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Biomarkerek szolid daganatokban

Nagy Zsuzsanna

Semmelweis Egyetem, Patoldgiai Tudoményok Doktori Iskoldja, programvezeté: dr. Kopper Laszl6, témavezet6: dr. Timar Jozsef

Az utdbbi évtizedben a molekuldris szint(i technoldgia eléretdrésével a daganatokkal kapcsolatos ismereteink is rohamosan
béviilnek. Ez vezetett ahhoz, hogy kezdiink rdjénni a daganatokban kialakult kulcsfontossdgu hibdkra, azokra, amelyek
terdpids célpontok lehetnek. A jelen és a kozeljévé feladata az adott daganatrol a minél pontosabb genetikai térkép azo-
nositdsa, a felelds molekuldris célpontok megjeldlése, a taldlati valoszinliséget, terdpids érzékenységet vagy a progndzist
elére jelz6 molekuldk (biomarkerek) kimutatdsa. Vizsgdlataink, melyek e teriilet néhdny részletkérdésére irdnyultak, a ko-
vetkezé fébb megdllapitdsokra vezettek: (1) Az anti-EGFR-kezelés mdsodik, sokszor tobbedik vonalban is klinikai elényt
(operabilitds, regresszio) ért el a vad tipust KRAS-t hordozd betegek 36%-dban. A KRAS-mutdnsok kézétt a G13D mutdcié
volt a leggyakoribb, amely ujabb tapasztalatok szerint még érzékeny lehet anti-EGFR-kezelésre. (2) Vastagbélrdkmintdk
immunhisztokémiai (IHC) vizsgdlata (TMA-val) arra utalt, hogy az IHC-értékek és a klinikai - elsésorban progresszidval
kapcsolatos - jellemzbk kozott kevés a kapcsolat. Az EGFR elleni antitesttel kapott eredmények szerint a diagndzishoz vett
nyesiil. Ezt erésiti, hogy a jobb tulélést mutatok kozétt az EGFR mellett az dltala befolydsolt ut elemei jelennek még meg
(RAS, RAF, ERK, STAT3). (3) A D-dimer szintje azonos vagy jobban emelkedett a daganatnévekedés kordbbi stddiumaiban,
mint a klasszikus markereké. A vizsgdlt daganattipusokndl (emlérdk, vastagbélrdk, petefészekrdk) a D-dimer szintje prog-
nosztikai markernek mutatkozott, és meghatdrozdsa ajdnlott a klasszikus markerek mellett - utobbiak kézétt viszont a CEA
meghatdrozdsa pl. emlérdkndl és petefészekrdkndl nem indokolt. A fentiek reményeink szerint hozzdjdrul(hat)nak ahhoz,
hogy a daganatok kezeléseében minél inkabb az egyénre szabott stratégia érvényestiljon. Magyar Onkologia 57:56-62, 2013
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In the past decade the revolutionary development of molecular technology contributed a lot to the increase of our
knowledge on cancer. These informations led to the discovery and understanding of those key regulatory changes in the
genesis and progression of malignancies that can serve as targets in tumor diagnostics and therapy. One of the main
challenges in the research field is to identify the most important molecular networks, the molecular targets, the markers
(biomarkers) which can predict therapeutic responsiveness in order to select the appropriate patients, as well as markers
to judge the prognosis of the disease. The aims of our study approached some details of the biomarker area and reached
certain conclusions: (1) The anti-EGFR therapy, used in the second line or even further, proved to be effective, providing
clinical advantage (operability, regression) in 36% of patients carrying wild-type KRAS. G13D mutations were the most
frequent among the KRAS-mutants, which, according to current data, could react to anti-EGFR therapy. (2) Extended
immunohistochemical (IHC) analysis on colorectal cancer samples (using tissue microarray) found rather few correlations
between the IHC estimation and the clinical characteristics related mainly to survival. According to the results with anti-
EGFR antibodies in the diagnostic histological samples, the regulatory pathway which rules the proliferation of normal
colonic mucosa is also present in colonic cancer cells. This finding is supported by the increased ativity of the downstream
members (as RAS, RAF, ERK) of the EGFR signalling. (3) The level of D-dimer increased at least as much as the level of
classical tumor markers in the early stages of tumor growth. D-dimer can be considered as a prognostic factor in tumor
types studied (breast-, colorectal-, ovarian cancers) and its measurement is advised besides the classical markers. We hope
that these results may contribute to the design of a more individual-based and more effective antitumor strategy.
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BEVEZETES

Napjainkban egyre inkabb el6térbe keriil a daganatok ,,sze-
mélyre szabott” terapiaja, kiillondsen a gyogyszeres kezelés
tertiletén. Ennek alapjat elsésorban a molekularis ismeretek
béviilése jelenti, olyan génhibak és hibas termékeik azono-
sitasa, amelyek a daganatok keletkezésében, novekedésé-
ben és terjedésében kulcsszerepet jatszanak. Ezek a hibdk
azok a molekularis célpontok, amelyek ellen ujabb és ujabb
gyogyszerek jelennek meg a klinikai gyakorlatban. A to-
vabblépés tobb feladatot jelol ki a ma és a holnap kutatoi
és klinikusai, a diagnosztikat és a terapiat végzok szamara.
Szerencsére a laborasztal és a betegigy id6beli tavolsaga,
megfelelé egytittmiikodés esetén, jelentésen csokkent, ami
nem kis mértékben annak koszonhets, hogy a molekuld-
ris szinti valtozasokat kimutat6 technikdk, a preklinikai
tesztrendszerek, a klinikai vizsgalatok finomodnak, olyan
osszeftiggéseket, informacidkat hordozé molekuldris ha-
lézatokat tarnak fel, amelyek egyre kozelebb visznek a sze-
mélyre (daganatra) szabott kezelési stratégia kialakitasa-
hoz. Ezek kozott az informaciok kozott igen fontos szerep
jut a bioldgiai/klinikai vélaszt jelezni tudé molekuldknak
- a biomarkereknek. Biomarkerek (vagy ebben az esetben
nevezhetjiik tumormarkereknek) eddig is rendelkezésre 4ll-
tak. Megjelenhetnek a keringésben (zommel ezek a labor-
diagnosztika klasszikus tumormarkerei), vagy kimutatha-
tok a daganatsejtekben.

CELKITUZESEK

Vizsgalataink harom kiilonb6z6 témadra iranyultak, ame-
lyeket a biomarkerek daganatos betegségekkel kapcsolatos
szerepe kot Ossze. Az elsé kettd a daganatsejtekben talalhato
szabalyozasi zavarokkal foglalkozik, a harmadik pedig a ke-
ringésben megjelené markerek aktivitdsat hasonlitja Gssze.
Az egyes témak fontosabb kérdései a kovetkezok:

(1) Mennyire titkrozédik beteganyagunkban (vastagbél-
rakok) a KRAS anti-EGFR-kezeléssel kapcsolatos prediktiv
szerepe? (2) Milyen 6sszefiiggés taldlhaté a kiilonb6z6 sza-
bélyozasi zavarok és a betegek tulélése kozott, azaz melyik
marker vagy markercsoport rendelkezik prognosztikai
szereppel? (3) A daganatokhoz gyakran tarsul6 véralvadasi
zavar kapcsan keletkezd szabalyozok/tényezOk képesek-e
jelezni - legaldbb a jelenlegi biomarkerek hatékonysagaval
— a betegség prognozisat?

KRAS-MUTACIOK VASTAGBELRAKOKBAN

A vastagbélrakok klinikai ellatasanak alapjaul napjainkban
is olyan klinikopatoldgiai tényez6k szolgdlnak, mint a TNM
stddium, a szOvettan, a sebészi szél épsége és a beteg alla-
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pota. Ehhez csatlakozhat még a szovettan alapjan a limfoid
invazio jelenléte, a peritoneum érintettsége és a differenci-
altsag foka, olyan klinikai eseményekkel, mint az elzarédas
vagy a perforacié a diagnoézis idején (ASCO rizikdténye-
z6k). Az utdbbi idében szdmos olyan fehérjét és genomikai
biomarkert irtak le, amelyek finomithatjak prognosztikai
informacidinkat és pontosabba tehetik azoknak a betegek-
nek a kivalasztasat, akik adott szisztémas kezelésbél a leg-
tobb elényt élvezhetik. Ezek kozé a markerek kozé tartozik
vastagbélrdkok esetében a KRAS (Kirsten RAS), amelynek
mutaciéi EGFR-gatlé monoklonalis antitestek esetében
prediktiv értékkel rendelkeznek.

Feltételezték, hogy az EGFR hibai (mutdcid, amplifi-
kacio, génkdpiaszdm véltozdsa) miatt a vastagbélrakok re-
agalhatnak EGFR-t gatld szerekre. A klinikai hatékonysag
monoklondlis antitestek esetében (cetuximab, panitumu-
mab), f6leg kombindciéban - el6rehaladott, metasztatikus
esetekben — be is kovetkezett, mig a kis molekulasulyu, a re-
ceptor tirozinkinaz részét gatld szerek esetében nem. A kli-
nikai hatds magyardzata azonban még varat magara, mert
kideriilt, hogy az immunhisztokémiailag kimutatott EGFR-
mennyiség nem megfelelé markere a varhat6 klinikai hatas-
nak. Ezzel ellentétben prediktivnek bizonyult a KRAS ak-
tivalé mutacidja, mert ennek jelenlétében az EGFR gatlasa
eredménytelen, a mutans KRAS ugyanis fiiggetleniti magat
a jelat fels6bb részeitdl, igy az EGFR-t6l is. Napjainkban az
anti-EGFR monoklonilis antitestek addsanak feltétele az
EGEFR jelenlétének kimutatdsa mellett elsésorban az, hogy
a daganat vad tipusu KRAS-t hordozzon.

Sajat vizsgdlatok

45 beteg értékelhetd adatai és mintai alltak rendelkezésre.
A markerek meghatdrozasa vagy a primer tumorbdl, vagy
a metasztazisbol tortént (ugyanazon beteg primer és me-
tasztatikus tumorat hdrom esetben vizsgaltuk). Az EGFR-
aktivitast immunhisztokémidval (Szent Imre korhdz, Pato-
logiai Osztaly), a RAS-mutaciot szekvenalassal (KPS Kft.)
hataroztdk meg. (Az els6 minta vizsgalatara KRAS-mutdcié
irdnyaba 2010. marcius 4-én keriilt sor.)

A betegek klinikai jellemzdi. 45 értékelt beteg koziil
29 férfi (életkor: medidn 66 év, szélsd értékek 37-73), 16
né (59 év, 47-76). Az operdbilis betegek adjuvans, a mar
metasztazissal jelentkezok palliativ terdpidban részestiltek.
A leggyakrabban alkalmazott protokollok: de Gramont,
FOLFOX, FOLFIRI, capecitabin, bevacizumab + FOLFIRI.

Anti-EGFR-kezelés. Anti-EGFR-kezelésre szinte kivétel
nélkiil tobbszoros kemoterapias ciklus utan keriilt sor ECOG
0-2 allapott betegeken, EGFR- és KRAS-meghatarozas
utan. A betegeknél anti-EGFR-kezelésre csak vad tipusu
KRAS-t hordozé tumor és kimutatott metasztazisok ese-
tén kerilt sor, cetuximab+FOLFIRI kombindciéval, vagy
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panitumumab-monoterdpiaval. A cetuximab alkalmazott
dozisa: 400 mg/m? testfelilet telitd dozis, majd 250 mg/
m? testfeliilet fenntart6 ddzis, hetente; a panitumumab al-
kalmazott doézisa: 6 mg/kg, 2 hetente. A kezelés progresz-
szioig vagy nemkivanatos mellékhatasok jelentkezéséig
tortént. Utdbbiak esetén a kezelésmentes id6szak hosszab-
bodott meg. A leggyakoribb grade 3/4-es melléktiinetként
az akneszer(l bértiinetek (4 eset), és neutropenia (6 eset)
jelentkeztek.

A vad RAS-thordozé primer tumor esetén (11 eset) 5-nél
tortént anti-EGFR-kezelés (4 cetuximab, 1 panitumumab).
Két esetben a 6 honapos cetuximabkezelés soran regresz-
szi6 alakult ki, egy esetben progresszid, két esetben a keze-
1és most (1-2 ho) kezdédostt. Ebben a csoportban a median
élettartam (teljes tulélés: a diagndzis és a halal bedllta vagy
az utolsé vizsgalat kozott eltelt id6) 21 hénap volt (12-72 hé-
nap). A metasztazisokbdl tortént vizsgalat esetén 9 betegbdl
8 részesiilt anti-EGFR-kezelésben. Egy betegnél cetuximab
addsa utdn a majmetasztazisok operabilissa véltak, egy ma-
sik esetben a 6 honapos cetuximabkezelés sordn kialakult
progressziot panitumumab kovette, és 6 honap utan (jelen-
leg) a tumor regredidlt. Ez a beteg mutatta a leghosszabb
tulélést (108 ho), de az anti-EGFR-kezeléskor mar Kkiter-
jedt attétei (tiidd, mellékvese) voltak. Ebben a csoportban
a median teljes tulélés 45 hé (21-108) volt. Osszességében
a 13 anti-EGFR-rel kezelt betegb6l 11-nél lehetett a kezelést
értékelni: 6 honapos kezelés utdn klinikai elény 4 esetben
mutatkozott (36,3%).

A KRAS-mutdciot hordozo esetek. A primer tumorbdl
térténtmeghatarozasnal 19 beteghordozott KR AS-mutaciot,
ami az Osszes eset 63,3%-a (19/30 eset). Felttind, hogy a 19
mutdns betegb6l 15 férfi és 4 né. A metasztazisokbdl torté-
n6é meghatdrozasndl az arany valtozott (6/15, 40%), a mdj-
metasztazisok esetében még inkabb (2/7, 28,6%). Az aktiva-
16 mutdcidk tipusai megoszlanak. A kis mintaszam ellenére
azonban az megallapithato, hogy gyakori a G13D.

Megbeszélés

Bar a KRAS vizsgalata alapjan meglehet6sen csekély az ér-

tékelhet6 esetszam, néhany megfigyelés emlitést érdemel:

o A talélék ardnya (a vizsgalt id6pontban) a vad tipusu
KRAS-t hordozoknal 60% (12/20), a mutdnsoknal 52%
(13/25). A kozeli értékek arra utalnanak, hogy a KRAS-
statusz nem befolydsolja a tulélést (azaz bnmagaban nincs
prognosztikai szerepe), azonban éppen az anti-EGFR-rel
tortént kezelés — a KRAS predikcidjira alapozva - befo-
lyasolhatja az aranyokat.

o A 45 értékelt betegbdl feltlinden magas a mutansok ara-
nya (55,5%, 25/45), masok tapasztalatai 35-45% kozott
mozognak. Az aranyt emelhetik a tiidémetasztazisok,
mert ezeknél a betegeknél gyakoribb a mutacié. Utdbbi

arra utal, hogy KRAS-mutdns primer vastagbélrakoknél

még nagyobb figyelmet kell forditani az esetleges tiid-

attétek korai felismerésére. Némileg forditott a helyzet

a méjmetasztazisoknal, ahol gyakoribb a vad tipustak

aranya (71,5%). A vizsgalt esetek koziil haromnal értékel-

tik a primer tumort és a metasztazisait, és mindharom
esetben egyezést mutattunk ki.

Az anti-EGFR-kezelés masodik - sokszor tobbedik - vo-

nalban is klinikai elényt (regresszid, operabilitas) ért el

a vad tipust KRAS-t hordozé betegek 36,3%-aban. Bar

megfelelé kontrollcsoport nem all rendelkezésre, az valo-

szintsithet6, hogy az eredmények els6 vonalbeli kezelés
esetén, szelektdlt betegeken még jobbak lehetnek.

« A mutansok kozott a legtobb a G13D mutdciot hordoz-
ta, amely Gjabb tapasztalatok szerint érzékeny lehet anti-
EGFR-kezelésre. Erre vonatkozdan kovetheté nemzetkozi
ajanlds még nincs.

A JELATVITELI UTAK VIZSGALATA

A tumormarkerek azonositasat neheziti a daganatok no-
vekedésével parhuzamosan felhalmoz6dé szabédlyozasi
zavarok sokasdga, a heterogenitast elésegité szubklonok
megjelenése, és a szabdlyozasi utak sokszintsége, egy-
mas aktivitasat befolydsold képességiik. A fentiek is in-
dokoljak, hogy igen intenziven folyik tjabb biomarkerek,
biomarker-,panelek” keresése, részben a mdar ismertek
kapcsolatrendszerének figyelembevételével (ez altaldban
kevés gént vagy génterméket érint), részben a sok szaz
vagy éppen ezer génbdl a valamilyen szempont alapjan
a leggyanusabbak ,kihaldszdsaval”. Kozottik talaljuk az
immunhisztokémiat, amely szamos elénnyel és hatrany-
nyal rendelkezik. Némileg segit a problémakon a sz6-
veti microarray (tissue microarray, TMA), amelynél
sok mintan azonos blokkba dgyazva lehet elvégezni az
immunhisztokémiai reakciot.

Sajdt vizsgdlatok

Immunhisztokémiaval (TMA-blokkokon) prébaltunk olyan
szabalyozét vagy szabalyozé csaladot kimutatni, amelyek-
nek a jelenléte/aktivitdsa (mert a jelenlét — sajnos — nem
mindig jelent aktivitast is, ennek dthidaldsara hasznaltunk
pl. foszforilalt formak elleni antitesteket) 6sszefiigg a vas-
tagbélrakok progresszidjaval, a betegek tulélésével. A cél te-
hét ebben az esetben elsdsorban a prognozissal 9sszefiiggd
biomarker(ek) azonositdsa volt.

TMA. A vizsgélatokhoz vastagbélrakok (1996-2004) for-
malinban fixalt és paraffinba dgyazott mintait hasznaltuk,
amelyekbdl 3 TMA-t készitettiink. A TMA-hoz Panoramic
TMA Mastert hasznaltunk (3D Histech, Budapest). Minden
TMA-blokk 70 db 2 mm atmérdji hengert tartalmazott.
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Betegek

Osszesen 95 betegbdl szdrmaztak a mintak (52,6% férfi és
47,4% n6), a median életkor 62 év (34-78 év). A betegek ke-
moterapids kezelésére, valamint a kovetésiikre a Szent Imre
Kérhaz Klinikai Onkoldgiai Profiljan keriilt sor. Az atlagos
kovetési id6 76 honap volt (8-181 honap). A klinikai lefo-
lyas jellemzésére a kovetkez6 adatokat hasznaltuk: a beteg-
ség stadiuma, teljes tulélés, progresszidmentes tulélés (PES:
progression-free survival), és progressziv betegség. Ha a be-
teg nem a daganatos betegsége miatt halt meg, akkor a sta-
tisztikai értékelésnél nem vettiik az adatait figyelembe.

Immunhisztokémia. A TMA-blokkokbdl 5 mikron vastag
metszeteket készitettiink, és ezeken 36 fehérjét vizsgaltunk 51
antitesttel. A kiértékelést 3 patologus végezte, egymastol fug-
getlentll, egyeztetett szempontok szerint. Jelentds eltérés ese-
tén konzultativ értékelésre keriilt sor. Minden mintat és reak-
ciot részben a pozitivnak itélt sejtek ardnya, részben a reakci6
eréssége alapjan egy szammal (0-9) jeloltiink, amit egyben
a reakci6 aktivitdsdnak tekintettiink. A TMA-készités, az
immunbhisztokémia végzése és értékelése a Semmelweis Egye-
tem L. Sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutat6 Intézetében tor-
tént (dr. Micsik Tamds, dr. Fényad Lészl6, dr. Krendcs Tibor).
Mind a klinikai adatok, mind az immunhisztokémiai ered-
mények kiértékeléséhez a Statistica 9.1 (StatSoft Inc., Tulsa,
USA) és MedCalc 1.2.1.0. (MediCals Software, Mariakerke,
Belgium) szoftvereket hasznaltuk. Osszefiiggést kerestiink
a vizsgalt szabalyozdk egymas kozotti aktivitdsa, valamint az
aktivitasok és a klinikai jellemz6k kozott.

Osszefiiggés azonos szabdlyozok aktivitdsa kozétt kii-
16nboz0 antitestek esetén. Erdsen szignifikdns osszeftiggést
(R>0,7) a kovetkezd antitestek kozott taldltunk: (a) az EGFR
két foszforilalt formajat kimutat6 antitestek kozott (89 eset
alapjan, 0,74), (b) a p53-at kimutat6é harom antitest kozott
(30 eset, 0,85-0,87), (c) a fenti két csoport kozott (30 eset,
0,74-0,82), (d) az EGFR-t kimutat6 PharmDX és Ventana
antitestek kozott (23 eset, 0,76).

Osszefiiggés az egyes szabdlyozdk aktivitdsa kozétt.
Erésen szignifikdns 6sszefiiggést (R>0,7) a kovetkezok ko-
z0Ott taldltunk: (a) a p53 és pEGFR kozott, (b) az NFkB p65
és survivin aktivitasa kozott (32 eset, 0,76), (c) a panAKT és
NF«B vagy PDGFp kozotti erds osszefliggés (0,88) azonban
csak néhany esetre (8 és 7 eset) szoritkozott.

Osszefiiggés a klinikai adatok és az THC-aktivitdsok
kozott. Az adatok értékelésekor az IHC-reakcidk aktivita-
sa alapjan két csoportot képeztiink: erds aktivitdsi mintak
(megfelel a 7-9 értékkel jellemzetteknek) és gyenge aktivi-
tas (0-3), mig az atmeneti értékeket (4-6) mutaté mintaktol
eltekintettiink. Kritériumként szabtuk meg, hogy még ezen
belil is csak azokat a szabalyozokat vessziik figyelembe,
amelyeknél legalabb 8 eset értékelhetd volt, és az értékelés
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alapjan legalabb 70%-uk tartozott az er8sen vagy gyengén
aktiv csoportba. A mintdk IHC-értékei és a klinikai jellem-
28k, els@sorban a progresszidval kapcsolatosak, kevés 6sz-
szefuiggést mutattak. Az EGFR (Ventana) antitesttel kapott
eredmények azok, amelyek elég egyértelmten utalnak arra,
hogy a diagnoézishoz vett mintdkban igen nagy aranyban
a normdlis bélham proliferacidja szabalyozasi menetrend-
jének elemei ismerhetdk fel. Ezt ersiti, hogy az 6sszttlélés
és a progressziomentes tulélés esetén is az EGFR mellett
az dltala befolyasolt ut résztvevéi (RAS, RAF, ERK) je-
lennek még meg gyakrabban. Onmagaban tehét az EGFR
expresszidja nem jelent rossz prognézist (mint ahogy nem
jelent pl. tidérdk esetében az EGFR-mutacio). Valdszind,
hogy vastagbélrakoknadl a szabdlyozas normalis gatléi (pl.
szuppresszorgének) mondanak csédot. A STAT3 szere-
pének tisztazdsa - amely ugyancsak kapcsolatban van az
EGFR-uttal - tovabbi vizsgélatot igényel.

A daganatsejtek terjedését befolydsoldo markerek koziil
az E-kadherin a hosszabb tuléléssel, a CD44v6 a rosszabb
prognozissal tarsult, ami egybehangzik az eddigi megfigye-
lésekkel. Az apoptozist jellemzé markerek (pl. BAX, p53,
kaszpaz-8, survivin, NFkB) nem mutattak jellemzé képet
a progressziéval kapcsolatban.

Megbeszélés

Avizsgalatok elsé része a szabalyozok (potencialis markerek)
THC-vel értékelt aktivitasat egymassal hasonlitotta Ossze.
Tapasztalataink szerint a 6 EGFR-t kimutat6 antitest egy-
mashoz igen kozeli aktivitast mutatott. A legszorosabb kap-
csolatot a PharmDX és Ventana, valamint a foszforilalt an-
titestek kozott talaltuk. Mivel a foszforilalt allapot a jelenlét
mellett a funkciéra is utal, ezek alkalmazasa javasolhaté az
EGFR meghatarozasara. Hasonléan jo egyezést mutattak
a p53 elleni antitestek. Bar az dltalanositishoz kevés az adat,
valoszint, hogy az ITHC-nél alkalmazott reakciok elég meg-
bizhatéan mutatjék ki a kérdéses markereket.

A vizsgalt beteganyag tradicionalis kemoterapidban ré-
szestilt, és a daganatsejtek, a daganatok terapidra adott va-
laszaban a jelek szerint nem az EGFR-1t volt a meghatérozd
(legalabbis nem az egyetlen). Aza tény, hogyjelenlega KRAS
vad tipusat hordozé esetekben az anti-EGFR monoklonalis
antitestekkel (cetuximab, panitumumab) végzett kezelések
klinikai eredménye — az 6sszes elérehaladot vastagbélrakot
tekintve — elég korlatozott, jelzi egyéb terapias valaszt befo-
lydsol6 események jelenlétét. Ezen a téren feltehetd az esetek
kozotti jelentds heterogenitds, ami magyarazhatja azt, hogy
statisztikailag szignifikdns markercsaldd a progresszio
szempontjabdl alig jel6lheté meg, mert egy-egy szabalyozé
ritkan éri el az értékelési — azaz az eléfordulasi - kiiszobot.
Az ugyancsak valdszintsithetd, hogy a progresszioval jard
heterogénné valds el6tt, amikor még feltehet6en az EGFR-
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ut a késébbieknél jobban befolyasolja a tumor novekedését,
az anti-EGFR-ut (nem feltétleniil csak anti-EGFR) elleni te-
rapids tamadds eredményesebb lehet.

VERALVADAS ES A DAGANATOS PROGRESSZIO

Ismert, hogy kétiranyu kapcsolat all fenn a VTE (vénas
tromboembodlia) és a daganatok kozott. Egyrészt a dagana-
tos betegekben fokozott a VTE rizikoja (7-28-szoros), kii-
londsen a diagnozis utani elsé néhany hénapban és tavoli
metasztazisok esetén; és forditva, a daganat keletkezésének
nagyobb az esélye az idiopatids VTE els6 epizddjat kovets 2
éven beliil. Hospitalizalt daganatos betegeken a VTE a ma-
sodik leggyakoribb haldlok, minden hetediknél tiid6embo-
lia 1ép fel. A miitét ugyancsak emeli a rizikot.

Daganatos betegekben sok olyan tényezd fokozhatja
a koaguldcids aktivitast (pl. TF, uPA, CP), amelyek rezisz-
tensek a normalis antikoagulacidval szemben. A daganat
novekedésével a koagulacids kaszkad aktivaldsa fokozza
egyben a fibrinolitikus rendszer aktivitasat is. Ennek egyik
markere a plazmdban a D-dimer- (DD) szint emelkedése,
amely egyben jelzi a trombus- és az embdliakeletkezés esé-
lyének novekedését.

Tumoros (és nem tumoros) betegeken a trombdzis kiala-
kulasdnak megel6zésére és kezelésére leginkabb elterjedt
eszkoz a nem frakcionalt heparin (UFH, unfractionated
heparin), illetve Ujabban szdrmazékai, az alacsony mo-
lekulasulyd heparinok (LMWH, low molecular weight
heparin). Az utébbi idében felmeriilt, hogy a heparin és az
LMWH-k a trombdzist megel6z6 hatdsuk mellett javithat-
jak a daganatos betegek tulélését. A preklinikai adatok sze-
rint ez a hatds a metasztazisgatlason keresztiil érvényesiil-
ne, de ennek a mechanizmusa nem ismert. Valészin, hogy
a tumorellenes hatas fliggetlen a hemosztazisra gyakorolt
hatastol, bar a heparin sok olyan kapcsolattal rendelkezik,
amelyek a metasztazisképzddésben fontosak lehetnek. Part-
nerek lehetnek enzimek (pl. a heparandz), adhéziés moleku-
lak (pl. P- és L-szelektin), novekedési faktorok, citokinek.
A heparin/LMWH ebben az esetben megnehezitheti vagy
meggatolhatja, hogy a tumorsejtek megvédjék magukat pl.
a keringésben trombocita- vagy fibrinképennyel, vagy ki-
tapaddsukat az endothelsejteken (és igy az extravazaciot).
A heparin/LMWH hatdsa a lokédlisan n6vekedd tumorra
még kevésbé ismert, amit feltételeznek, az az, hogy ezen
a téren az angiogenezis gatldsa lenne igen fontos.

Sajat vizsgalatok

1. VIZSGALAT

Betegek, kezelés. A randomizalt, nyilt, retrospektiv vizs-
galatban LMWH-val kezelt és nem kezelt szolid daganatos
- szinte kizdrolag emlérédkos és vastagbélrakos — betegeket

értékeltiink (96 beteg — 62 emlérak, 29 vastagbélrak, 5 pete-
fészekrak). Az LMWH-kezelés nadroparinnal (Fraxiparin)
tortént (GlaxoSmith Kline) a kemoterapias kezelés alatt, il-
letve a ciklusok kozott, legalabb 6 honapig. Az LMWH-t sc.
kapta a beteg, naponta egyszer, a testtomeg alapjan szami-
tott dozisban.

Avizsgalat célja a betegeknél a progressziomentes és a tel-
jes tulélés értékelése. A betegség stadiumat a TNM-rendszer
alapjan allapitottuk meg.

Eredmények. Az LMWH-kezelt betegek koziil azoknadl
mutatkozott statisztikailag el6nyos hatds, azaz hosszabb
talélés, akiknél a tumor T3 vagy T4 stadiumban volt. A nyi-
rokcsomok érintettsége nem okozott eltérést a két csoport
kozott. MO vagy M1 stadium mindkét csoportban el6for-
dult. Meglepetésre, az LMWH-kezelés hosszabb tuléléshez
vezetett akkor, ha a betegeknél a kezelés kezdetekor mar
kimutathatd(k) volt(ak) a metasztdzis(ok) (kivéve a koz-
ponti idegrendszert). Az atlagos kovetési id6 4,9 év volt.
A diagnoziskor észlelt klinikai allapothoz képest bekovet-
kez6 valtozast — regresszid, progresszid, valtozatlan alla-
pot — képalkotokkal és markerekkel értékeltitk. A vizsgalt
id6szak végén (az utols6 korhazi vizit vagy az elhaldlozas
id8pontja) az LMWH-val kezelt betegek 32,3%-dban alakult
ki progresszid, a kontrollcsoportnal 50,7%-ban. A progresz-
sziomentes talélés atlaga 35 hénap volt a kezelt és 26 ho-
nap a kontrollcsoportban, mig regresszié (tumortomeg
25%-nal nagyobb csokkenése) 12,5%-ban, illetve 3,1%-ban
fordult el$. Klinikai valtozas nem kovetkezett be a betegek
55,2%-andal az LMW H-kezelt, illetve 46,2%-ban a kontroll-
csoportban.

2. VIZSGALAT

Betegek. Osszesen 299 — emld-, vastagbél-, hasnydlmirigy-
illetve petefészekrakban szenved$ - beteget valasztottunk
be random moédon abba a retrospektiv vizsgalatba, amely-
nek elsédleges célja az LMW H-kezelés hatdsanak, valamint
a D-dimer, mint potencidlis prognosztikai faktornak a vizs-
galata volt.

Markerek. A tumormarkereket - CEA, CA125, CA15-3,
CA19-9 -, valamint a hemosztazis jellemz6 tényezdit rutin
laboratériumi moédszerekkel mértiik; a vizsgalatokat a kor-
héz kozponti laboratériuma és patoldgiai osztalya végezte.

Kezelés. Tromboprofilaxishoz a betegek nadroparint,
enoxaparint vagy dalteparint kaptak. Az LMWH-t a bete-
gek az adjuvans terpia (rendszerint a 6 honapos ciklus so-
ran, majd ezutdn 3 honapig), vagy a palliativ kezelés sordn
(a kemoterapidval parhuzamosan) kaptak. Terapia okozta
sz6védmény csak 4 esetben fordult el. A kemoterapias ke-
zelés a megfelel6 standard protokollok szerint tortént.

Eredmények. A vizsgalt esetekben az életkor értékei
a szokdsosnak mutatkoztak. Az sem meglep6, hogy a has-
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nyalmirigyrakok tobb mint 80%-a el6rehaladott vagy
metasztatikus, inoperabilis allapotban kertilt felismerésre,
ez titkrozédik a révid tulélésben is. Bar az emlérdkok zome
a diagnoziskor az I/II. staddiumban volt, a késéi felismerés
ardnya magas (tobb mint az esetek negyede), ami szlirési
problémékra hivja fel a figyelmet.

Osszefiiggés az LMWH-kezelés és a hemosztdziszavarok
kozott. Hemosztaziszavar (vénatrombdzis, embolizacid) az
LMWH-val kezeltek kozott 11,5%-ban (24/208) fordult el
(15,8%-ban, ha az artérids trombézisokat és embolizaciot
is értékeljiik). Lényeges kiilonbségek mutatkoztak az egyes
tumortipusok kozott (pl. emlérakndl 6,6% — legalacsonyabb
érték, hasnyalmirigyraknal 22,7 % - legmagasabb érték).
Kérdés, hogy van-e kapcsolat a fenti adatok és a D-dimer
(tovabbiakban DD) szintje kozott, hiszen a DD-szint elvi-
leg a fokozott koagulaciés éallapotot tiikrozi. Ha minden
daganatos esetet egytitt értékeliink, akkor az emelkedett
DD-szint sokkal rosszabb prognozist jelzett, mint a norma-
lis szint (él6k/halottak aranya: 30,1% vs. 88,4%) a 12 éves
értékelési periodus alatt.

Osszefiiggés az LMWH-kezelés, a DD-szint és a tiilélés
kozott. A talélés értékelésekor (2011. november) csak azo-
kat a betegeket vettiik figyelembe, akiknél a diagnézis 2000.
januar és 2009. december kozott tortént. Ezért a betegeket
két csoportra osztottuk a tulélés szempontjabol, azokra,
akik kevesebb mint két évvel élték tul a diagnozist (<2 év),
és azokra, akik t6bb mint 2 évvel (>2 év). Az 6sszes LMW H-
kezelt beteg adatat tekintve nem volt kiilonbség a két csoport
kozott. Ezt mutattdk a petefészekrakos és a vastagbélrakos
esetek, mig emlérdknal a betegek 76,5%-a, hasnydlmirigy-
raknal pedig csak 26,0%-a keriilt a hosszabban tulélék kozé.
Utdbbiak szoros osszefiiggést mutatnak a daganatok el6re-
haladott stadiumaval a diagndzis idején.

A stddium a tumor progresszidjat jelzi. Az LMWH-val
kezeltek kozott a DD-szint emelkedése sokkal gyakoribb
volt az elérehaladottabb, mint a korabbi stadiumban, igy
ezek az értékek a rosszabb prognodzisra utaltak. A kiilonb-
ségek szignifikdnsnak bizonyultak. Az ellenkezéjét taldltuk
a korai stadiumokban, ahol a normdlis DD-szintek a jobb
prognoézis mellett széltak. Mindez arra utal, hogy a DD-
szint potencidlis prognosztikai marker lehet.

Osszefiiggés a ,klasszikus” tumormarkerek és a DD
szintjei kozétt. A vizsgalatba bevont tumorok esetében
mindennapos a markerek hasznalata, elsésorban a prog-
resszid megitélésére, ami egyben tiikrozi a terapia eredmé-
nyességét is, végs6 soron prognosztikai informéciét hor-
doznak. Az értékelt eseteknél részben a diagndziskor mért
értékeket vettitk figyelembe, részben a betegség lefolyasa
soran észlelteket.

A vizsgalatbdl az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le. (a)
A hasnyalmirigyrdkok és a petefészekrakok esetében az

Biomarkerek szolid daganatokban

emelkedett DD-szint gyakorisaga hasonld volt a klasszi-
kus markerekéhez (pancreasrak: CA19-9 és petefészekrak:
CA125/CEA), viszont sokkal gyakoribb volt vastagbélrakok
és emlérakok esetében a szokasos markereknél (vastagbél:
CEA, emlérak: CA15-3/CEA). (b) Ugyanezt a tendenciat
lehetett megfigyelni a stddiumokkal jellemzett progresszid
soran. (c) El6fordult, hogy a klasszikus markerek és a DD
szintjei egyiitt emelkedtek vagy maradtak normalis szinten,
de ennek az egytittes valtozasnak a gyakorisdga messze nem
érte el a 100%-ot. (d) Az értékelés szerint emldrakok és pe-
tefészekrakok esetében a CEA meghatdrozasa feleslegesnek
latszik.

Megbeszélés

Az LMWH-Kk (és a heparin) véralvadast gatlé hatdsuk mel-
lett tobb megfigyelés szerint daganatellenes hatassal is ren-
delkezhetnek. A tumorgétlas érvényesiilhet lokalisan (erre
utalnak az 1. kisérlet eredményei — gatlds a primer tumor és
a metasztazis novekedésében), és a progresszié sordn egy-
arant. Utdbbi els6sorban a metasztatizalas gatlasat jelente-
né, amely azért latszik elfogadhatonak és magyarazhatonak,
mert az LMWH-k képesek megakadalyozni a véralvadasi
kaszkadot, ezzel pl. a tumorsejtcsoportokat a keringés és
immunrendszer artalmaival szemben megvédé fibrinko-
peny kialakuldsat. A gatld hatas sejtszinten is érvényesiil-
het, elsésorban a trombociték és az endothelsejtek koagula-
ciot el@segité hatasanak kikapcsoldsaval. A tumorok lokalis
novekedésének befolydsolasat elsésorban az angiogenezis
gatldsan keresztiil érhetik el az LMWH-k, de ezen a téren
ellentmondasosak a megfigyelések. A magyarazat azért is
nehéz, mert az angiogenezisnek tobb formaja létezik, és
ezek eltéré tamadaspontokat igényelnek.

Feltételeztiik, hogy ha a szervezetben a koagulacios alla-
pot a tumornak kedvez, akkor az ezt jelzé markerek koziil
pl. a DD is ,viselkedhet” markerként. Erre utalt az, hogy -
az Osszes tumort figyelembe véve — a DD emelkedett szintje
rossz prognozissal parosult. A tumortipusokat tekintve az
emelkedés leggyakrabban petefészekrak eseteiben volt ki-
mutathato, legritkdbban emléraknal. Ezek az adatok indo-
koltak azt, hogy a DD-szint emelkedését az egyes tumor-
tipusokban széles korben hasznalt markerekkel hasonlitsuk
Ossze. Ez az 6sszehasonlitas azért is indokolt, mert a jelen-
legi markerek hatékonysaga enyhén szdlva nem, illetve csak
bizonyos hatarok kozott megfeleld. Erre példa, hogy még
a petefészekraknal alkalmazott CA125 is a korai esetek csak
kb. felében (a mi vizsgalatainkban 34,0%-ban) emelkedett.
Ezért tovabbi markereket kerestek, és azonositottak a HE4/
WEFDC2-t, amely a CA125-tel kombindlva emeli a prognd-
zis megitélésének pontossagat. Sajat 2. vizsgalatunkban,
nagyon hasonldan, a DD-szint azonosan vagy jobban emel-
kedett a daganatnovekedés kordbbi, majd a késébbi stadiu-
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maiban, mint a klasszikus markerek. A hasnydlmirigyrak
kivételével (amelyet szinte minden esetben késéi stadium-
ban fedeztek fel) a tobbi tumorndl (emlérdk, vastagbélrak,
petefészekrak) a DD-szint prognosztikai markernek mutat-
kozott. Vizsgalatunk arra is ramutatott, hogy pl. emléraknal
és petefészekraknal nem indokolt a CEA meghatarozasa.
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