. Ahhoz, hogy a sejtben
1évo fehérjéket meg tudjuk festeni, a membrant detergenssel atjarhatoéva kell tenni, amit
jelen esetben Triton X-100 alkalmazasaval végeztiink. Ehhez PBS-ben oldottunk Triton
X-100-at ugy, hogy 0,1%-0s oldatot kapjunk. A sejteket 15 percig 100 pl Triton X-100
oldatban inkubaltuk, majd kétszer 5 percig mostuk PBS-sel. A Western blothoz hasonldan
proteinblokkolédst végeztiink, hogy minél kevesebb nem specifikus fehérje-antitest
kolesonhatés jojjon létre. A blokkolast 100 ul 10% FBS-tartalmu PBS-sel valositottuk
meg, amely egy Ordig tartott. Ezalatt elokészitettiik az elsédleges antitesteket. Ehhez 10%
FBS-tartalmt PBS oldatba 1:100 aranyban higitottuk az elsddleges ellenanyagokat. Az
alkalmazott ellenanyagok jellemzdit a 4. tablazat tartalmazza. A primer antitestekbol 100

ul-t mértiink a megfeleld lyukakba, végiil egy éjszakan 4t 4 °C-on inkubaltuk a lemezeket.
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4. tablazat: Immuncitokémia soran alkalmazott elsddleges ellenanyagok jellemzdi

Masodlagos
Elsodleges ellenanyag Gysrté
ellenanyag
Connexin 43 Antibody #3512 anti-nyul Cell Signaling Technology
Bcl-2 Monoclonal Antibody (100/D5) anti-nyul Thermo Fisher Scientific.

#MAS-11757

Masnap az elsddleges antitesteket leszivtuk a sejtekrél, a nem specifikusan k&todo
antitesteket haromszor 5 percig tartd6 PBS-es mosdssal tavolitottuk el. Kozben
elokészitettilk a masodlagos ellenanyagot. A fluoreszcensen jelolt szekunder antitestet,
amely az Alexa Fluor 488 konjugalt anti-rabbit IgG (Cat. No. A11001, Jackson Immuno
Research) volt, 10%-o0s FBS tartalmti PBS-ben oldottuk 1:500 ardnyban higitva. Ebbol
100 pl-t mértiink minden lyukba, €s egy oran at szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk.
Az inkubéci6 utan a nem kotédott antitesteket haromszor 5 percig tart6 PBS-es mosassal
tavolitottuk el. Ezt kovetéen a sejtmagokat Draq5S™-val (Cat. No. 62251, Thermo
Scientific) festettilk meg, ami nagy affinitdssal kotddik a kettdsszala DNS-hez. Ehhez
100 pul 10 uM Draq5™-tartalmtt PBS oldatot mértiink a sejtekre, amelyet 10 percig
szobahOmérsékleten, sotétben inkubaltunk. Ezutan a felesleges festéket haromszor 5
percig tartdo PBS-es mosassal tavolitottuk el Végiil a sejtekre néhany csepp feddémédiumot
(Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium; Cat. No. F4680-25ML, Merck Millipore)
csepegtettiink.

A sejteket konfokalis 1ézermikroszkép (Zeiss Confocal LSM 710,) segitségével
vizsgaltuk 63x-0s nagyitdsi olaj-immerziés objektivvel. A sejtekrél kiilonbozo
hullamhosszokon késziilt felvételeket a Zen lite 2.5 szoftver segitségével rétegeztiik és

illesztettik Gssze.

4.2. Szovettani mintakon alkalmazott modszerek

4.2.1. Felhasznalt mintak

A vizsgalatokhoz 97 fej-nyaki laphdmréakkal diagnosztizalt beteg biopszia- vagy miitét
révén eltavolitott tumormintdjat hasznaltuk fel. A paciensek a Semmelweis Egyetem
Fiil-Orr-Gégészeti ¢és Fej-Nyaksebészeti Klinikajan 2012 és 2014 kozott részesiiltek
kezelésben. A vizsgalatban részt vevd valamennyi paciens tajékozott beleegyezését adta.

Az eljarast a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai
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Bizottsdg hagyta jova (etikai engedély szama: 105/2014). A betegcsoport legfontosabb

jellemzoit az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Vizsgalatban résztvevo betegek jellemz6i a diagnoziskor

Jellemz6 Paciensek szama Jellemz6 Paciensek szama
Nem TNM! M paraméter

férfi 79 0 92

nd 18 1 5
Kor (év) TNM! stadium

atlag 61 (43-81) 1 26
Lokalizacio 2 66

oropharynx 36 3 5

hypopharynx 25 Grade

supraglottis 24 1 6

glottis 2 2 43
TNM! T paraméter 3 34

1 14 nincs adat 14

2 29 Dohanyzas

3 27 soha 10

4a 18 korabban igen 28

4b 9 jelenleg is 57
TNM! N paraméter nincs adat 2

0 46 Alkoholfogyasztas

1 16 soha 23

2a 6 korabban igen 32

2b 12 jelenleg is 42

2c 14

3 3

I TNM: tumor, regionalis nyirokcsomo, tavoli metasztézis, Union for International Cancer Control TNM 7. kiadas

4.2.2. Szoveti mikrochip (TMA-blokk) készitése

A szovetmintak paraffinba agyazva, szoveti blokkok formajaban alltak rendelkezéstinkre
a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patoldgiai Intézetében. A blokkokbdl 70 db szovethenger
kertilt sztrassal egy TMA blokkba (Tissue Microarray). A tumoros régiot, igy a
mintavétel helyét haematoxylin-eosinnal festett metszetek segitségével allapitottuk meg.
Amennyiben a szévetminta mérete és tumortartalma lehetdvé tette, egy mintabdl tobb
helyrdl is tortént sztirds. A TMA blokkokbol tobb, 4 um vastagsagi TMA metszet késziilt,

amelyek szilanizalt targylemezre lettek rogzitve az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz.

4.2.3. Fehérjeexpresszio értékelése manualis immunhisztokémiaval
A paraffinban fixalt TMA metszeteket 3x3 percig xilolban aztatva deparaffinaltuk. Ezt
kovetden a mintdkat 100%-os alkoholban 6blitettiik, majd 96%-os etanolban 2x3 percig
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aztattuk, végiil 3x3 percig desztillalt vizzel mosva rehidrataltuk. Az endogén peroxidazok
blokkolasa érdekében a lemezeket 3% hidrogén-peroxid-tartalma metanollal 20 percig
inkubaltuk. Az antigénfeltarashoz Tris-EDTA (tris-(hidroximetil)-aminometan, etilén-
diamin-tetraecetsav ¢és sosav elegye, pH=9) feltaropuffert alkalmaztunk. A
targylemezeket megfeleld tartoba helyeztiik, majd a feltaropufferrel ledntottiik ugy, hogy
az biztosan minden mintat befedjen, majd az optimalizalt idének megfelelden 58 percig
forraltuk. A Western blothoz hasonléan proteinblokkolast végeztiink, hogy minél
kevesebb nem specifikus fehérje-antitest kdlcsonhatas j6jjon 1étre. A blokkolast 3% BSA-
tartalmtt TBST-vel végeztiik 15 percig. Ezalatt elkészitettiik az els6dleges antitesteket.
Ehhez 5% BSA-tartalmti TBST oldatban 1:400 aranyban higitottuk a Western blot soran
alkalmazott EGFR ¢és pY1068-EGFR ellenanyagokat. A primer antitestekb6l 100 pl-t
mértiink minden targylemezre, végiil egy éjszakan at szobahOmérsékleten, parasitd
allvanyon inkubdéltuk a lemezeket.

Az el6z6 nap elkészitett targylemezeket az inkubécios 1épések kozott 10 percig TBST-
vel mostuk. Masodlagos ellenanyagként HISTOLS-MR-T HRP polymer reagenst
alkalmaztunk, amelyet a gyartdi protokoll szerint hasznaltunk. A mintakat 40 percig
inkubdltuk a szekunder antitesttel. A mintdkat DAB Quanto (diamino-benzidin)
kromogénnel festettik. A DAB a masodlagos antitesten 1év0 peroxiddz-enzim és
hidrogén-peroxid hatasara barna csapadékot képez. A reakcio lejatszédasat mikroszkop
alatt kisértiik figyelemmel. Az oldatot addig hagytuk a mintakon, amig a barna szin elég
erdssé nem valt (minimum 5 perc), de aspecifikus festddés (hattér) még nem jelent meg.
A reakciot a targylemezek TBST-be helyezésével allitottuk le. A fehérjék jelolése utan a
sejteket haematoxylin-eosinnal festettiik meg. Felszallo alkoholsoros dehidraléast
kovetden xilolbol kiemelve a lemezeket Surgipath fedomédiummal fedtiik. 24 o6rés
szaradas utan a mintak digitalizalasra készek voltak. A targylemezen 1évé mintak festését
3DHistech Panoramic Midi késziilék segitségével digitalizaltuk, majd Panoramic Viewer
program alkalmazéséaval értékeltiik ki.

Az EGFR ¢s a pY1068-EGFR mennyiségének meghatarozasahoz alternativ hdrom
fokozatii pontozési rendszert hasznaltunk [106, 107]. A festddott sejtek szdzalékos
aranyat megszoroztuk a festddés intenzitdsaval. A festddés intenzitdsanak jellemzésére
négy fokozatot hasznaltunk: 1: negativ, 2: gyenge, 3: mérsékelt, 4: intenziv. Igy egy 0-
400 kozotti skalat kaptunk, amelyben a 0 érték jelentette a negativ (0), 1-200-ig az
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alacsony (1), 201-300-ig a kozepes (2), mig 301-400-ig a magas (3) fehérjeexpressziot.
A statisztikai elemzéshez ezeket a pontszamokat kiilonbozd kiiszobértékek mentén
dichotomizaltuk. Az EGFR esetében ennek megfeleléen az 1-es kategoriat tekintettiik
alacsony/negativ fehérjeexpresszionak, mig a 2-es és 3-as csoportokat magas/pozitiv
kifejezddésnek. A pY1068-EGFR esetén a 0-4s, 1-es és 2-es kategoéria adodott az

alacsony/negativ megjelenésnek, mig a 3-as a magas/pozitiv foszforilacionak.

4.2.4. Fehérjeexpresszio értékelése gépi immunhisztokémiaval

A Bcl-2 és a Cx43 fehérjék esetében gépi festés is rendelkezésiinkre allt, igy ezeknél ezt
az eljarast alkalmaztuk. A felhasznalt elsddleges ellenanyagok ugyanazok voltak, mint a
Western blot soran alkalmazottak.

Az immunhisztokémiai jelolést Benchmark ULTRA IHC/ISH (Ventana Medical
Systems) festdautomataval végeztiik. A deparaffinalas EZ Prep (Ventana) oldattal tortént,
melyet az epitopfeltaras kovetett eldszor 8 percig 95 °C-on, majd 76 percig 97 °C-on Cell
Conditioning Solution pH 9 (Ventana) oldattal. Az endogén peroxiddzok blokkoldsara
UV inhibitor (Ventana) oldatot hasznaltunk 4 percig 36 °C-on. Az els6dleges antitesteket
120 percig alkalmaztuk 36 °C-on 1:100 higitasban. A masodlagos antitest, UV HRP
UNIV MULT (Ventana) oldatot 8 percig hasznaltuk szintén 36 °C-on.

A szinreakci6 el6hivasa DAB kromogénnel tortént (U ultraView DAB v1.02.0018 kit) a
megfestéshez pedig hematoxylin II (Ventana) oldatot hasznaltunk. A folyamat egyes
1épései kozott mosasokat alkalmaztunk, melyeket Reaction Buffer Concentrate (Ventana)
megfelelden higitott oldataval végeztiink. A folyamat végén a lemezeket feddmédiummal
fedtiik le és 3DHistech Panoramic Midi késziilek segitségével digitalizaltuk, majd
Panoramic Viewer program alkalmazéasaval értékeltiik ki.

A Bcl-2 ¢és a Cx43 mennyiségének meghatarozadsdhoz a diagnosztikdban és a korabbi
kutatasaink sordn kialakitott pontozasi rendszert hasznaltuk [73, 108, 109]. A Bcl-2-re
vonatkoz6 kategoridk a kovetkezok voltak: 1: <10% pozitiv tumorsejt, 2: 11-30% pozitiv
tumorsejt, 3: 31-60% pozitiv tumorsejt, 4: >60% pozitiv tumorsejt. A Cx43-ra
vonatkozoan az alabbi kategoridkat kiilonitettiik el: 1: <5% pozitiv tumorsejt, 2: 6-20%
pozitiv tumorsejt, 3: 21-60% pozitiv tumorsejt, 4: >60% pozitiv tumorsejt. A statisztikai
elemzéshez ezeket a pontszdmokat adott kiiszobérték mentén dichotomizaltuk. A Bcl-2
¢és a Cx43 esetében is az l-es és 2-es kategoriakat tekintettiik alacsony/negativ

fehérjeexpresszionak, mig a 3-as és 4-es csoportokat a magas/pozitiv kifejezodésnek.
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4.2.5. Statisztikai analizis

A kiilonbozd paraméterek tulélésre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz Kaplan-Meier-féle
tulélési analizist végeztiink. A Kaplan-Meier-féle tulélési analizis célja a talélési gorbe
meghatarozasa. Az eljaras soran az adott betegcsoportra vonatkozdéan meghatarozzuk a
halando6sagi aranyt és a t0lélési valoszinliséget minden olyan idépontban, amelyben
legalabb egy halalozas tortént. A talélési valdszinliségeket a kdvetési id6 fiiggvényében
abrazolva kapjuk a talélési gorbét. A kovetési id6 a paciens diagnosztizalasa és a vizsgalat
befejezése kozott eltelt iddé honapokban megadva. A Kaplan-Meier-gorbén tehat az x
tengelyen a tulélési id6 van dbrazolva, az y tengelyen pedig a t0léldk ardnya az Gsszes
esethez viszonyitva. A ,,complete” kategdria jeldli, ha a paciens a daganatos betegségének
kovetkeztében elhunyt. A ,,censored” kategodria pedig azt jeloli, ha a kovetés lezarasanak
pillanatdban a beteg ¢letben volt. Ide tartoznak azok az esetek is, amikor a paciens nem a
tumor kovetkeztében hunyt el, hanem pl. balesetben. A talélési gorbe formajat tekintve
1épcsos fiiggvény, melynek fliggdleges szakaszai azokban a pontokban vannak, ahol
ténylegesen bekovetkezett haldlozas.

A paraméterek tulélésre gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor minden paraméternél tobb
csoport is van. Annak megallapitdsara, hogy szignifikans-e a kiilonbség az eltérd
csoportba tartozo betegek tulélési gorbéje kozott, Pearson ¥ probat hasznaltunk 0=0,05
szignifikanciaszinttel. Annak megallapitasahoz, hogy a kiilonb6zd paraméterek kozott
van-e Osszefiiggés, Fisher-féle y* probat alkalmaztunk (0=0,05). Az elemzést Statistica

13 programmal végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. Tumorprogresszios markerek vizsgalata fej-nyaki tumorokban
5.1.1. Paclitaxel hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak ¢letképességére

A sejtek paclitaxelérzékenységét MTT modszer segitségével vizsgaltuk. Tobb
parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran tobb koncentracioban (100 nM-rél
indul6 tizpontos harmadol6 higitas) kezeltiik a sejteket paclitaxellel 72 éran keresztiil.

A

—— Detroit 562 =« FaDu —— SCC25
140 -

120
< 1004~
804
60 -
404
20

0'_1 i T T T T
103 102 10' 10° 10" 10Z 103

Paclitaxelkoncentracio (nM)

Viabilitas (%

Detroit 562 FaDu SCC25
ICso (nM) 29+0,6" 1,5+0,2 0,2+0,1"

6. abra: Paclitaxel hatdsa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére.
Harom parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran tobb koncentracioban
(100 nM-161 induld tizpontos harmadold higitas) kezeltiik a Detroit 562, a FaDu és
az SCC25 sejteket paclitaxellel 72 6ran keresztiil. (A) ICso gorbék paclitaxelkezelés
esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. A gorbék harom fiiggetlen
kisérlet eredményeinek atlagait ¢és szorasait abrazoljak. (B) ICso értékek
paclitaxelkezelés esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az ICsy
értekeket harom fiiggetlen mérés atlagaként hataroztuk meg. A statisztikai
vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.

A paclitaxel mindharom fej-nyaki tumorsejtvonal esetében jelentdsen csokkentette a
sejtek ¢letképességét, az ICso érték minden esetben 10 nM-nél kisebbnek bizonyult
(6A. abra). Bar a paclitaxel mindegyik sejtvonalra kiemelkedd hatast gyakorolt, mégis

mutatkoznak szamottevd kiilonbségek. Az SCC25 esetén szignifikdnsan alacsonyabb
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ICso érték figyelheté meg, mint a masik két sejtvonalnal (Detroit 562: p=0,002, FaDu:
p=5x10"). Vagyis az SCC25 paclitaxelre érzékeny, mig a Detroit 562 és a FaDu kevésbé
érzékeny sejtvonalnak tekinthetd. Kicsi, de szignifikans kiilonbség van a Detroit 562 és a

FaDu ICsg értékei kozott is (p=0,02) (6B. abra).

5.1.2. Paclitaxel altal indukalt apoptozis fej-nyaki tumorsejtvonalakban

A paclitaxel altal okozott sejthalal mechanizmusanak feltdrasara aramlasi citometrids
(FACS) kisérleteket végeztiink Annexin V-FLUOS ¢és propidium-jodid kettds festéssel
egy kezelési idovel (48 ora) és 6t paclitaxelkoncentracioval (1 nM, 3 nM, 10 nM, 33 nM
¢s 100 nM). Az Annexin- (Ann) és a propidium-jodid- (PI) pozitivitas alapjan négy

populéciot kiilonitettiink el: €16, apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek.
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7. abra: Paclitaxel dltal indukdlt apoptozis fej-nyaki tumorsejtvonalakban.
A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket harom fiiggetlen kisérletben tobb
koncentracioban (100 nM-rol indulé Gtpontos harmadold higitas) kezeltiik
paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést kdvetéen az Annexin V-FLUOS/
propidium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS eljarassal elemeztiik. Az é16
sejtek az Ann/PT, az apoptotikus sejtek az Ann™/PT", a nekrotikus sejtek az Ann”/PI",
mig a halott sejtek az Ann*/PI" frakciokat jelentik. A grafikonokon harom fiiggetlen
kisérlet eredményeinek atlagai és szorasai szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot

Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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A Detroit 562 sejtvonal esetében az apoptdzis aranyanak csak kismértékii emelkedése
figyelheté meg novekvd paclitaxelkoncentracié hatasara. Ez a ndvekedés a legmagasabb
koncentracional sem szignifikans (p>0,05). Az apoptdzis aranyanak csekély mértéki
novekedését figyeltiik meg a FaDu sejtvonal esetén is. Az apoptotikus sejtek aranya a
paclitaxelkoncentracié emelésével novekedett, ami 33 nM (p=0,045) és 100 nM
(p=0,022) paclitaxelkoncentraciondl szignifikdnsnak bizonyult a kontroll frakcidhoz
képest. Az SCC25 sejtvonal esetében az apoptozis aranyanak jelentds novekedése lathato.
Az apoptotikus sejtek ardnya a paclitaxelkoncentracio emelkedésével egyiitt nott.
Szignifikans kiilonbségeket lehetett észlelni a kontroll és a paclitaxellel kezelt mintak
kozott mar 10 nM-os koncentracional is (10 nM: p=0,033, 33 nM: p=0,025, 100 nM:
p=0,027). Ez alapjan az SCC25 érzékenyebb a paclitaxellel szemben, mint a masik két

sejtvonal (7. abra).

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

A Cx43 ¢és a Bel-2 fehérjék expressziojat fej-nyaki tumorsejtvonalakban Western blot és
immuncitokémiai moédszerek segitségével vizsgaltuk.

Az elvégzett kisérleteink eredménye alapjan a Detroit 562-ben kdzepes mennyiségii Cx43
van jelen a masik két vizsgalt sejtvonalhoz képest. A FaDu-ban megkdzelitdleg feleannyi,
mig az SCC25-ben kozel kétszerannyi Cx43 expresszalddik, mint a Detroit 562-ben
(8A. abra). A kvantitativ elemzés alapjan az SCC25-ben kifejez6do fehérje mennyisége
szignifikansan eltér a masik két sejtvonalban tapasztalttol (Detroit 562: p=0,02, FaDu:
p=0,005) (8B. abra). Ez alapjan a Detroit 562 ¢és a FaDu alacsony, mig az SCC25 magas
Cx43-expresszioval rendelkezik.

A Bcl-2 fehérje a Detroit 562 sejtvonalban talalhaté meg a legnagyobb mennyiségben, €s
ehhez hasonléan magas szint tapasztalhaté a FaDu-ban is. Legkisebb mennyiségben az
SCC25 termeli a Bcl-2-t, tizedannyit, mint a Detroit 562 (8A. abra). Az észlelhetd
kiilonbségek az SCC25 esetében szignifikdnsak a masik két sejtvonalhoz viszonyitva
(Detroit 562: p=0,05, FaDu: p=0,004) (8B. abra). Ez alapjan a Detroit 562 és a FaDu

magas, mig az SCC25 alacsony Bcl-2-expressziot mutat.
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8. abra: Cx43- ¢és Bcl-2-expresszio  fej-nyaki  tumorsejtvonalakban.
(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtek fehérjeexpresszidjat Western blot
modszerrel hataroztuk meg, kontroll fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. (B) A
Cx43 ¢és a Bcl-2 fehérjék mennyiségét denzitometralassal elemeztiik. Mindharom
sejtvonalnal valamennyi fehérje szintjét az a-tubulin mennyiségével normalizaltuk.
A grafikonokon harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagai és szorasai
szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztik, *p<0,05.
(C) A Cx43 ¢és a Bel-2 fehérjék expresszidjanak fluoreszcens mikroszkoppal késziilt
reprezentativ képei a Detroit 562, a FaDu ¢és az SCC25 sejtvonalakban. A Cx43-at
¢és a Bcl-2-t Alexa Fluor 488-cal (z61d) jeldltiik, mig a sejtmagokat DRAQS-tel (kék)
festettiik meg (nagyitas: 63x).
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A sejtvonalak fehérjeexpresszidjanak tanulmanyozasa alapjan tehat a Detroit 562 és a
FaDu sejtvonalak alacsony Cx43- és magas Bcl-2-expresszioval birnak, mig az SCC25
magas Cx43- és alacsony Bcl-2-expresszidval rendelkezik. Ezeket az eredményeket
tamasztjdk ala az immuncitokémiai modszerrel késziilt felvételek is, amelyeken
megfigyelhetd a Cx43 és a Bel-2 sejten beliili lokalizacioja is. A Cx43 a Detroit 562 és a
FaDu sejtekben a citoplazmaban, mig az SCC25 esetében a sejtmagban és a
plazmamembranban is megjelenik. A Bcl-2 mindegyik vizsgalt sejtvonal esetében a

sejtmagban ¢és a citoplazmaban helyezkedik el (8C. abra).

5.1.4. A Cx43-szint csokkentésének és novelésének hatasa a fehérjeexpressziora
fej-nyaki tumorsejtvonalakban

Annak megallapitdsara, hogy a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expresszidja kozott van-e
kapcsolat, vagy a megfigyelt forditott kifejezddés egymastdl fliggetlen jelenség, a Cx43
génjét (GJA1, gap junction protein alpha-1) siRNS-sel csendesitettiik, valamint a fehérjét
plazmidtranszfekcidval tultermeltettiik Detriot 562, FaDu és SCC25 sejtekben.

A GJAI siRNS hatasara mindharom sejtvonalban szignifikansan csokkent a Cx43 fehérje
mennyisége (Detroit 562: p=0,01, FaDu: p=3-107, SCC25: p=10!'"), vagyis a
géncsendesités minden esetben sikeres volt. A Cx43 mennyiségének csokkenése nem
okozott valtozast a Bcl-2-expresszidban a Detroit 562 és a FaDu sejtekben, azonban az
SCC25 sejtekben jelentésen megemelkedett, kozel duplajara nétt a Bel-2 mennyisége
(p=6-10*) (9A. és 9C. abra). A transzfekcid hatasara a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben
nem tortént szignifikans valtozas. A Detroit 562 sejtek a kontroll plazmidot is csak kis
mértékben vették fel, mig az SCC25 sejtekben az eleve magas Cx43-szint nem emelkedett
meg jelentds mértékben a Cx43 plazmid hatasara. Ezzel szemben a FaDu mind a kontroll,
mind a Cx43 plazmidot felvette, elébbirdl nagy mennyiségli GFP-t (Green Fluorescent
Protein), utobbirol pedig a kontrollhoz képest tizendtszor tobb Cx43-at expresszalt
(p=0,047). Ez alapjan a transzfekcio egyediil a FaDu esetén volt eredményes. A FaDu
sejtekben a megemelkedett Cx43-expresszid felére csokkentette a Bcl-2 mennyiségét,

amely valtozas szignifikdnsnak mutatkozott (p=8-10") (9B. és 9C. 4bra).
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9. abra: A Cx43- és a Bcl-2-expresszio viltozasa GJAI siRNS géncsendesités és
Cx43  plazmidtranszfekcio  hatdasdara  fej-nyaki  tumorsejtvonalakban.
(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a GJAI siRNS hatasara
bekovetkezd Cx43-expresszidcsokkenés kovetkezményét a Bel-2 fehérjére Western
blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. NT:
nem targetald siRNS (B) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a Cx43
plazmid hatasara bekdvetkezd Cx43-expressziondvekedés kovetkezményét a Bel-2
fehérjére Western blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll fehérjeként a-tubulint
alkalmaztunk. A transzfekcio sikerességének megallapitasara GFP-t hasznaltunk.
(C) A Cx43 és a Bcl-2 mennyiségét denzitometralassal elemeztiik. Mindharom
sejtvonalnal valamennyi fehérje szintjét az a-tubulin mennyiségével normalizaltuk,
¢és a sajat kontrolljahoz viszonyitottuk. A grafikonokon harom fliggetlen kisérlet
eredményeinek atlagai és szorasai szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-

féle t-probaval végeztik, *p<0,05.



5.1.5. A Cx43-expresszio csokkentésének hatasa a paclitaxelérzékenységre fej-nyaki
tumorsejtvonalakban

A Cx43-expresszi6  csOkkentésének  kovetkezményét az  ¢életképességre
tripankékkizarasos modszerrel vizsgaltuk, mig az apoptozisra gyakorolt hatasanak
megallapitadsara aramlési citometrias (FACS) kisérleteket végeztiink. A nem targetalo és
a GJAI siRNS-sel géncsendesitett Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket harom fliggetlen
kisérletben, tobb koncentracioban (100 nM-r6l induld Gtpontos harmadold higitas)
kezeltiikk paclitaxellel 48 oran keresztil. A kezelést kovetden tripankékkizarasos
moddszerrel meghatdroztuk az élésejtszamot. Majd ugyanezen mintdkat Annexin V-
FLUOS és propidium-jodid kettds festéssel FACS segitségével vizsgaltuk tovabb. Az
Annexin- (Ann) ¢és a propidium-jodid- (PI) pozitivitas alapjan négy populéciot

kiilonitettiink el: €16, apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek.
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10. abra: Paclitaxel hatdsa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére GJAI
géncsendesitést kovetéen. A nem targetald siRNS-t termel6 és a GJAI siRNS-sel
géncsendesitett Detroit 562, FaDu és SCC25 sejteket harom fiiggetlen kisérletben,
tobb koncentracioban (100 nM-r6l induld 6tpontos harmadold higitas) kezeltiik
paclitaxellel 48 6ran keresztiil. A kezelést kovetden tripankékkizarasos modszerrel
meghataroztuk az élésejtszamot. (A) ICso gorbék paclitaxelkezelés esetén Detroit
562, FaDu ¢és SCC25 sejtvonalakon. A gorbék harom fiiggetlen kisérlet
eredményének atlagait és szorasait abrazoljak. (B) ICsy értékek paclitaxelkezelés
esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az ICso értékeket harom
fliggetlen mérés atlagaként hataroztuk meg. A statisztikai vizsgalatot Student-féle

t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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A tripankékkizarasos sejtszamolés alapjan a GJA 1 siRNS alkalmazasa nem valtoztatta
meg szignifikansan a paclitaxel ¢letképességre gyakorolt hatasat egyik sejtvonal esetében
sem. A Detroit 562 esetén nem tapasztaltunk kiilonbséget a nem targetalo és a GJAI
siRNS-sel kezelt sejtek kozott, a FaDu és az SCC25 esetén azonban az ICso koncentracio
enyhe novekedése figyelhetd meg. Vagyis a GJA1 géncsendesités hatisara kissé romlik

a paclitaxel hatésa (10. abra).
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11. abra: A GJAI géncsendesités hatasa a paclitaxel dltal indukalt apoptozisra
Detroit 562 sejtvonalban. (A) A nem targetalo és a GJAI siRNS-sel géncsendesitett
Detroit 562 sejteket harom fiiggetlen kisérletben, tobb koncentracioban (100 nM-ro6l
indulod 6tpontos harmadolé higitassal) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A
kezelést kovetden az Annexin V-FLUOS/ propidium-jodiddal (Ann/PI) festett
sejteket FACS segitségével elemeztiik. Az ¢l0 sejtek az Ann/PI', az apoptotikus
sejtek az Ann'/PT’, a nekrotikus sejtek az Ann”/PI", mig a halott sejtek az Ann"/PI
frakciokat jelentik. A grafikonokon harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagai
¢és szorasai szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik,
*p<0,05. (B) A Detroit 562 sejtekben a GJAI siRNS hatasara bekdvetkezo
fehérjeexpresszids valtozasokat Western blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll

fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. NT: nem targetald siRNS.
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A Detroit 562 sejtvonal esetében nem targetald siRNS-sel végzett kezelést kovetden az
apoptézis aranydnak csak kismértékli emelkedése figyelhetd meg novekvo
paclitaxelkoncentracio hatasara. Ez a ndovekedés a legmagasabb koncentraciondl sem
szignifikans (p>0,05). Ezek az eredmények megegyeznek a csak paclitaxelkezelésen
atesett sejtek adataival. A GJAI siRNS-kezelés hatdsara nem tapasztaltunk eltérést
(11. &bra).
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12. abra: A GJAI géncsendesités hatasa a paclitaxel dltal indukadlt apoptozisra
FaDu sejtvonalban. (A) A nem targetalo és a GJAI siRNS-sel géncsendesitett FaDu
sejteket harom fliggetlen kisérletben, tobb koncentraciéban (100 nM-rdl induld
Otpontos harmadolo higitassal) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést
kovetéen az Annexin V-FLUOS/ propidium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS
segitségével elemeztiik. Az ¢l6 sejtek az Ann/PI, az apoptotikus sejtek az
Ann'/PT, a nekrotikus sejtek az Ann/PI*, mig a halott sejtek az Ann*/PI" frakciokat
jelentik. A grafikonokon harom fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagai és szorasai
szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztik, *p<0,05.
(B) A FaDu sejtekben a GJAI siRNS hatasara bekovetkezd fehérjeexpresszios
valtozasokat Western blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll fehérjeként

a-tubulint alkalmaztunk. NT: nem targetald siRNS.
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Az apoptozis aranyanak csekély mértékli ndvekedését figyeltik meg a FaDu sejtvonal
esetén is. Az apoptotikus sejtek ardnya a paclitaxelkoncentracié emelésével ndvekedett,
hasonldan a csak paclitaxelkezelésen atesett sejteknél mért értékekhez. A GJA1 siRNS-
kezelés hatdsara a nem targetald siRNS-hez képest csokken az apoptotizal6 sejtek aranya
magasabb paclitaxelkoncentracié esetén, azonban ez a valtozds egyik esetben sem

szignifikans (12. abra).
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13. abra: A GJAI géncsendesités hatdasa a paclitaxel dltal indukalt apoptozisra

SCC25 sejtvonalban. (A) A nem targetald és a GJAI siRNS-sel géncsendesitett
SCC25 sejteket harom fiiggetlen kisérletben, t6bb koncentracidoban (100 nM-rél
indul6 6tpontos harmadolé higitassal) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A
kezelést kdvetden az Annexin V-FLUOS/ propidium-jodiddal (Ann/PI) festett
sejteket FACS segitségével elemeztiik. Az €16 sejtek az Ann’/PI', az apoptotikus
sejtek az Ann'/PT', a nekrotikus sejtek az Ann’/PI", mig a halott sejtek az Ann"/PT"
frakciokat jelentik. A grafikonokon harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagai
¢és szorasai szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik,
*p<0,05. (B) Az SCC25 sejtekben a GJAI siRNS hatdsara bekdvetkezd
fehérjeexpresszios valtozasokat Western blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll

fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. N7: nem targetalo siRNS.
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Az SCC25 sejtvonal esetében nem targetald siRNS-kezelést kdvetden az apoptozis
aranyanak jelentés novekedése lathatd, ami szintén megegyezik a korabbi mérések
tapasztalataival. A GJAI siRNS-sel kezelt mintakban az apoptotikus sejtek ardnya
szamottevoen csokkent a nem targetald siRNS-sel kezelt mintdkhoz képest valamennyi
paclitaxelkoncentracio esetén. Ez a csokkenés szignifikdns volt a legmagasabb
koncentracioban kezelt mintaknal (p=0,02). Vagyis a GJAI géncsendesités csokkentette
a paclitaxel apoptozisra gyakorolt hatasat az SCC25 sejtvonalban. Ezzel egyiitt a Cx43
expresszioja a GJAI siRNS hatasara minden esetben csokkent, ami a Bcl-2-expresszid

novekedését eredményezte (13. abra).

5.1.6. A Cx43-expresszio novelésének hatasa a paclitaxelérzékenységre FaDu
sejtvonalban

A Cx43-expresszid novelésének kovetkezményét az életképességre tripankékkizarasos
modszerrel vizsgaltuk, mig az apoptozisra gyakorolt hatdsanak megallapitasara d&ramlasi
citometrias (FACS) kisérleteket végeztiink. Mivel a transzfekcio a Detroit 562 és az
SCC25 sejteken sikertelen volt, a kisérleteket csak a FaDu sejtekkel hajtottuk végre.

A kontroll és a Cx43 plazmiddal transzfektalt FaDu sejteket harom fliggetlen kisérletben,
tobb koncentracioban (100 nM-rdl induld Otpontos harmadold higitas) kezeltiik
paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést kovetden tripankékkizarasos modszerrel
meghataroztuk az éldsejtszamot. Majd ugyanezen mintdkat Annexin V-FLUOS ¢és
propidium-jodid kettds festéssel FACS segitségével vizsgaltuk tovabb. Az Annexin-
(Ann) és a propidium-jodid- (PI) pozitivitas alapjan négy populéciot kiilonitettiink el: €16,
apoptotikus, nekrotikus és halott sejtek.

A tripankékkizarasos sejtszamolas alapjan a Cx43 plazmiddal végzett transzfekcid
érzékenyebbé tette a FaDu sejteket paclitaxellel szemben. Vagyis a kontroll plazmidhoz
képest a Cx43 plazmid esetén kisebb volt az ¢él6 sejtszam valamennyi
paclitaxelkoncentracio mellett. Ugyanez figyelhetd meg az 1Cs értékek esetén is, a Cx43
plazmid alkalmazasakor csokkent az ICso érték. Az dramlasi citometrids mérések alapjan
a Cx43 plazmiddal végzett transzfekcié nem valtoztatta meg szignifikdnsan a paclitaxel

apoptozisra gyakorolt hatasat a FaDu sejtvonalban (14. abra).
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14. abra: Paclitaxel hatisa FaDu sejtvonal életképességére Cx43 transzfekciot
kovetdoen, valamint a Cx43 transzfekcio hatisa a paclitaxel dltal indukdlt
apoptozisra FaDu sejtvonalban. A kontroll és a Cx43 plazmiddal transzfektalt FaDu
sejteket harom fiiggetlen kisérletben, tobb koncentraciéban (100 nM-rol induld
Otpontos harmadold higitas) kezeltiik paclitaxellel 48 oran keresztiil. A kezelést
kovetden tripankékkizarasos modszerrel meghatdroztuk az  éldsejtszamot.
(A) ICso gorbék paclitaxelkezelés esetén FaDu sejtvonalon. A gorbék harom
fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagait és szorasait abrazoljak. (B) ICso értékek
paclitaxelkezelés esetén FaDu sejtvonalon. Az ICs értékeket harom fiiggetlen mérés
atlagaként hataroztuk meg. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval
végeztiik, *p<0,05. (C) A FaDu sejtekben a Cx43 plazmid hatasara bekdvetkezo
fehérjeexpresszios valtozasokat Western blot modszerrel hataroztuk meg, kontroll
fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. A transzfekcio sikerességének megallapitasara
GFP-t hasznaltunk. ctrl: kontroll plazmid. (D) A kezelést kdvetden az Annexin V-
FLUOS/ propidium-jodiddal (Ann/PI) festett sejteket FACS segitségével elemeztiik.
Az é16 sejtek az Ann’/PT', az apoptotikus sejtek az Ann'/PT, a nekrotikus sejtek az
Ann’/PI", mig a halott sejtek az Ann*/PI" frakciokat jelentik. A grafikonokon harom
fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagai és szorasai szerepelnek. A statisztikai

vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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5.1.7. Cx43- és Bcl-2-expresszio fej-nyaki tumoros betegekbél szarmazo szovettani
mintiakon

A Cx43 ¢s a Bcel-2 fehérjék immunhisztokémiai vizsgalata 97 paciens szovettani mintdja
koziil 58 esetében volt értékelhetd. 44 (75,9%) esetben lattuk a Cx43 fehérje magas
expresszidjat (Cx43M). A Cx43 statusz Osszefiiggést mutatott a betegségspecifikus
taléléssel (DSS, p=0,024), az alacsony Cx43-expresszidé (Cx43*) rosszabb thléléssel
tarsult. Nem mutattunk ki Osszefiiggést a Cx43-expresszido ¢és a tumor lokalizacidja
(»p=0,779), a tumor mérete (p=0,824), a stadium (p=0,638), a nyirokcsomoattét (»=0,351)
¢s a neoadjuvans kemoteréapiara adott valasz (p>0,05) kozott.

A szdvettani mintak koziil 9 (15,5%) esetben tapasztaltunk magas Bcl-2-expressziot
(Bcl-2M). Nem mutattunk ki Osszefiiggést a Bcl-2-expresszid és a betegségspecifikus
talélés (DSS, p=0,21), a tumor lokalizacidja (p=0,531), a tumor mérete (p=0,136), a
stadium (p=0,748), a nyirokcsomoattét (p=0,111) és a neoadjuvans kemoterapiara adott
valasz (p=0,544) kozott. Megfigyeltiik, hogy az alacsony Bcl-2-expresszio (Bcl-2*)
rosszabb tuléléssel tarsul szajliregi lokalizacio esetén, azonban ez az Osszefliggés nem
bizonyult szignifikdnsnak (p=0,056). Tovabbi érdekes €szrevétel, hogy nyirokcsomoattét
gyakrabban fordult el6 magas Bcl-2-expresszi6 esetén (9 Bel-2M esetbdl 7 betegnél volt
nyirokcsomoattét).

A Cx43- és Bcl-2-expresszio egyiittes jelenlétét is megvizsgaltuk. Cx43” + Bcl-2* 8
(13,8%), Cx43M + Bcl-2* 41 (70,7%), Cx43* + Bel-2M 6 (10,3%), mig Cx43M + Bcl-2M
3(5,2%) fordult elé. Egy-egy tipikus Cx43M + Bcl-2 és Cx43* + Bcl-2M szdvettani minta
immunhisztokémiai felvételei a 15. abran lathatok. A Cx43 és a Bcl-2 expresszidja kozott
szignifikans Osszefliggést mutattunk ki: az alacsony Cx43-expresszié magas Bcl-2-
expresszioval jart egyiitt (p=0,013). Ez a megallapitas arra utal, hogy a Cx43-negativ
tumorok gyakrabban overexpresszaljak a Bcl-2 fehérjét, mint a Cx43-pozitiv daganatok
(16. abra). Nem mutattunk ki 0sszefliggést a Cx43 és a Bcl-2 egyilittes expresszidja és a
betegségspecifikus talélés (DSS, p>0,05), a tumor lokalizacidja (p=0,904), a tumor
mérete (p=0,687), a stadium (p=0,924), a nyirokcsomoattét (p=0,43) és a neoadjuvans

kemoterapidra adott valasz (p>0,05) kozott.
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15. abra: Reprezentativ mikroszkopos felvétel a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék
immunhisztokémiai festésérdl. (A) Magas Cx43 (Cx43M) és alacsony Bcl-2
(Bcl-2%) fehérjeexpressziot mutatd szvettani minta. (B) Alacsony Cx43 (Cx43%) és

magas Bel-2 (Bcl-2M) fehérjeexpresszidt mutatod szovettani minta (nagyitas: 40x).
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16. abra: A betegek megoszlisa a Cx43 és a Bcl-2 immunhisztokémia szerint.

A csoportok dsszehasonlitasat Fisher-féle x* probaval végeztiik (p=0,013).
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5.2. Potencialis terapias célpontok azonositasa fej-nyaki tumorokban

5.2.1. EGFR-gatlok hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére

A sejtek erlotinib- és afatinibérzékenységét MTT modszer segitségével vizsgaltuk. Tobb
parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran kiilonb6z6 koncentraciokban (5 uM-rol
indulo tizpontos harmadol6 higitas) kezeltiik a sejteket erlotinibbel és afatinibbel 72 6ran
keresztiil.

Eredményeink alapjan mindkét EGFR-gatldo dozisfiiggd modon csokkentette a sejtek
¢letképességét, azonban az afatinib erdsebb gatld hatast fejtett ki, mint az erlotinib. Az
afatinib mar a legkisebb alkalmazott koncentracioban (0,25 nM) csokkentette a
viabilitast, mig az erlotinib esetében ez 62 nM-nal tortént meg mindharom sejtvonalnal.
Sem az erlotinib, sem az afatinib nem okozott teljes sejtpusztulast a legmagasabb
koncentracioban sem a Detroit 562 és az SCC2S5 sejtvonalak esetében, azonban az afatinib
5 uM-os koncentracidéban szinte teljesen elpusztitotta a FaDu sejteket. Szignifikans
kiilonbséget figyeltiink meg a két EGFR-gatl6 hatdsa k6zott valamennyi sejtvonalnal. A
FaDu ¢és az SCC25 sejtek mindkét EGFR-gatlora érzékenyebbek voltak, mint a Detroit
562 sejtek, ami arra utal, hogy a Detroit 562 sejtek kevésbé fiiggenek az EGFR-
jelatviteltol (17. abra).

5.2.2. MEK-gatlok hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére

A sejtek selumetinib- €s trametinibérzékenységét MTT modszer segitségével vizsgaltuk.
Tobb parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran kiilonb6zd koncentraciokban
(5 uM-r6l induld tizpontos harmadold higitds) kezeltiik a sejteket selumetinibbel és
trametinibbel 72 6ran keresztiil.

A selumetinib- vagy trametinibkezelés csak kis mértékben csokkentette a Detroit 562 és
a FaDu sejtek ¢életképességét. Ezzel szemben az SCC25 sejtek mindkét MEK-gatlora
meglehetdsen érzékenyek voltak. A trametinib szignifikansan hatékonyabbnak bizonyult
SCC25 sejteken, mint a selumetinib, utobbi csak magasabb koncentracioknal fejtett ki
jelentOs ¢€letképességgatlo hatast. Bar az SCC25 sejtek érzékenynek bizonyultak MEK-
gatlassal szemben, egyik kezel@szer sem pusztitotta el az 0Osszes tumorsejtet a

legmagasabb koncentracidban sem (18. abra).
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17. abra: EGFR-gatlok hatisa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére.

Ot parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran tébb koncentracidéban (5 uM-rél

indul6 tizpontos harmadold higitas) kezeltilk a Detroit 562, a FaDu ¢s az SCC25

sejteket afatinibbel és erlotinibbel 72 6ran keresztiil. 1Cso gorbék afatinib- €s

erlotinibkezelések esetén (A) Detroit 562, (B) FaDu és (C) SCC25 sejtvonalakon.

Az afatinibkezelés 1Cso gorbéit mindharom fej-nyaki tumorsejtvonal esetén a jobb

Osszehasonlithatosag érdekében egy diagramon (D) is abrazoltuk. A gorbék ot

fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagait és szorasait abrazoljak. (E) 1Cso értékek

afatinib- és erlotinibkezelések esetén Detroit 562, FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az

ICso értékeket Ot filiggetlen mérés atlagaként hataroztuk meg. A statisztikai

vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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18. abra: MEK-gdtlok hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességeére.
Ot parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran tébb koncentracidéban (5 uM-rél
indulo6 tizpontos harmadold higitas) kezeltiik a Detroit 562, a FaDu ¢s az SCC25
sejteket selumetinibbel €s trametinibbel 72 6ran keresztiil. ICso gorbék selumetinib-
és trametinibkezelések esetén (A) Detroit 562, (B) FaDu ¢és (C) SCC25
sejtvonalakon. A trametinibkezelés ICso gorbéit mindharom fej-nyaki
tumorsejtvonal esetén a jobb Osszehasonlithatosag érdekében egy diagramon (D) is
abrazoltuk. A gorbék ot fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagait és szorasait
abrazoljak. (E) ICs értékek selumetinib- és trametinibkezelések esetén Detroit 562,
FaDu és SCC25 sejtvonalakon. Az ICso értékeket 6t fiiggetlen mérés atlagaként
hataroztuk meg. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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19. abra: EGFR-gatlo (afatinib) és MEK-gdtlo (trametinib) kombindciojanak

hatdsa fej-nyaki tumorsejtvonalak életképességére. Ot parhuzamos kisérletet

végeztiink, amelyek soran tobb koncentracioban (5 uM-rdl induld tizpontos

harmadol6 higitas) kezeltiik a Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejteket afatinib +

trametinib 1:1 aranyt kombindacidjaval 72 oran keresztiil. 1Cso gorbék afatinib,

trametinib és afatinib + trametinib kombinacios kezelések esetén (A) Detroit 562,
(B) FaDu és (C) SCC25 sejtvonalakon. (D) ICso értékek és kombinacios indexek

(CI) afatinib, trametinib &s afatinib + trametinib kezelések esetén Detroit 562, FaDu

és SCC25 sejtvonalakon. Az ICsp értékeket 6t fiiggetlen mérés atlagaként hataroztuk

meg. A Compusyn programmal generalt kombinacioés indexek CI<0,75 esetén

szinergizmust, 0,75<CI<1,25 additiv hatast, mig CI>1,25 antagonizmust jeldlnek.
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5.2.3. EGFR- és MEK-gatlok kombinaciojanak hatasa fej-nyaki tumorsejtvonalak
életképességére

A kombindacios kisérleteinkhez a hatasosabb EGFR- ¢s MEK-gatlot, az afatinibet és a
trametinibet valasztottuk ki. A sejtek afatininb + trametinibérzékenységét MTT modszer
segitségével vizsgaltuk. Tobb parhuzamos kisérletet végeztiink, amelyek soran
kiilonb6z6 koncentracidkban (5 uM-rol induld tizpontos harmadold higitas) kezeltiik a
sejteket afatinib + trametinib 1:1 ardnyt kombinaciojaval 72 6ran keresztiil.

Er6s szinergista hatéast figyeltiink meg a kombinacios kezelés hasznéalatakor mindhdrom
sejtvonal esetén. A Detroit 562 sejtekre az afatinib + trametinib kombinacid erésebb gatld
hatéast gyakorolt, mint a trametinib 6nmagaban. Az afatinibbel 6sszehasonlitva ugyanez a
kiilonbség csak sziik koncentracidtartomanyban érvényesiilt. A Detroit 562 sejtek
rezisztensek voltak afatinibbel szemben, az ICso értéket a trametinibbel valé kombinalas
sem csokkentette elegendd mértékben. Ezzel szemben a FaDu sejtekre az inhibitorok
egyiittes alkalmazésa mind az afatinibhez, mind a trametinibhez viszonyitva erdsebb
¢letképességgatlo hatast fejtett ki. Az afatinib és a trametinib kozotti szinergizmus a FaDu
sejtek esetében alacsony koncentraciotartomanyban is megfigyelhetd, ami arra utal, hogy
a kombinacids terapiaval jelentds dozisredukcid érhetd el. Az SCC25 sejtekre az afatinib
+ trametinib kombinacios kezelés magasabb koncentracioknal (0,19 uM f616tt) fejtett ki
az afatinibnél és a trametinibnél er6sebb gatlo hatast. Ez alapjan az SCC25 sejtek nagyon
érzékenyek monoterapidra, igy kombinacios kezelés alkalmazasa sziikségtelen, és az csak

a toxicitast novelné (19. abra).

5.2.4. Fehérjeexpresszio és -foszforilacio fej-nyaki tumorsejtvonalakban

A kivalasztott fej-nyaki tumorsejtvonalakban vizsgaltuk az EGFR, valamint két, az EGFR
altal aktivalt fontos kinadz, az Akt és az ERK1/2 expreszids és foszforilacios szintjét. A
lehetséges foszforilalhaté oldallancok koziil az EGFR esetében az Y1068-as
autofoszforilacios helyet valasztottuk, mivel a leggyakrabban ez felel a MEK/ERK
utvonal aktivalasaért. Az ERK1/2 esetében a T202/Y204, az Akt fehérjénél pedig az S473
foszforilacios helyet valasztottuk, mert tobbnyire ezek vesznek részt az emlitett jelatviteli
utak aktivalasaban.

Nem talaltunk szignifikans eltérést a harom sejtvonal EGFR-, Akt- és ERK1/2-
expressziojaban (p>0,05). Jelentds eltéréseket tapasztaltunk azonban a foszforilacios

szintek vizsgalatakor. A pY1068-EGFR szintje szignifikansan kisebb volt a FaDu
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sejtekben, mint a masik két sejtvonalban (Detroit 562: p=0,002 ¢s SCC25: p=0,011). A
pS473-Akt mennyisége a Detroit 562 sejtekben szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult,
mint a FaDu sejtekben (p=0,013). A pT202/Y204-ERK1/2 szintje pedig az SCC25
sejtekben szignifikdnsan magasabb volt, mint a Detroit 562 sejtekben (p=0,028). Ezek
alapjan valoszintisithetd, hogy a Detroit 562 sejtekben a PI3K/Akt utvonal aktivabb, mig
az SCC25 sejtekben a MEK/ERK ut az erdsebb. Az eredmények azt is valdszinisitik,
hogy a FaDu sejtekben ez a két jelatviteli ut hasonld intenzitassal mikodik (20. abra).
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20. abra: Fehérjeexpresszio és -foszforilacio fej-nyaki tumorsejtvonalakban.
(A) A Detroit 562, a FaDu és az SCC25 sejtekben a pY 1068-EGFR, EGFR, pS473-
Akt, Akt, pT202/Y204-ERK1/2 és ERK1/2 fehérjéket Western blot modszerrel

Relativ fehérjeexpresszio

vizsgaltuk, és kontroll fehérjeként a-tubulint alkalmaztunk. (B) A vizsgalt fehérjék
mennyiségét denzitometralassal hasonlitottuk 6ssze. Mindharom sejtvonalnal
valamennyi fehérje szintjét az o-tubulin mennyiségére normalizaltuk. A
grafikonokon harom fliggetlen kisérlet eredményeinek 4tlagai és szorasai

szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik, *p<0,05.
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5.2.5. MEK-gatlas hatasa a fehérjefoszforilaciora fej-nyaki tumorsejtvonalakban

A sejtvonalak expressziés ¢és foszforilaciés profiljanak meghatarozasa utdn
megvizsgaltuk a trametinib hatasat a fehérjék mennyiségére, valamint az EGFR, az Akt
¢s az ERK1/2 relevans foszforilacios szintjére.

Trametinib hatasara mindharom sejtvonal esetén az ERK1/2-foszforilacio szignifikans
csdkkenését figyeltiik meg (Detroit 562: p=9-10, FaDu: p=5-10% SCC25: p=9-107).
Erdekes modon a FaDu sejtekben az ERK1/2 aktivitisanak csokkenésével a pY1068-
EGFR (p=0,03) ¢és a pS473-Akt (p=0,003) szintje jelentdsen emelkedett, ami egy
korabban vastagbél- és hasnyalmirigytumor sejtekben leirt visszacsatolasi mechanizmus
jelenlétére utal. Ezt a jelenséget a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben nem észleltiik
(21. abra).

pY1068-EGFR EGFR
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21. abra: Trametinibkezelés hatasira bekivetkezd vdaltozdsok a fehérjék
expressziojaban  és  foszforildaciojaban  fej-nyaki  tumorsejtvonalakban.
(A) A kezelt sejtekben a pY1068-EGFR, EGFR, pS473-Akt, Akt, pT202/Y204-
ERK1/2 és ERK1/2 fehérjéket Western blot mddszerrel vizsgaltuk, és kontroll
fehérjeként o-tubulint alkalmaztunk. (B) A vizsgalt fehérjék Detroit 562, FaDu és
SCC25 sejtekben trametinibkezelés hatasara bekdvetkezd mennyiségi valtozasat
denzitometralassal elemeztiilk. Mindharom sejtvonalnal valamennyi fehérje szintjét
az o-tubulin mennyiségére normalizaltuk, és a sajat DMSO kontrolljahoz
viszonyitottuk. A grafikonokon harom fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagai és
szorasai szerepelnek. A statisztikai vizsgalatot Student-féle t-probaval végeztiik,

%p<0,05.
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5.2.6. Az EGFR expresszidoja ¢s a pY1068-EGFR mennyisége fej-nyaki tumoros
betegekbdl szarmazo szovettani mintakon

97 paciens szovettani mintdja koziil az EGFR immunhisztokémiai vizsgélata 84, a
pY1068-EGFR-¢ pedig 63 esetében volt értékelhetd. Tipikus alacsony és magas EGFR-

expresszioju, valamint kis és nagy pY1068-EGFR-mennyiségli szdvettani mintak

immunhisztokémiai felvételei lathatok a 22. abran.

EGFR

22. abra: Reprezentativ mikroszkopos felvétel az EGFR és a pY1068-EGFR
immunhisztokémiai festésérol. (A) Negativ, (B) alacsony, (C) kozepes és (D) magas
EGFR-expressziot mutato szovettani mintak. (E) Negativ, (F) alacsony, (G) kozepes
¢és (H) magas pY 1068-EGFR-szintet mutat6 szdvettani mintak (nagyitas: 40x).
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A minték koziil 78 (92,3%) esetben tapasztaltunk magas EGFR-expressziot. Az EGFR
statusz Osszefliggést mutatott a hisztologiai differencialtsagi fokkal (p=0,031): magas
EGFR-expresszié magasabb grade-del tarsult. Nem mutattunk ki 6sszefiiggést az EGFR-
expresszid €s a betegségspecifikus tulélés (DSS, p=0,551), a tumor lokalizacioja
(»p=0,369), a tumor mérete (p=0,690), a nyirokcsomodattét (p=0,525), a tavoli attét
(p=0,522), a stadium (p=0,182), a dohanyzéds (p=0,866) ¢és az alkoholfogyasztas
(p=0,707) kozott.

A szovettani mintak kozil 6 (9,5%) esetben taldltunk magas pY1068-EGFR-
mennyiséget. A pY1068-EGFR statusz Osszefiiggést mutatott a betegségspecifikus
tuléléssel (DSS, p=0,036): a magasabb pY 1068-EGFR-szint rosszabb tuléléssel tarsult
(23. 4bra). Nem mutattunk ki 6sszefiiggést a pY1068-EGFR mennyisége €s a tumor
lokalizacioja (p=0,748), a tumor mérete (p=0,303), a tavoli attét (p=0,406), a stadium
(p=0,273), a grade (p=0,745), a dohanyzas (p=0,182) és az alkoholfogyasztas (p=0,951)
kozott. A nyirokcsomoattét esetén statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést talaltunk

(p=0,024), azonban ezen kapcsolat bioldgiai relevanciajat nem tudtuk igazolni.

Betegségspecifikus talélések (DSS) a pY 1068-EGFR-pozitivitas szerint
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23. abra: Betegségspecifikus tulélések (DSS) a pY1068-EGFR-pozitivitds szerint.
A Kaplan-Meier diagram az alacsony (kék) és a magas (piros) pY1068-EGFR-
mennyiségli daganattal rendelkez6 betegek tulélését mutatja (p=0,036).
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6. Megbeszélés

A fej-nyaki laphamrék a hatodik leggyakrabban eléfordulé daganattipus vilagszerte, és a
becslések szerint 2030-ra tovabbi 30%-kal ndvekedni fog az uj esetek szama [110]. A
betegség altalaban felndtteknél fordul el —a HPV-pozitiv HNSCC-k diagnosztizalasakor
az atlagéletkor 53 év, a HPV-negativ tumorok esetében 66 év, mig az Epstein-Barr-virus-
pozitiv daganatok esetében 50 év —, és prevalencidja férfiakban magasabb, mint nékben
[111, 112]. A biotechnoldgia, a gyogyszerfejlesztés, a robotsebészet, a sugarterapia és az
immunterapia teriiletén megvalosult legjabb fejlesztések kiilondsen a HPV-negativ fej-
nyaki tumorok kezelésében vezettek jelentds elore Iépésekhez. A taxédnalapu
kemoterapids szereket, kiilondsen a docetaxelt és a paclitaxelt ciszplatinnal és
5-fluorouracillal kombindlva alkalmazzdk neoadjuvans kemoterdpiaként fej-nyaki
tumoros betegek kezelésében. E betegségek kimenetele azonban az jitasok ellenére
szinte valtozatlan maradt, a legtobb eldrehaladott stddiumi HNSCC-ben szenvedd
beteget tovabbra is platinaalapt terapiaval kezelik. Jelen értekezés keretében a Cx43 és a
Bcl-2 fehérjék expresszidjat mint a taxdnnal szembeni gyogyszerérzékenység potencialis
prediktiv molekularis markereit vizsgaltuk HNSCC sejtvonalakon és tumorsejteken.
Emellett az 0j terapids lehetdségek jelatviteli utvonalakra gyakorolt hatasat is vizsgaltuk
abban a reményben, hogy eredményeink hozzajarulhatnak a fej-nyaki tumorban szenvedo
paciensek tulélési esélyeinek javitasahoz.

A Bcl-2 csalad fehérjéi az apoptozis kulcsfontossadgu szabalyozo elemei. A Bcl-2, mint
kulcsfontossagu apoptdzisellenes szabalyozd fehérje, a teljes sejtszdmot nem a
sejtosztodasi sebesség fokozasaval, hanem a sejthalal gatlasaval noveli [113]. A fej-nyaki
tumorok gyakran taltermelik az antiapoptotikus Bcl-2 fehérjét, ami 6sszefliggést mutat a
daganat kemorezisztenciajaval [114]. Korabbi tanulmanyok arra is ravilagitottak, hogy
kemoterapidval kombinalva a Bcl-2 potencialis terapias célpontként szolgalhat fej-nyaki
tumorokban [115].

A connexinek jol karakterizalt sejtkapcsold  fehérjék, amelyek Ilehetséges
tumorszupresszor szerepiiket és intracellularis jelatviteli utakkal valé interferenciajukat
mar igazoltdk [116]. Kimutattdk, hogy a connexinek a szdéveti homeosztazis
szabalyozasan keresztiil koordinaljak a sejtes eseményeket, mint a sejtndvekedés, a
migracid, az apoptdzis vagy a jelatvitel. Ezek a szerepek tobb tanulmany szerint

fiiggetlenek a gap junction-6n keresztiil megvaldosulo sejtek kozotti kommunikéciotol, bar
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a pontos mechanizmusok még nincsenek feltarva [75, 117]. A connexinek funkciovesztd
Korabbi kutatdsunkban megallapitottuk, hogy a Cx43 prognosztikai faktor fej-nyaki
tumorokban: a fehérje alacsonyabb szintje szignifikansan rosszabb tuléléssel tarsul [73].
Ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak Puzzo és munkatérsai gégerak vizsgélatakor [119].
Mas tanulméanyokban azonban forditott dsszefiiggést talaltak a Cx43 expresszidja és a
teljes talélés kozott, ami arra utal, hogy a Cx43 a tumor anatomiai elhelyezkedésétol
(nyeldcsO vagy szajiireg), illetve a fehérje sejten beliili lokalizaciojatol (citoplazmaban és
sejtmagban vagy a plazmamembranban) fiiggden eltérd szereppel rendelkezik [120-122].
Dubina és kollégai vastagbéltumorokban kereteltoloddsos mutdciot mutattak ki a Cx43
miikodését, valamint a festési eljardsokban alkalmazott antitestek kotdédését is [123]. A
Cx43-at, mint a kemoterapia potencidlis molekularis markerét fej-nyaki tumorokban még
nem irtdk le, azonban megfigyelték, hogy a Cx43 tultermeltetése csokkenti szamos
(tid6-, emlo- vagy prosztataeredetil) tumorsejtvonal ndvekedését [124-126].

A fej-nyaki tumorok in vitro modelljeinek 1étrehozasahoz harom, kiilonb6z6 lokalizaciéja
(Detroit 562: pharynx, FaDu: hypopharynx és SCC25: nyelv) fej-nyaki tumorsejtvonalat
alkalmaztunk. Western blot ¢és fluoreszcens immuncitokémia hasznalatdval
meghatdroztuk a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék mennyiségét és lokalizaciojat mindhdrom
sejtvonalban, valamint immunhisztokémia alkalmazéasaval megvizsgaltuk ugyanezt
formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) tumormintdkban is. Megallapitottuk, hogy
mind a vizsgalt sejtvonalak, mind a szovetmintak Cx43- és Bcl-2-expresszidja eltérd.
Nem talaltunk Osszefliggést a betegek klinikopatologiai adatai (stddium, grade,
lokalizaci6 vagy betegségspecifikus tulélés) €s a Cx43 vagy a Bcl-2 szintje kozott.
Erdekes modon a magas Cx43-expresszioval rendelkezd betegek tilélése rosszabbnak
adodott, mint azon pacienseké, akiknek a Cx43-szintje alacsony volt. Ez a
megfigyelésiink Osszhangban van Brockmeyer ¢és munkatarsainak korabbi
megallapitasaival, akik ezt a jelenséget a Cx43 sejten beliili lokalizacigjaval hoztak
Osszefliggésbe [120].

A Cx43 ¢és a Bel-2 expresszidjanak kapcsolatat megvizsgéalva azt tapasztaltuk, hogy a
magas Cx43-szinthez altaldban a Bcl-2 alacsony expresszioja tarsul. A jelenség legjobb

példaja 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 ICso érték és a legmagasabb az apoptotikus sejtek
aranya. Ugyanakkor a madsik két sejtvonalban az alacsony Cx43-expresszid mellett
emelkedett Bcl-2-szintet és alacsonyabb paclitaxelérzékenységet figyeltink meg. A
Detroit 562 sejtvonal, a magasabb Cx43-szint ellenére, kevésbé ¢érzékeny
paclitaxelkezelésre, amely a nagyon magas Bcl-2-expresszioval lehet dsszefliggésben. Ez
a jelenség ravilagit arra, hogy a Cx43 mellett a Bcl-2 6nmagaban is figyelemremélto
faktor lehet. Eredményeink 0Osszhangban vannak a glioblasztoma sejtvonalakra
vonatkozo kordbbi megfigyelésekkel, ahol a Cx43 magas szintjét alacsony Bcl-2-
expreszid €s a taxanalapu terapidkkal szembeni érzékenység kisérte [84]. Hasonlod
hatasokat figyeltek meg a transzfektalt petefészek- és prosztatarak sejtvonalakban in vitro
és egérmodellekben is [127, 128]. Huang ¢és kollégai feltételezték, hogy ez a
mechanizmus fliggetlen lehet a Cx43 gap junction-6n keresztil megvalosulo
intercellularis kommunikacidban betdltott szerepétdl, ugyanis sejtmodelljiikben a Cx43
foként a citoplazméaban és a sejtmagban helyezkedett el. Kisérleteikben tobb, az
apoptozishoz kapcsolddo fehérjét (Bel-2, Bax, Bak, Mcl-1) is megvizsgaltak, de csak a
Bcl-2 szintjében talaltak szignifikans valtozast [129]. Az SCC25 sejtvonalban a Cx43 a
plazmamembran mellett a sejtmagban is megjelenik, ahogy ezt Huang és munkatérsai
transzfektalt modelljiikben tapasztaltik. Ugy vélték, hogy a Cx43 kozvetleniil kotddik
cisz elemekhez a promoter régidban, ezaltal szabalyozva a génexpressziot [84]. A Cx43
fehérjének nincs sejtmagi lokalizacios szignalja, mas, ilyen szekvenciaval rendelkezd
fehérjékhez kapcsolddva jut be a sejtmagba és mitkddik transzkripcids szabalyozoként
[130, 131]. Egy masik lehetséges mechanizmus szerint a Cx43 a jelatviteli kaszkddokon
keresztiil hathat a Bcl-2 expresszidjara, mivel rendelkezik SH2 és SH3 kotohellyel, és
tudja gatolni az Src-t. Wang ¢és kollégai megfigyelték, hogy a Cx43 mennyiségének
novelése csak akkor érzékenyitette a vastagbéltumor-sejteket paclitaxellel szemben, ha
azokat nagy slrliségben tenyésztették és érintkeztek egymadssal. Ez arra utal, hogy a
kemoszenzitizacioban a gap junction funkcionak is szerepe lehet [83]. Kisérleteink soran
minden esetben olyan sejtszdmot alkalmaztunk, amelynél a sejtek nagy siiriségben voltak
jelen és érintkeztek egymadssal, azonban nem tanulményoztuk kiilén a gap junction
funkcié szerepét. Mindemellett a Cx43 kotddik a tubulinhoz és részt vesz a

mikrotubulusok stabilizaldsaban is, ami szintén befolyéasolhatja a paclitaxellel szembeni
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érzékenységet [132]. E kutatdsunkban nem torekedtiink a Cx43 és a mikrotubulusok
kozotti kozvetlen kolcsonhatds tanulmanyozésara.

Vizsgalatunkban a tumorsejtvonalakhoz hasonléan FFPE HNSCC szovetmintakban is
forditott 0sszefiiggést talaltunk a Cx43 és a Bcl-2 fehérjék expresszioja kozott. A magas
Cx43-expresszid gyakran fordult el6 alacsony Bcl-2-szinttel, amely jelenség
szignifikansnak bizonyult. Korrelaciot figyeltink meg a Cx43 ¢és a Bcl-2 fehérjék
mennyisége ¢s a neoadjuvans TPF-fel folytatott kemoterapiara adott valasz kozott, amely
valoszinlileg az alacsony esetszam (18 beteg részesiilt ilyen terdpidban) miatt nem
bizonyult statisztikailag szignifikansnak. A feltart forditott Osszefliggés igazoldsara
megvizsgaltuk a TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbazisbdl szarmazé mRNS-
expresszios adatokat. A GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)
alkalmazasaval el tudtuk végezni a TCGA expresszios adatainak paronkénti
génkorrelacios elemzését [133]. A GJAI ¢és a BCL2 gének expresszidja fej-nyaki
tumorokban szignifikans forditott dsszefiiggést mutatott (p=2,4-10°, R=—0,21), amely
megerdsitheti az altalunk kimutatott kapcsolatot. A rendelkezéstinkre all6 FFPE HNSCC
szovetmintainkbdol nem tudtunk megfeleld mennyiségii mRNS-t izolalni a vizsgalatok
elvégzéséhez.

A Cx43 mennyiségének a Bcl-2 expresszidjara gyakorolt hatdsait RNS-interferencia és
plazmidtranszfekcio alkalmazasaval tanulmédnyoztuk. Azt tapasztaltuk, hogy SCC25
sejtekben a Cx43 mennyiségének jelentds csokkenése szignifikansan megnovekedett
Bcl-2-expressziot eredményezett, mig FaDu sejtekben a Cx43 mennyiségének jelentds
emelkedése szignifikansan csokkentette a Bcl-2-expressziot. RNS-interferencia
alkalmazasakor Detroit 562 és FaDu sejtekben nem tapasztaltunk jelentds valtozast a
Bcl-2 fehérje szintjében, ami alighanem az alacsony kezdeti Cx43-expresszionak tudhatd
be, ami miatt az RNS-interferencia altal okozott tovabbi csokkenés mar nem okozott
szamottevd valaszt. Huang és munkatarsai hasonl6 hatasokat fedeztek fel, amikor a Cx43-
at glioblasztoma sejtvonalakba transzfektaltak [84]. A csokkent Cx43-expresszid az
SCC25 sejtekben alacsonyabb paclitaxelérzékenységhez ¢és az apaoptotikus sejtek
aranyanak csokkenéséhez, mig a megnovekedett Cx43-szint a FaDu sejtekben magasabb
paclitaxelérzékenységhez vezetett. A GJAI géntranszfekcid6 mindhdrom sejtvonalban
novelte a Cx43 fehérje expresszidjat, de a hatas csak a FaDu sejtekben bizonyult

szignifikansnak. A transzfektalt Detroit 562 sejtekben az emelkedett Cx43-szint mar két
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nap alatt csokkent vagy teljesen eltiint. Az SCC25 sejtekben az eredendden magas Cx43-
szinthez képest a transzfekcido nem okozott olyan kiemelkedd valtozast, amely hatasara
az egyébként is alacsony Bcl-2-expresszio tovabb csokkenhetett volna. A FaDu sejtvonal
tovabbi transzfekcios kisérletekhez vald felhasznaldsat a hatékonysag mellett a
modszerrel szembeni magas tolerancia tette lehetdvé. A GJA[-transzfekcio azonban nem
indukalt jelentds apoptdzist a FaDu sejtekben. Megfigyeltiik, hogy a transzfekcios eljaras
Onmagaban érzékenyiti a sejteket paclitaxelkezeléssel szemben. Ez a hatas a kontroll
plazmid alkalmazéasakor erdsebben jelentkezett, és ezt a zavard hatast a transzfekcios
Mindezeket figyelembe véve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Cx43 ¢és a Bcl-2
expresszioja fej-nyaki tumorsejtvonalakban és szovetmintdkban egyarant forditottan
korrelal. A magas Cx43- és az alacsony Bcl-2-szint paclitaxelkezelésre adott jobb valaszt
jelez elére a vizsgalt sejtvonalakban. A Cx43 szerepét a folyamatban RNS-
interferencidval és GJAI-transzfekcioval igazoltuk. Eredményeink alapjan feltételezziik,
hogy a Cx43 befolyasolja a Bcl-2 expressziojat. Az emelkedett Cx43- és az ezzel jard
alacsony Bcl-2-szint fokozott paclitaxelérzékenységet eredményez. Mivel a taxanalapu
ezeknek a biomarkereknek a tesztelése fej-nyaki tumoros betegeknél jobb kezelési
stratégia kidolgozasat és a kimenetel pontosabb eldrejelzését teheti lehetévé. A fenti
molekuléris valtozasok és a terapias valasz kozotti 0sszefiiggésre irdnyulo szisztematikus
retrospektiv klinikai vizsgalatok tovabb erdsithetik megallapitasainkat.

Potencialis terapias célpontok azonositasat célzd vizsgéalatunkban elsdsorban a
kindzinhibitor alapu, személyre szabott terapidra koncentraltunk, amelyet mar sikeresen
alkalmaztak HPV-negativ fej-nyaki tumorok kezelésében. Immunhisztokémia
segitségével FFPE tumormintakban megnéztiik az EGFR és a pY 1068-EGFR szintjét. Az
esetek tobb mint 90%-aban magas EGFR-expressziot mutattunk ki a szovetmintakban.
Erdekes médon a klinikopatologiai paraméterek koziil csak a grade mutatott korrelaciot
az EGFR szintjével, gyakrabban figyeltink meg magas EGFR-expressziot az
elérehaladott daganatokbdl szarmazd mintdkban. Annak ellenére, hogy az EGFR
tultermelddése mennyire gyakori fej-nyaki tumorokban, az EGFR extracellularis
doménjéhez kotédé monoklonalis ellenanyagok (cetuximab) és az intracellularis

doménjéhez kotddd tirozin-kindz-inhibitorok (erlotinib, gefitinib) nem bizonyultak
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hatékonyabbnak a kemo- és sugarterapianal. E jelenségnek szamos oka lehet, mint
példaul mas receptor-tirozin-kinaz fehérjék taltermelddése, vagy a jelatviteli kaszkadokat
érinté mutaciok jelenléte, amelyek kikiiszobolik az EGFR-gatlok hatasat [134].

A pY1068-EGFR szintjét az EGFR-aktivitas indikatoraként hasznaltuk. A vizsgalt fej-
nyaki tumorszovetmintdk minddssze 10%-a mutatott magas EGFR-aktivitast.
Szignifikans Osszefliggést figyeltiink meg a betegségspecifikus tuléléssel: magasabb
EGFR-aktivitas rosszabb prognozissal jart. Ezen eredmény alapjan feltételezziik, hogy az
EGFR-gatld terapidkra adott valasz pontosabban eldre jelezhetd lenne az aktivitas
alapjan, mint az EGFR-expresszi6 szerint, vagyis az EGFR aktivitasa fontos
prognosztikai marker lehet. Megfigyelésiink Osszhangban van Wheeler és
munkatarsainak vizsgalataval, amely szerint a magas pY 1068-EGFR-szint 6sszefliggést
mutat a progressziomentes tulélés csokkenésével. Azt is megallapitottak, hogy a pY 1068-
EGFR-szint fliggetlen prognosztikai informaciokat szolgaltat, emellett a pY 1068-EGFR
szintje ¢s az EGFR expresszidja pozitivan korrelalt egymassal [135].

A fej-nyaki tumorok viselkedésének modellezésére harom, valtozatos molekularis hatterii
sejtvonalat alkalmaztunk. Ezekben nem taldltunk jelentds kiilonbséget az EGFR-gatlok
¢letképességre gyakorolt hatdsa kozott. Az afatinib erdsebb gatldst mutatott, mint az
erlotinib, bar nem volt olyan hatékony, mint ahogyan az EGFR-expresszio alapjan
varhato lett volna. Az erlotinib egy elsé generacios EGFR tirozin-kinaz-inhibitor, amely
kompetitiv antagonistaként reverzibilisen kétddik az EGFR tirozin-kindz doménjének
ATP-koto helyéhez. Ezzel szemben az afatinib egy masodik generacios EGFR tirozin-
kindz-inhibitor, amely irreverzibilisen kotédik az EGFR és a HER-2 fehérjékhez. Az
afatinib tehat az EGFR fehérjecsalad tobbi tagjat is gatolja, ami magyarazhatja az er6sebb
hatast a HNSCC-sejtek ¢letképességére [136-138]. Az EGFR-gatlok hatasaval szemben
szignifikans valtozast eredményezett a sejtek ¢életképességében, amikor az EGFR-
jelatvitelben kulcsfontossagh MEK fehérjét gatoltuk. Az SCC25 sejtek érzékenyebbnek
bizonyultak a MEK gatlasara, mint a masik két vizsgalt sejtvonal, és a kezeldszerek koziil
a trametinib hatasosabb volt, mint a selumetinib. Mig a selumetinib egy haté¢kony, erésen
szelektiv MEK-1 inhibitor, addig a trametinib szubnanomolaris koncentracioban gatolja
a MEK-1 és MEK-2 kinazokat. Ez a kiilonbség allhat annak hatterében, hogy a trametinib
erdsebb hatast gyakorol a fej-nyaki tumorsejtek életképességére [139]. A sikeresebb

EGFR- és MEK-gatlok hatasat kombinacids kezelésben is megvizsgaltuk, ¢s mindharom
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sejtvonal esetén nagymértékli szinergizmust figyeltiink meg. Azonban amikor
Osszehasonlitottuk a kombinacids kezeléseket az afatininb vagy a trametinib
kezelésekkel, akkor csak a FaDu sejtekben volt szignifikans kiilonbség.

Magyarazatot keresve a kezeldszerekkel szembeni érzé¢kenységben adodo kiilonbségekre,
meghatdroztuk a sejtvonalak expreszids és foszforilacios profiljat. Az EGFR, az Akt és
az ERK mennyiségében nem talaltunk olyan jelentds kiilonbséget, amely az EGFR- és a
MEK-gatlokkal szembeni eltérd viselkedést okozhatna. Ezzel ellentétben szamottevo
kiilonbséget figyeltiink meg a fehérjék foszforilacids szintjében. Az EGFR a FaDu
sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb aktivitast produkalt, mint a masik két sejtvonalban.
Ami az Akt és az ERK aktivitasat illeti, az Akt kindz aktivabb volt a Detroit 562
SCC25 sejtekben az ERK kinaz bizonyult aktivabbnak. Arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a Detroit 562 sejtekben a PI3K/Akt Gitvonal, mig az SCC25 sejtekben a MEK/ERK
utvonal domindl, a FaDu sejtekben pedig ez a két jelatviteli utvonal kozel azonos
mértékben aktiv.

A jobb megértés érdekében megvizsgaltuk, hogy a trametinibkezelés hogyan valtoztatja
meg a fehérjék aktivitasat. A MEK-gatlasa az elvartnak megfeleléen az ERK
aktivitasanak megsziinését eredményezte a Detroit 562 és az SCC25 sejtekben. A FaDu
sejtekben ugyanez a hatds jelentdsen megnovelte az EGFR ¢és az Akt aktivitasat, ami egy
visszacsatoldsi mechanizmus miikodésére utal.

A MEK/ERK jelatviteli utvonal a tumorbioldgia egyik legjobban jellemzett
kindzkaszkadja. Deregulacioja gyakran megfigyelhetd kiilonb6z6 daganatokban (koztiik
melanomaban, hasnyalmirigy-, tiid6-, vastagbél- és emldtumorokban) és kozponti
szerepet jatszik a karcinogenezisben és a daganatok progresszidjaban. Az érintett kinazok
célzésa igéretes 1j terapidk kidolgozasat jelentheti. A fej-nyaki tumorban szenvedd
betegek koriilbeliil 18%-a hordoz a MEK/ERK ttvonalat érinté mutaciot. A TCGA adatai
szerint a jelentés komponensek (HRAS, BRAF, ERK?2) az esetek 10,5%-ban mutaltak
[141]. Az altalunk vizsgalt sejtvonalak vad tipustak a relevans génekre nézve [140], ezért
ugy gondoljuk, hogy jelen esetben az ERK/EGFR visszacsatolasi hurok jelenlétét ezek
nem befolyasoljak. Mivel a RAS- és RAF-mutaciok fej-nyaki tumorokban ritkak, érdemes
a MEK/ERK utvonalat a végponthoz minél kozelebb gatolni. Xie és kollégai

tanulmanyukban meghataroztdk a MEK-gatld trametinib hatasmechanizmusat.

73



Megallapitottak, hogy a trametinib géatolja az ERK fehérje miikodését, valamint hogy a
sejtproliferacio csokkenéséhez az EGFR ¢és Myc fehérjék expresszidjanak csokkenése is
hozzajarul [142] Eredményeink 6sszhangban vannak megfigyeléseikkel, melyek szerint
a trametinib hatdsa a teljes molekularis hattértdl fligg, ezért vizsgalatunkat az EGFR-
utvonal aktivitdsi adataival egészitettiik ki, leirtuk az ismert visszacsatoldsi mechanizmus
jelenlétét, és kiillonbozd potencidlis terdpids stratégidt dolgoztunk ki az egyes
tumoraltipusokhoz. A MEK-gatlokat jelenleg is szamos klinikai vizsgalatban értékelik,
¢s sok esetben tapasztalnak jelentds daganatellenes hatdst, azonban a rezisztencia
kialakuldsa tovabbra is kritikus kérdés maradt. A biokémiai visszacsatolasi hurkok és mas

jelatviteli utvonalakkal (féleg a PI3K/Akt tutvonallal) valdo egymasra hatds gyakran

Eredményeink alapjan felallitottuk a jelatviteli utvonalak elméleti modelljét a harom
vizsgalt sejtvonal molekuldris hatterének megfelelden. Kezelés nélkiil a PI3K/Akt
utvonal aktivabb a Detroit 562 sejtekben a PIK3CA funkcionyerd mutdcidja miatt.
Ezekben a sejtekben az afatinibkezelés teljesen gatolja a MEK/ERK utvonalat, a
PI3K/Akt jelut aktivitdsa azonban csdkken ugyan, de nem sziinik meg. Ebbdl adédoan a
Detroit 562 sejtekben EGFR-gatlokkal nem érhetd el jelentOs €letképesség-csokkenés. A
trametinibkezelés csak a MEK/ERK utat gatolja, a PI3K/Akt jelut aktiv marad. Ennek
megfelelden ebben a sejtvonalban a MEK-gatlok az EGFR-gatloknal is kisebb
hatékonysdgot mutatnak. Az afatinib + trametinib kombinécios kezelés nem okozott
nagyobb csokkenést a sejtek életképességében az afatinibhez viszonyitva, igy ez a
kombinacio a Detroit 562 sejtek gatlasdra nem megfeleld. Feltételezziik, hogy az EGFR-
vagy a MEK-inhibitorokat Akt-gatloval lenne érdemes kombinalni, hogy a Detroit 562
sejtek jelentds pusztulasat idézziik eld (24. abra).

A FaDu sejtekben a MEK/ERK ¢s a PI3K/Akt utvonalak hasonl6 aktivitdsa mellett az
ERK ¢és EGFR kozotti visszacsatolasi mechanizmust figyeltiink meg. Ez a tipusu
visszacsatoldsi mechanizmus gyakran felel az EGFR-jelatvitel kikapcsolasaért [145].
Korabbi tanulmanyokban vastagbél-, petefészek- és majtumorsejtekben kimutattak, hogy
a foszforilalt ERK aktivalja a CDC25 foszfatazt, amely inaktivalja az EGFR-t [146-148].
A pY1068-EGFR szintje alacsony ebben a sejtvonalban, ami alatamasztja a
visszacsatolasi hurok jelenlétét. Az afatinibkezelés teljesen gatoljaa MEK/ERK utvonalat

¢és részben a PI3K/Akt jelutat. A trametinibkezelés a FaDu sejtekben teljesen blokkolja a
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MEK/ERK utat, igy felfliggeszti az EGFR defoszforilacidjat, amire a megndvekedett
pY1068-EGFR-mennyiség utal. A MEK/ERK gatlasanak hatasara a PI3K/Akt ut
aktivabba valik, amit az emelkedett pS474-Akt jelenléte bizonyit. A FaDu sejteket
afatinbbel ¢és trametinibbel egyiitt kezelve mindkét utvonal egyideji gatlasa okozza a
tumorellenes hatast. Emiatt a FaDu sejteken a MEK- ¢és az EGFR-inhibitorok
kombinécios alkalmazasat javasoljuk (25. abra).

Kezeletlen SCC25 sejtekben a MEK/ERK utvonal meglehetésen aktiv. Nem
azonositottunk olyan mutéaciokat, amelyek befolyasolnak a vizsgalt utvonalakat, és a
FaDu sejtekben jelenlévd visszacsatoldsi hurkot sem mutattuk ki ebben a sejtvonalban.
Az afatinibkezelés mindkét jelatviteli utat teljesen gatolta. A trametinibkezelés a
MEK/ERK jelut teljes gatlasat eredményezte, ami 6nmagdaban is elegendd lehet az SCC25
sejtek ¢életképességének korlatozasdhoz, mivel a PI3K/Akt Gtvonal kevésbé aktiv. Az
afatinib + trametinib kombinacios kezelés is a vizsgalt utvonalak teljes gatlasat
eredményezte, azonban az EGFR- és a MEK-gétlok monoterapiaban val6 alkalmazasahoz
képest a két szer egyidejii alkalmazidsa nem tesz lehetdvé figyelemreméltd
doziscsokkenést, amely a mellékhatasok csokkenéséhez vezethetne. gy az EGFR- vagy
a MEK-inhibitorok 6nmagukban hatékony stratégiat jelenthetnek az SCC25 sejtek
gatlasédban (26. abra).

Az elmult hdrom évtizedben a terdpias és diagnosztikai lehetdségek bovitésére tett
erofeszitések ¢és a jelentds tudomanyos fejlddés a HNSCC teriiletén csak szerény
mértékben javitotta a fej-nyaki tumorban szenvedd betegek tulélését. Eredményeink
egyértelmilen rdmutatnak ennek a daganattipusnak a sokszinliségére és a személyre
szabott diagnozis ¢s kezelés fontossdgara. A bemutatott eredmények arra is ravilagitanak,
hogy az EGFR-expresszio elemzése mellett az EGFR foszforilacios allapotanak
vizsgalata is elengedhetetlen. A fej-nyaki tumorok gyogyitdsahoz tovabbi atfogd
vizsgélatokra van sziikség, amelyekkel megérthetjiik a mogottes patomechanizmust és 4j

modszereket talalhatunk a HNSCC-k kezelésére.
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elméleti modellje. A felallitott modellek fehérjeexpresszidos és -foszforilacios
méréseken, valamint életképeség-vizsgalatokon alapszanak, csak a MEK/ERK és a
PI3K/Akt utvonalakat jelenitik meg, és nem terjednek ki a jelatviteli utak kozotti
kapcsolatokra. Az EGFR altal inditott jelatvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt,
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sejtekben.
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modellje. A felallitott modellek fehérjeexpresszios és -foszforilaciés méréseken,
valamint életképeség-vizsgalatokon alapszanak, csak a MEK/ERK és a PI3K/Akt
utvonalakat jelenitik meg, és nem terjednek ki a jelatviteli utak kozotti
kapcsolatokra. Az EGFR altal inditott jelatvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt,
(C) trametinibbel kezelt és (D) afatinib + trametinib kombinacidjaval kezelt

sejtekben.

77



Ras (PIKICA) CRas PIKICA)
Raf > (@@ Raf %)
I E 3
CMEKD CaTOR CMEK CmTOR>

) *
CERK CERK
| %
Proliferacio Tl’llJélés Proliferacio Tualélés

c D

afatinib

? PIK3C

Raf Akt D < Raf > Akt
%
tramenmb—*@ili) @TOE trametinib—(id? @TO_R
GSRK > CERK
¥
Prollferamo Tulélés Proliferacié Tulélés

@ magas fehérje aktivitis  @JP: 2én muticic —— - aktivicio —— : inhibicio
#¢: gitolt folyamat - emelkedett fehérje aktivitas - csokkent fehérje aktivitas
26. abra: SCC25 tumorsejtvonal jelatviteli titvonalainak egyszeriisitett elméleti
modellje. A felallitott modellek fehérjeexpresszios és -foszforilaciés méréseken,
valamint életképeség-vizsgalatokon alapszanak, csak a MEK/ERK ¢és a PI3K/Akt
utvonalakat jelenitik meg, ¢és nem terjednek ki a jelatviteli utak kozotti
kapcsolatokra. Az EGFR altal inditott jelétvitel (A) kezeletlen, (B) afatinibbel kezelt,
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sejtekben.
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7. Kovetkeztetések

Az értekezésben bemutatott kutatomunkdm eredményeibdl az alabbi pontokban felsorolt

kovetkeztetések vonhatok le:

1.

Forditott korrelaciot talaltunk a fej-nyaki tumorok in vitro modelljeként vizsgalt
sejtvonalak és a tumoros betegekbdl szarmazd szdvetmintak Cx43- és Bcl-2-
expresszidja kozott.

A magas Cx43- és az ezzel egyiitt jaro alacsony Bcl-2-expresszio alkalmasnak
bizonyult a paclitaxelkezelésre varhaté kedvezobb valaszreakcid eldjelzésére. A
legmagasabb Cx43- ¢s a legalacsonyabb Bcl-2-szinttel rendelkez6 sejtvonal volt
a leginkabb érzékeny paclitaxelre. Ugyanakkor az alacsony Cx43- és a magasabb
Bcl-2-szinttel bird sejtvonalak alacsonyabb paclitaxelérzékenységet mutattak.
Eredményeink arra utalnak, hogy a Cx43 fehérje szerepet jatszhat a Bcl-2 fehérje
szintjének szabalyozasdban. Géncsendesités alkalmazéasaval megallapitottuk,
hogy a Cx43-expresszi6 csokkentése szignifikdnsan emeli a Bcl-2 szintjét, amely
csokkent paclitaxelérzékenységet és alacsonyabb apoptozisratdt eredményez.
Amikor pedig plazmidtranszfekcioval emeltik a Cx43 mennyiségét, az
szignifikansan csokkentette a Bcl-2-expressziot €s érzékenyitette a sejteket
paclitaxelkezeléssel szemben.

A Cx43 prediktiv marker lehet fej-nyaki tumorokban taxanalap terapia esetén.
A pY1068-EGFR-szint emelkedése prognosztikus jelentdséggel bir fej-nyaki
daganatokban. A pY1068-EGFR nagyobb mennyisége szignifikansan
kedvezOtlenebb betegségspecifikus tuléléssel tarsul e daganattipus esetében.

A fej-nyaki daganatok in vitro modelljében a MEK/ERK ¢és a PI3K/Akt jelatviteli
utak tagjait érintd mutaciok és fehérjefoszforilaciok ismerete felhasznalhatd az
EGFR- ¢és a MEK-gatlokkal, valamint ezek kombinacidjaval szembeni
érz¢kenység predikciodjara.

Olyan fej-nyaki tumorokban, amelyekben nincs jelen a MEK/ERK ¢és a PI3K/Akt
utvonalakat érint6 mutacidé és nem mikodik az ERK/EGFR visszacsatolasi hurok,

a MEK igéretes terapias tdimadaspont lehet.
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8. Osszefoglalas

A fej-nyaki tumorok valtozatos molekuldris hattérrel rendelkezd daganatok, amelyek
kialakulasaban az alkoholfogyasztas, a dohanyzas és a HPV-fert6z¢s is jelentds szerepet
jatszik. A tumorsejtek molekularis hibainak sokszintisége jelentds kihivast jelent a
kezelés szempontjabol, és ennek lekiizdését leginkabb az ismert prognosztikus €s
prediktiv biomarkerek korlatozott szdma hatraltatja.

Kutatasunk soran fej-nyaki daganatokban prediktiv, illetve prognosztikus jelentdségii
fehérjék azonositasat tiztiik ki célul, valamint, hogy a relevans molekuléris tulajdonsagok
alapjan keressiink e tumorsejtek ellen felhasznalhato 01j potencidlis gyogyszercélpontokat.
Vizsgalatainkban a Cx43 és a Bel-2 fehérjék expresszigjat, mint a paclitaxel érzékenység
potencidlis prediktiv molekularis markereit teszteltiik. Eredményeink a Cx43 ¢s a Bcl-2
expresszioja kozott fennallo forditott korrelaciot mutattak a fej-nyaki tumorokban, és azt
tamasztottak ald, hogy a magas Cx43-, illetve ezzel egyiitt jard alacsony Bcl-2-expresszid
a paclitaxelkezelésre adott kedvezObb valaszreakcioval tarsul. Ezek alapjan feltételezziik,
hogy a Cx43 mennyisége befolyasolja a Bcl-2 protoonkogén szintjét és hogy a Cx43
prediktiv marker lehet fej-nyaki tumorok taxdnalapu terapiaja vonatkozasaban. Mivel a
elemei, e biomarkerek vizsgéalata a klinikai gyakorlatban eldsegitheti a kezelés jobb
tervezését és megalapozottabba teheti a predikciot.

Az 11j prediktiv markerek azonositdsa mellett az EGFR prognosztikus szerepére és az
EGFR-gatlokkal szembeni rezisztencia elkeriilésére vagy kikiiszobolésére alkalmas
célzott terapias szerek vizsgalatara fokuszaltunk. E kutatds eredményeként egyrészt
megallapitottuk, hogy az EGFR-aktivitds 0nallé prognosztikai marker, masrészt
potencialis terdpias célpontként azonositottuk fej-nyaki tumorokban a MEK jelatviteli
szabalyozo fehérjét. A MEK-gatlok mélyrehatobb tanulmanyozéasa soran felfedeztiik,
hogy a vastagbé¢l- €s hasnyalmirigy-daganatokban leirt ERK/EGFR visszacsatolasi hurok
fej-nyaki tumorokban is miikddik. Kisérletes eredményeink alapjan felallitott modelljeink
alkalmasak lehetnek az EGFR- és a MEK-gatlokkal, valamint ezek kombinéciojaval
szembeni érzékenység predikciojara.

Eredményeink segithetnek a fej-nyaki daganatok molekularis hatterének pontosabb
megértésében, lényeges molekularis markereken alapuld csoportositasaban és uj,

személyre szabott terapids lehetdségek 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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13. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni volt és jelenlegi témavezetéimnek, Dr. Vantus
Tibornak ¢és Prof. Dr. Csala Miklosnak, hogy PhD munkéassagom alatt tdmogatott,
tandcsokkal latott el, lehetdséget nyujtott a legmodernebb mddszerek megismerésére.
Koszonettel tartozom az MTA-SE Patobiokémiai Kutatocsoport egykori vezetdjének,
Prof. Dr. Kéri Gyorgynek a kutatdsaim sordn nyujtott rengeteg segitségért, batoritasért,
baratsagaért és a lehetdségért, hogy munkacsoportjaban dolgozhattam.

Koszonom a Semmelweis Egyetem Molekuléris Biologiai Tanszékének jelenlegi, €s volt
igazgatdjanak Prof. Dr. Csala Miklosnak, Dr. Keszler Gergelynek és Prof. Dr. Banhegyi
Gabornak, hogy helyet és lehetdséget biztositottak a munkam elvégzésére.

Halaval tartozom az MTA-SE Patobiokémiai Kutatocsoport, illetve a Tumorbioldgia
Kutatocsoport tagjainak és a Semmelweis Egyetem Molekularis Biologiai Tanszék
dolgozoinak, Dr. Brauswetter Diananak, Dr. Pénzes Kinganak, Tanai Henriettnek, Dr.
Varga Attilanak, Dr. Gyulavari Palnak, Dr. Muranyi Jozsefnek és Dr. Keresztes Davidnak
mind a szakmai, mind pedig a barati téren nyujtott segitségiikért.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti €s Fej-Nyaksebészeti
Klinikdja igazgatdjanak Prof. Dr. Tamas Laszlonak, aki nagyban segitette PhD
munkdassagomat. Kiemelten koszondm Dr. Danos Kornél és Dr. Birtalan Ede segitségét,
akikkel egyiitt dolgozhattam és kutathattam az évek soran.

Koszonet illeti az I. Szamu Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl Dr. Krenacs
Tibort, hogy laborjaban végezhettem a szdvettani festéseket. K6szonom, hogy mindig
szivesen latott €s rengeteg Otlettel latott el.

Végezetiil halaval és koszonettel tartozom csalddomnak és bardtaimnak, hogy végig

biztattak, timogattak PhD tanulmanyaim folyaman.
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