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A tiidGrdkok kezelésében alkalmazott kemoterdpidknak kevéssé ismert a szoveti biomarkerekre gyakorolt hatdsa. Vizsgdlataink
sordn a prediktiv értékkel biro ERCC1-expresszi6 vdltozdsdt tanulmdnyoztuk neoadjuvdns kemoterdpidban részesiilt betegek
tumorszovetmintdin. Osszesen 25 nem-kissejtes tiidérdkban szenvedd beteg (15 férfi, 10 n6) platinabdzist kemoterdpia el6tti
és utdni tumorszovetének (14 laphdmrdk és 11 adenocarcinoma) ERCC1-proteinexpresszidjat vizsgdltuk immunhisztokémiai
mddszerrel. Meghatdroztuk az ERCC1-et expresszdlo tumorsejtek gyakorisdgat (0-100%) és az expresszio intenzitdsdt (0-3),
majd a két érték szorzatdbol képzett pontszém (0-300) alapjdn végeztiink Gsszehasonlitdst. A 14 laphdmrdk koziil 13 esetben
taldltunk ERCC1-pozitivitdst, ebbdl 4 esetben a kemoterdpia hatdsdra ERCC1-negativvd vdlt a tumorminta, 8 esetben pedig
csokkent az expresszié mértéke. A 11 adenocarcinomdbol 10 volt ERCC1-pozitiv, melybél 6 a kemoterdpidt kdvetden negativva
valt és 4-ben csokkent az expresszio. A pontszamértékek Osszehasonlitdsa alapjan megdllapithato, hogy a markervesztés joval
kifejezettebb volt adenocarcinomdk és nébetegek esetében. Eredményeink arra utalnak, hogy a platinabdzisu kemoterdpia
hatdsdra csékken a tumorszévet ERCC1-expressziéja, ami jelentheti agresszivebb fenotipusti tumorsejtek szelekciojdt. E meg-
figyelés jelentGséggel birhat a nem-kissejtes tiidérdkok kezelésének tervezésében. Magyar Onkoldgia 55:105-109, 2011

Kulcsszavak: ERCC1-proteinexpresszio, immunhisztokémia, prediktiv faktorok, neoadjuvans terapia, nem-kis-
sejtes tiidorak

Platinum-based chemotherapies are widely used in the treatment of lung cancer. However, little is known about their effect
in the expression of certain tissue biomarkers. We have studied the ERCC1 (excision repair cross-complementation group
1) expression in tissue samples of patients treated with neoadjuvant chemotherapy. Fifty lung cancer tissue blocks of 25
patients (15 males, 10 females) were studied. They included 25 bronchoscopic biopsies (14 squamous cell carcinomas and 11
adenocarcinomas) together with their corresponding surgical biopsies after neoadjuvant chemotherapy. Immunohistochemistry
was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded tissues to study the expression of ERCC1. Staining scores (0-300) were
calculated by multiplying the percentage of positive tumor cells (0-100) by the staining intensity (0-3). All but one bronchosopic
squamous cell carcinoma tissues (13/14) expressed ERCC1. Four of these cases became negative after neoadjuvant therapy, and
in 8 cases the level of expression decreased. In the adenocarcinoma group all but one bronchosopic tissues (10/11) expressed
ERCC1. Six of these cases became negative after neoadjuvant therapy, and in 4 cases the level of expression decreased.
Comparison of staining scores before and after chemotherapy revealed more pronounced decrease in adenocarcinomas
and in female patients. There was no newly expressed ERCC1-positive case in the surgical biopsy group. The results of the
present study suggest that platinum-based chemotherapy affects the expression of tissue biomarker (ERCC1) which may have
predictive value, and probably induces a selection of tumor cells with more aggressive phenotype. This knowledge might be
of importance when designing treatment protocols for non-small cell lung cancer patients.
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BEVEZETES

A tudérak vilagviszonylatban és Magyarorszagon is a vezetd
daganatos haldlok. Ez a betegség felelds a daganatos hala-
lozas 20%-aért, ami Magyarorszagon évente kb. 8000 tiid6-
rékos beteg halalat jelenti. A modern képalkotd eljarasok és
egyéb diagnosztikus mddszerek gyors fejlédése, tovabbd a
kombinalt daganatellenes kezelések alkalmazasa ellenére a
betegség otéves tulélése napjainkban még mindig 15% alatt
van. Eltekintve a tiidérak igen korai stadiumaban elvégzett
radikalis sebészi reszekciotdl, a betegség kezelésében donté
szerepet jatszik a multimodalitas, tehat a sebészi és/vagy a
sugdrterdpias és/vagy a kemoterapids modszerek dsszehan-
golt alkalmazdsa. A daganatok 80%-4t kitevé nem-kissejtes
tiidérakokndl kemoterdpia esetén az elmult évekig csak a
daganatok kb. 10-20%-4nal volt megfigyelhetd terapids va-
lasz. Manapsag az 4j szerek alkalmazasaval ez az arany 30-
40%-ra emelkedett, de a kezelés hatasa tovabbra is inkabb
csak az életmindség javulasiban és a betegség kitjuldsaig
eltelt id6tartam meghosszabbodasaban mutatkozik meg.
Az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet 2010-
es évkonyve szerint 2009-ben kemoterdpiat Gsszesen 3032
ujonnan diagnosztizdlt tiidérakos beteg kapott, koziilik
54 neoadjuvans, 529 adjuvans kezelésként, 529 beteg kemo-
radioterapia részeként, mig 1920-an csak kemoterapias ke-
zelésben részesiiltek (1). Az els6vonalbeli kezelés standardjat
mind a mai napig a platinabdzisu citotoxikus kemoterapia je-
lenti. A kombinacidk leggyakoribb &sszetevije a gemcitabin,
a paclitaxel, a vinorelbin, illetve ujabban a pemetrexed.
A vélasztds nemritkdn ,empirikusan” torténik, sok esetben
a hozzaférhetdség, vagy a mellékhatdsprofil alapjan. A ru-
tin klinikai gyakorlatban citotoxikus kemoterdpia esetében
betegszelekcid céljabdl prediktiv szoveti markereket (még)
nem alkalmazunk, tehat rendkiviil nagy jelent8ségti min-
den olyan kutatdsi eredmény, ami segitheti az onkologu-
sokat abban, hogy a betegeiket egyénre szabott kezelésben
részesithessék. Ezt szolgalhatja pl. az ERCCI (excision repair
cross-complementation group 1) repair enzim vizsgalata is,
amely fontos szerepet jatszik a DNS-szintézisben, valamint
az esetlegesen keletkezé DNS-hibdk, igy pl. a platinaszarma-
zékok indukélta DNS-adduktok kijavitdsaban (2). Az enzim
alacsony szintje, illetve expresszidjanak hidnya esetén varha-
t6 a platinaszarmazékok eredményes alkalmazasa (3).

A VIZSGALAT ELOZMENYE

A tidérakok kezelésében alkalmazott kemoterapidnak
jol ismert a klinikai hatdsa, azonban keveset tudunk
a kiillonboz6é szoveti biomarkerek expresszidjira Kkifej-
tett hatdsdrdl. Egy korabbi - a Semmelweis Egyetem
Pulmonolégiai Klinika és az I. sz. Patologiai és Kisérleti

1. tablazat. Az ERCC1 és a Ki-67 fehérjék expresszidjanak val-
tozasa kemoterapia hatasara

ERCCT Ki-67
Pre-kemo  Poszt-kemo Pre-kemo  Poszt-kemo
SCC poz. neg. 25 70
SCC poz. neg. 30 50
SCC neg. neg. 70 40
SCC poz. neg. 40 5
SCC neg. neg. 60 80
SCC poz. neg. 10 10
SCC poz. neg. 50 90
SCC poz. neg. 10 20
ADC neg. neg. 5 20
ADC neg. neg. 50 40
ADC poz. neg. 30 30
ADC neg. neg. 5 30
ADC poz. poz. 50 60
ADC neg. neg. 50 90
ADC neg. neg. 0 5
ADC neg. neg. 60 40
ADC neg. neg. 10 10

[ SCC: laphdmrdk, ] ADC: adenocarcinoma

Rékkutato Intézet egyiittmiikodésének keretében elvég-
zett — vizsgalat sordn nem-kissejtes tiidérakban szenvedd
betegek tumorszovetmintdin kiilonb6z6 szoveti markerek
expresszidjat tanulmdnyoztuk immunhisztokémiai mod-
szerrel (4). A 9 adenocarcinomas és 8 laphdmrékos be-
teg platinabazist neoadjuvans kemoterdpidban részesiilt.
A kemoterapia el6tti, bronchoszképos biopsziabdl szar-
mazé mintdkat 6sszehasonlitottuk a kemoterapiat kovet
mitétbdl szarmazd reszekdtummal. A tanulmdnyozott
fehérjék kozott szerepeltek az apoptozis szabalyozasiaban
résztvevd fehérjék (p53, Bcl-2, Bax, Fas-ligandum), a Ki-
67 proliferaciés marker, valamint a DNS-repair-ben meg-
hatarozé fontossagi ERCCI. Az immunfestett metszetek
értékelése sordn a Ki-67 esetében az osztdédd sejtek sza-
zalékos aranyat hataroztuk meg, mig a tobbi markernél
két kategdriat kilonitettiink el: ha a tumorsejtek tobb
mint 5%-a expresszalta az adott fehérjét, a mintat pozi-
tivnak, ellenkezé esetben negativnak mindsitettitk. A p53,
a Bcl-2, a Bax és a Fas-ligandum esetében nem talaltunk
szignifikdns kiillonbséget sem a két szovettani csoportban
észlelt expresszi6 tekintetében, sem pedig a kemoterapia
el6tti és utani mintdk osszehasonlitdsakor. Ezzel szem-
ben a Ki-67 expresszidja a kemoterapia hatasara 7 esetben
fokozodott, 3-ban pedig csokkent. ERCCl-pozitivitdst
gyakrabban észleltiink laphamrékokban (6/8 eset), mint
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1. abra. ERCC1-pozitiv tiidé-adenocarcinoma (H, x300)

adenocarcinomakban (2/9 eset), és a kezdetben pozitiv
tumorok egy adenocarcinomds minta kivételével mind
negativvd véaltak. Olyan eset nem fordult eld, amelyben
egy kezdetben ERCCl-negativ minta a kemoterapia hata-
sara pozitivva vélt volna (1. tdbldzat). Eredményeink arra
utaltak, hogy a kemoterapia hatasara a daganatsejtekben
szelekciés mechanizmus érvényesiil, melynek sordn azok a
sejtek kertilnek tulsdlyba, amelyek platinaszdrmazékokra
ugyan érzékenyebbek, de proliferacios aktivitasuk foko-
zott, tehat agresszivebb fenotipusuak.

A VIZSGALAT CELJA

Jelen vizsgalatunk célja az volt, hogy tanulmanyozzuk, mi-
lyen hatast fejt ki a platinabdzisu kemoterapia az ERCC1
fehérje expresszidjara nem-kissejtes tiidérakbol szarma-
z6 szévetmintdkban, valamint, hogy a korabbi tanulma-
nyok eredményeit alatimasszuk egy nagyobb esetszammal
végzett vizsgalattal. A citosztatikus kezelés el6tti és utani
markerszintek 6sszehasonlitisara neoadjuvans kemoterapi-
aban részesiilt betegek tumorszovetmintdin keriilt sor.

BETEGEK ES MODSZEREK

25 nem-kissejtes tiidérakban szenvedd, platinabazist neo-
adjuvans kemoterdpiat kovetéen megoperalt beteget von-
tunk be a vizsgdlatba. A vizsgalt betegek kozil 15 férfi és
10 né volt, atlagéletkoruk 61 év. Valamennyi beteg IIIA sta-
diumu tidérdkban szenvedett. A daganat szovettani tipu-
sa 14 esetben planocellularis carcinoma, 11 esetben pedig
adenocarcinoma volt. A betegek azonos aranyban részesiil-
tek cisplatin-etoposid, cisplatin-gemcitabin és carboplatin-
paclitaxel kombindcidji kemoterapidban.

Prediktiv faktorok vizsgalata tiidérakban

A formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott szévettani
blokkokbol késziilt metszeteken a standard avidin-biotin-
peroxiddz immunhisztokémiai mddszerrel mutattuk ki az
ERCC1 fehérje jelenlétét. Az immunreakcidhoz egérben
termelt monoklondlis anti-ERCC1 antitestet (8F1, BIOZOL)
hasznaltunk. Az antigénfeltardst citratpufferben végeztiik,
az antitestet 1:50 aranyban higitottuk. A primer antitesttel
torténé inkubacid 20 percen keresztiil szobahdmérsékleten
tortént. Az immunpozitivitds nuklearis lokalizaciéju volt
(1. dbra). Az immunfestett metszetek értékelésekor megha-
taroztuk az ERCCl-et expresszalé tumorsejtek szdzalékos
aranyat, valamint az expresszi6 intenzitdsat, amit egy 0-3-
ig terjedd skdlan fejeztlink ki. A két érték szorzatabdl 0-300
kozotti pontszamértéket képeztiink. Kiszamoltuk a kemo-
terapia el6tti és utdni mintakhoz tartozé pontszamértékek
atlagat, kiilon értékelve a két szovettani csoportban kapott
eredményeket. A tovabbiakban az ilyen mdédon nyert adato-
kat hasonlitottuk dssze egymassal.

A statisztikai adatfeldolgozas Wilcoxon-féle parositott
proba (Wilcoxon matched pairs test) segitségével tortént.

EREDMENYEK

A 14 laphamrak kozul 13 esetben taldltunk ERCCI-
pozitivitast, ebbdl 4 esetben a kemoterdpia hatdsdra nega-
tivva vélt a minta, 8 esetben pedig csokkent az expresszié

2. tablazat. Az ERCC1-expresszio valtozasa platinabazisu
kemoterapia hatasara

Laphamrak Adenocarcinoma
Kemoterdpia Kemoterdpia Kemoterapia Kemoterapia
elotti utani elotti utani
pontszdm  pontszam pontszam pontszam
210 60 140 0
120 120 150 0
100 60 0 0
120 20 285 160
240 210 210 0
285 0 285 0
285 0 270 60
270 140 270 20
285 20 240 0
270 100 15 20
285 30 140 0

160 0

140 0

0 0
Atlag:198  Atlag: 54 Atlag:182  Atlag: 24

CInék [ férfiak
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2. abra. Az ERCC1-expresszio valtozasa kemoterapia hatdsara  markervesztést tapasztaltunk az adenocarcinomdk eseté-

laphamrak- és adenocarcinoma-mintakban ben: a posztoperativ mintdkban az ERCCl-expresszio kez-
deti mértékének csupdn 1/8-4t talaltuk (p=0,002). JelentSs
250 kiilonbség mutatkozott a markervesztés mértékében a férfi-
ak és n6k kozott (3. dbra). Mig férfiak esetében az expresszio
200 p=0003 p=0002 meértéke koriilbeliil aharmadara cs6kkent a citosztatikumok
hatdsdra (p=0,002), addig n6betegekben ennél joval kifeje-

zettebb csokkenést tapasztaltunk (p=0,003).
150 Eredményeinket osszefoglalva elmondhaté, hogy nem-
kissejtes tiidérakban a platinabazist kemoterapia hatédsara
100 jelent6sen csokken a tumorszévet ERCCl1-expresszidja. Ez a
megfigyelés 6sszhangban van a korabbi vizsgalatunk ered-
50 ményével, ugyanakkor a kombindlt pontszamérték beveze-
tése pontosabb elemzést tett lehetévé. Uj megfigyelés, hogy
. azadenocarcinomdk esetében kifejezettebb a markervesztés,

T

S ADC mint a laphdmrékokban. FErdemes hangstlyozni, hogy né-
betegek tumorszovetében jelentdsebb mértékben csokkent
az expresszid a kemoterapia hatdsara, mint a férfibetegek-
bél szarmazé mintakban.

I Kemoterdpia elGiti score Kemoterdpia utdni score

SCC: laphémrak, ADC: adenocarcinoma

MEGBESZELES

mértéke (2. tdbldzat). A 11 adenocarcinomdbdl 10 volt

ERCCl1-pozitiv, melybdl 6 tumor a kemoterdpiat kovetden  Jelen vizsgdlati eredményeink a korabbi megfigyelésekkel
negativva valt és 4 esetben csokkent az expresszid. Olyan  és a klinikai tapasztalattal 6sszhangban valdszintsitik azt
eset nem fordult el, amelyben a kezdetben ERCCl-negativ  az elképzelést, miszerint a platinabazisu kemoterapias ke-

tumor a citosztatikus kezelés hatasara pozitivva valt volna. zelések hatdsara a tumorsejtekben szelekciés mechanizmus

A platinabdzisu kemoterapia el6tti és utdni atlagos pont-  érvényesiil. A tumorszévetben a citotoxikus kezelés hatd-
szamértékek viszonydt a vizsgalt két szovettani csoportban  sara csokken az ERCCI enzim mennyisége, igy csokken a
a 2. dbra szemlélteti. A planocellularis carcinomak eseté-  platinaszarmazékok indukalta DNS-karosodasokat javitd
ben a kezdeti ERCCl-expresszi6 kozel a negyedére cs6k-  repair-rendszer effektivitdsa, ezdltal a daganat érzékenyeb-

kent a kemoterdpia hatasdra (p=0,003). Ennél is jelentésebb ~ bé valik a platinavegyiiletek citotoxikus hatdsaival szem-

ben. A klinikai tapasztalat azonban azt mutatja, hogy a

betegek egy részénél a kemoterdpiara adott biztato terdpias
3. abra. Az ERCC1-expre§§zié valtozasa kemoterapia hatasara  y4lasz ellenére a hosszabbtavu tulélési mutaték nem javul-
ferfi- s nobetegek mintaiban nak. Korabbi vizsgalatunkban a citotoxikus kemoterapia
hatdsara a Ki-67 expresszidjanak szignifikans emelkedése
volt megfigyelhet§, ami a daganat nagyobb proliferacids
0=0002 0=0003 aktivitasara, agresszivabb biolc’)giai viselkedésére utal. .igy
200 tehat valdszindsithetd, hogy a kiszelektalodott tumorsejtek
az esetlegesen fokozott platinaérzékenység mellett agresszi-
vebb fenotipustiakka valhatnak.

Munkank sordn a vizsgalt preoperativ minta broncho-
szkopos exciziobol, a posztoperativ minta pedig sebészi
100 reszekatumbol szarmazott. Felmertil a kérdés, hogy vajon a
biopsziabdl szarmazo apro szovetmintabol ésa mitét sordnel-
50 tavolitott joval nagyobb volument, heterogén tumorszvetb6l
késziilt metszetek Osszehasonlithatéak-e egymassal, az igy
nyert eredmények hitelesek és reprodukalhatéak-e. T6bb

Férfi NG tanulmany is foglalkozott ezzel a kérdéssel, és kiilonboz6
I Kemoterdpia elitti score Kemoterdpia utdni score markerek - koztiik az ERCCI fehérje — expresszi6jat vizsgal-
tak a biopszidval nyert mintakban és az azoknak megfeleld

250
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mutéti specimenekben immunhisztokémiai mddszerrel. Az
ERCCI1 tekintetében szignifikans egyezést tapasztaltak a pre-
és posztoperativ mintakban mért markerszintek kozott (5, 6).
Ezek alapjan hitelesnek tarthatéak a hasonlé metodikaval
végzett vizsgalatok eredményei. Sajat vizsgalatunkban raada-
sul kizarolag a kisebb, preoperativ pozitiv mintak negativva
valasat tapasztaltuk a nagyobb sebészi mintakban, ennek el-
lenkez6jét — ami esetleg metodikai kérdéseket vethetne fel -
egyetlen tumorszovet-parnal sem.

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy a tiidérdkok kezelésében leg-
gyakrabban alkalmazott citotoxikus kemoterapia el8segit-
heti az agresszivabb fenotipusu tumorsejtek szelekcidjat,
illetve, hogy befolyasolhatja a prediktiv értékkel bir6 szo-
veti biomarkernek, az ERCCl-nek az expresszidjat. Mindez
jelentéséggel birhat a nem-kissejtes tiidérakok terapids pro-
tokolljainak kidolgozasakor.

A jov6ben sajat kutatdsunk nagyobb esetszammal vald
folytatdsat és tovabbi markerek vizsgalataval torténd kiegé-
szitését tervezziik, de emellett hasznos tapasztalatok szerez-
het6k e marker vizsgalataval platinabazisu kemoterapiaval
kezelt, egyéb daganatban — mint pl. ovariumcarcinoméban
- szenvedd betegek vizsgalata esetében.

Prediktiv faktorok vizsgalata tiidérakban
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