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Az EGFR extracellularis
modosulasainak hatasa fej-nyaki daganatok
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A fej-nyaki laphamkarcindmak (HNSCC) vilagszerte sok
emberéletet kovetelnek. Elérehaladott stadiumu betegek
ximab. Ugyanakkor szadmos beteg rezisztenciat mutat, s bar
ennek mechanizmusa ismeretlen, felmerilt az EGFR valto-
zasainak, valamint a sejtproliferaciot irdnyité c-Met jelatviteli
Utvonalnak a jelent6sége. Munkank soran az EGFR vlll tébb-
exonos delécid, illetve az EGFR R521K polimorfizmus hatasat
vizsgaltuk a cetuximab hatékonysagara sejtes, xenograft és
klinikai rendszerekben. Emellett a c-Met gatlasanak hatasat
is vizsgaltuk in vitro és in vivo. Eredményeink ramutattak, hogy
az EGFR vlll varians a fej-nyaki daganatokban ritka. A gyakori
R521K valtozat esetén a cetuximab altal kifejtett antitestfliggd
sejtes toxicitas, valamint az in vivo tumorellenes hatas csak
avad tipusl EGFR esetén kifejezett. Ez a kiilonbség a betegek
immunfenotipusaban és tulélésében nem mutatkozott meg,
bonyolultabb mechanizmust sejtetve. A c-Met-gatléo SU11274
a cetuximabrezisztens, EGFR R521K heterozigéta genotipusu
sejteken és xenograftokban mutatkozott hatékonynak, felvetve
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Head and neck squamous cell carcinomas [HNSCC] take
many lifes worldwide. Patients with recurrent/metastat-
ic disease receive combination chemotherapy containing
anti-EGFR antibody cetuximab. However, resistance often
hurdles therapy. The mechanism is yet to unveil, although
EGFR extracellular alterations and activity of c-Met signaling
were accused. We investigated the effects of EGFR-vIll and
EGFR-R521K on cetuximab efficacy in HNSCC in cellular, xe-
nograft, and clinical setup. Furthermore, we investigated the
efficacy of c-Met inhibition in HNSCC in vitro and in vivo. We
showed that EGFR-VIII is very rare in HNSCC, while the com-
mon R521K polymorphism abolishes antibody-dependent
cellular cytotoxicity and in vivo antitumor effect of cetuximab.
This selectivity was not reflected in immunophenotype or
survival data of HNSCC patients, suggesting a more complex
mechanism behind. Interestingly, c-Met inhibitor SU11274
was more effective in cetuximab-resistant, EGFR R521K het-
erozygous cells and xenografts, raising the possible impor-
tance of simultaneous targeting of the two receptors.

Cserepes M, Nelhibel AG, Meilinger-Dobra M, Surguta SE,
Rés6 E, Ladanyi A, Kenessey |, Sz66r A, Vereb G, Remenér E,
Tovari J. Consequences of extracellular alterations of EGFR on
cetuximab therapy in HNSCC. Magy Onkol 65:188-195, 2021
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BEVEZETES

A fej-nyaki régid rosszindulati daganatai vildgszerte éven-
te tobb mint 450 000 haldlesethez vezetnek (1). Az esetek
legnagyobb részét laphamsejttumorok okozzak (fej-nyaki
laphamkarcindma, HNSCC). A sebészileg el nem tavolithaté
tumorok kezelésére tobb sugarterapias, valamint kemoterapias
lehetdség all rendelkezésre. AHNSCC szisztémas kezelésének
sarokkdve hagyomanyosan a ciszplatin, de a monoterapiak-
hoz képest a kiilonbozé kombinalt terapidk hatékonyabbnak
bizonyultak. Ilyen kombinalt terdpiaban alkalmazhatok példaul
a ciszplatin/karboplatin, az 5-fluorouracil (5-FU), a paklitaxel,
a docetaxel, valamint az epidermalis novekedési faktort célzo
monoklonalis antitest, a cetuximab (2). A kombinalt terapiak
mellett Uj lehet6ségként jelentek meg az immunterapiak, me-
lyek igéretes eredményeket vetitenek elé a pembrolizumab (3)
vagy a nivolumab (4] alkalmazasaval. Ugyanakkor azimmun-
terapia a betegek jelentds részénél nem bizonyul hatékonynak,
igy szamukra nem nyujt valodi kezelési alternativat (5, 6).

A cetuximab alkalmazasa jelenleg két indikacidban elfo-
gadott HNSCC-s betegeknél. Egyrészt elsévonalas, sugarke-
zeléssel kombinalt terapiaban olyan betegek esetén, akiknek
allapota a ciszplatinkezelést nem teszi lehetévé. Emellett
kombindcids terapiaban alkalmazhaté recidiv vagy metasz-
tatikus betegség kezelésében, ciszplatin, 5-FU és cetuximab
kombinaciéjaval, mely hat hét utan cetuximab-monoterapiaval
EXTREME protokoll (7).

Az Orszagos Onkoldgiai Intézetben emellett a primer tu-
morok sugarterapidval kombinalt ciszplatin-docetaxel-5-FU
(TPF) (8) kombinalt terapia hatékonysagat is vizsgaltak ce-
tuximab hozzaadasa esetén (ETPF) egy egycentrumos fazis
ll-es klinikai kiprébalas soran (9).

A cetuximab jétékony hatdsa azonban betegenként valtozik.
A cetuximabrezisztencia kapcsan szamos elképzelés latott nap-
vildgot - a tumorhipoxia, a tumornak azimmunrendszer hatasa
aldlvalo kibujasa, a tumormikrobiom szerepe vagy a genetikai
valtozasok -, am a konkrét okokat még nem fedték fel (10).

A cetuximab monoklonalis anti-EGFR antitest, klinikai al-
kalmazasra elfogadottd valt vad tipusi KRAS kolorektalis rak
(CRC) kezelésére, ami a diagnosztikaban az elsd rutin genoti-
pizalasahoz vezetett, hiszen a KRAS szomatikus mutaciéi cetu-
ximabrezisztenciat okoznak (11). Hasonlé vizsgélat sziikséges
a nem kissejtes tiidédaganatban szenved6 betegek masodvo-
nalbeli cetuximabkezelése el6tt is (12). Fej-nyaki daganatokban
azonban RAS-mutacidk ritkan fordulnak eld, ami az anti-EGFR
terapiakkal szembeni rezisztencia mas mechanizmusait fel-
tételezi e betegségben. Feltételezték, hogy a hipoxia altal ki-
valtott epitelialis-mezenhimalis atmenet (EMT) felelds lehet
a cetuximabrezisztenciaért (13). A PI3K-AKT-mTOR jelatviteli
Utvonal szerepe szintén elképzelhetd, hogy kritikus szerepet
jatszik a cetuximabterapidra adott valaszban (14, 15). A cito-
toxikus T-limfocitdk és az NK-sejtek aktivitasat befolydsold
immunszuppresszié fontos szerepe is felmerdilt (16), azonban
meég tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek megerdsitésére.
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A cetuximab célreceptoranak, az EGFR-nek a valtozasai
jelentés mértékben befolyasolhatjak az antitest kdt6dését,
igy a receptor gatlasat. Vastagbélrak esetén az EGFR S468R
szubsztitlcié cetuximabrezisztencidhoz vezet, azonban egy
Ujabb generacios anti-EGFR antitest, a necitumumab kikd-
sz6boli ezt a rezisztenciat és képes a mutacio mellett is fel-
ismerni a receptort (17). Az extracellularis domén valtozatait
is vizsgaltak, két mddosulasat irtak le, a tobbexonos deléciot
okozd EGFRuvlll-at (18] és az R521K misszensz pontmutaci-
6val jaré polimorfizmust (19), melyek magas gyakorisaggal
fordulnak elé fej-nyaki laphamkarcindmakban.

Egy nemrégiben késziilt tanulmany azt allitotta, hogy
az R521K polimorfizmus egy negativ prediktiv tényez6 és
a cetuximabrezisztencia tényleges mediatora (20), egy masik
tanulmany negativ prognosztikai hatast irt le (21), mig egy
harmadik hasonlé tanulmany csak egy trendrél szamolt be
a progressziomentes tulélésben, és nem talalt kiilonbséget
a teljes tulélést illetGen (22).

Az EGFR variacioi mellett az alternativ szignalizacids
Utvonalak koziil figyelemre mélto a hepatocita novekedési
faktor (HGF) és receptora, a c-Met altal inditott jelatvitel,
mely befolyasolja a sejtek proliferacidjat, tulélését, mozga-
sat, valamint a tumorangiogenezist is. Fokozza a tumorsejtek
mint a sejtmotilitast. Ezek a folyamatok pedig a klinikumban
a tumorok progressziéjahoz és attétképzéshez vezetnek.
A c-Met gyakori feliilexpressziéjat igazoltak fej-nyaki da-
ganatok esetén. Rdadasul ugyanazon betegekben a nyi-
rokcsomoét érinté attétekben magasabb volt a receptor
szintje, mint a primer tumorban. Ez felveti, hogy a c-Met
altal medialt szignalizacio dont6 fontossagu lehet HNSCC
daganatokban (23, 24).

A jelen tanulmany célja, hogy a kiilonboz6 EGFR-vari-
ansok és immunfenotipusok jelentdségét felmérjiik cetuxi-
mabreszisztenciaban in vitro, in vivo és retrospektiv klinikai
vizsgalat keretében, az Orszadgos Onkolégiai Intézet ETPF
terdpias kisérleti betegcsoportjaban. Emellett megvizsgal-
tuk, hogy a c-Met specifikus gatlészere (SU11274) hogyan
képes befolyasolni a kisérletes tumormodellek viselkedését
in vitro és in vivo.

Modszerek
Akezelésekhez hasznalt cetuximab (Erbitux], EGF a Mercktél
szarmaznak. A c-Met-gatlo SU11274 [(3Z)-N-(3-klorofenil)-3-
({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-illkarbonil]l- TH-pirrol-2-il}
metilén)-N-metil-2-ox0-2,3-dihidro- 1H-indol-5-szulfonamid]
molekulat a ViChem Chemie kutaté Kft. laboratériuma
szintetizalta.

A vizsgalatban szereplé fej-nyaki daganatsejtvonalak,
a PE/CA PJ15 (tovabbiakban: PJ15) és a PE/CA PJ41 (tovab-
biakban PJ41) a Sigma-Aldrich-t6l keriltek beszerzésre,
a sejtkultirakat IMDM (Lonza) médiumban, 10% FBS (BioSe-
ra) és 1% Penicillin/Streptomycin (BioSera) mellett tartottuk
37 °C-os inkubatorban, 5% CO,-tartalom biztositasaval.
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A sejtek proliferaciojat 96 lyuku lemezeken (3000 sejt/lyuk)
végeztiik, a letapadt sejteket 72 6ras kezelésnek alavetve,
akezelésvégén a sejtek életképességét MTT-esszével mérve,
az abszorbanciat 570 nm-nél leolvasva.

A sejtekbdl teljes RNS-, illetve DNS-izolalast a Direct-Zol
RNA miniprep kit (Zymo Research), és NucleoSpin Tissue
mini kit for DNA (Macherey-Nagel] segitségével végeztiik.
Aformalinfixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) blokkokbdl High
Pure FFPET RNA/DNA izolalé kitek (Roche) segitségével
izolaltunk teljes nukleinsavkészletet. Az EGFR vll| expresszié
vizsgalataban AMV-reverz transzkriptaz kit (ProMega) segit-
ségével cDNS-tirtunk at, majd PCR segitségével amplifikaltuk
a megfeleld szakaszokat a kovetkezd primerekkel: EGFR vllI:
5'-GCT CTG GAG GAA AAG AAA GGT AAT TAT és 5'-ACG CCG
TCT TCC TCC ATC T. Nem trunkalt, vad tipust EGFR: 5'-TAC
CTA TGT GCA GAG GAATTATGA TCT TT és 5'-CCA CTG TGT
TGA GGG CAA TG. EGFR521 régié 5°-ACT GCT GTG ACC CAC
TCT G és 5°-TGC CTC GGC TGA CAT TCC. Gélelektroforézist
kovetden a specifikus PCR-termékeket Sanger-szekvenalasra
kildtiik (Microsynth AG) az eredmények validalasara.

A sejtek felszinén lévé receptorok szamanak meghataro-
zasahoz mérésenként 200000 sejtet szuszpenzidban tartva
cetuximabot (10 pg/ml), majd kecske anti-human IgG - Alexa
647 (Thermo-Fisher] konjugalt antitestet (200x higitas) hasz-
naltunk. A jeldlt sejteket NovoCyte dramlasi citométerrel
mértiik, a sejtenként kapott fluoreszcenciaérték aranyos
a sejtekben expresszalt EGFR mennyiségével.

Az EGFR foszforilacidjanak kovetéséhez 10° sejtet kezeltiink
cetuximabbal (100 pM), vagy hagytunk kezeletlen kontrollként.
24 6rainkubacio utan az EGFR foszforilaciojat 5 nM EGF hozza-
adasaval 30 percig indukaltuk. A receptor aktivaciéjat az EGFR
foszforilacids array kit (RayBiotech) segitségével mértiik, az
egyes foszforilacids helyekre specifikus jeldlést a kezeletlen
mintakon és a cetuximabkezelt mintdkon dsszehasonlitva.
Emellett western blot segitségével az EGFR szignalizacijat
is vizsgaltuk, az altala szabalyozott Erk 1/2 foszforilacidjanak
vizsgalataval. Ehhez a Bio-Rad wet blot rendszerét hasznaltuk
a gyarto protokollja szerint. A vizsgalatot 50 pg 6sszfehérjén
végeztik, az eléhivashoz elsédlegesen pERK1/2 és ERK1/2
(#9101 and #9102, Cell Signaling Technology) antitesteket,
masodlagos jeldléshez pedig HRP-konjugalt anti-nyul IgG
antitestet alkalmaztunk. Az ECL (Advansta) altal lathatéva tett
fehérjejelolést Alliance Q9 (UVITEC) késziilékkel detektaltuk.

Az antitestfliggd sejtes citotoxicitas (ADCC) vizsgalatara
SCID egerek lépéb6l szarmazd immunsejtekkel vald kokul-
turéban vizsgaltuk a cetuximab (100 uM] hatasat, melyet
a CytoTox 96 kit (ProMega) segitségével értékeltiink ki.

Az allatkisérleteket az Orszagos Onkoldgiai Intézet kisér-
leti dllathdzaban végeztik (engedélyszamok: PEI/001/1738-
3/2015, illetve PEI/001/2574-6/2015). A cetuximab hatadsanak
vizsgalatdhoz 12 hetes néstény SCID (CB17/lcr-Prkdcs)
allatok szubkutan oltasat kovetéen nyomon kovettiik a tu-
morok ndvekedését, a kezelt csoportban a human dézisnak
megfeleld 400 mg/m? (els6 kezelés) és 250 mg/m? (fenntarté
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kezelés) adagolasban, hetente egyszer, intraperitoneélisan.
A SU11274 hatasanak vizsgalatdhoz néstény SCID egerek
lépébe oltott tumorsejtek primer daganatképz6 és attétképzd
(majkoldniak) hatasat vizsgaltuk, napi 0,5 mg/ttkg SU11274
vagy fizioldgids séoldat (kontrollcsoport) intraperitonealis
alkalmazasaval. A szubkutan tumorok mérése tolomérdvel
tortént, a tumortérfogat becsléséhez a szélesség?xhosszu-
sagxn/6 képletet hasznaltuk. 21 nap kezelés utan a kisérlet
terminalasat kdvetden a lép- és majtumorokat eltavolitottuk,
a primer tumorok tomegét mértik, a majattéteket pedig
sztereomikroszkop segitségével szamoltuk meg.

Az Orszagos Onkolégiai Intézetben cetuximabot magaban
foglald ETPF-terapiaval 2007 és 2013 kozott kezelt klinikai fazis
ll-es tesztelésben (9) részt vevd HNSCC-s betegek koziil 32 beteg
keriilt bevalasztasra, akiknél a korlefolyas és az EGFR-statusz is
tisztazhatd volt. A betegadatok anonimizalva keriiltek régzitésre,
melyhez minden esetben patolégiai blokkbélimmunhisztokémiai
jelolés készilt NKp4é-, CD68- és CD16-expresszié meghata-
rozasara, koradbban leirt médszerrel (25). Emellett a szovettani
anyagbdl RNS-t és DNS-t izolalva meghataroztuk az EGFR
vlll és az EGFR 521 statuszt is. A betegek EGFR-statuszat és
a cetuximabterapiara adott valaszat elemeztiik.

A statisztikai elemzés soran két csoport kozti kiilonbsége-
ket Student-féle t-teszttel értékeltiik, a nemparaméteres ada-
tokat Mann-Whitney U-teszttel vizsgaltuk. A betegek tulélését
csoportonként log-rank tesztnek vetettiik ala. A statisztikai
tesztekhez Statistica 13 programcsomagot (Tibco) hasznaltunk.

EREDMENYEK

EGFR-moddosulasok HNSCC-ben

A genotipizalds soran bizonyitast nyert, hogy sem a két
HNSCC-sejtvonal, sem a 32 betegminta nem fejezte kiaz EGFR
vlllizoformajat, ezaltal azt sugallva, hogy ez az eltérés nem lehet
okozdja a gyakori cetuximabrezisztencianak. Az EGFR R521K
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1. ABRA. A cetuximab és az SU11274 in vitro hatasai HNSCC-sejtek no-
vekedésére. Kiilonb6z6 dozist cetuximab- és SU11274-kezelések hata-
sa PJ15 és PJ41 sejtek proliferacidjara 72 ora elteltével. 100%: kezelés
nélkili érték. 3 mérés atlaga = SD (**p<0,01, ***p<0,001)
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2. ABRA. A cetuximab kotédése EGFR-hez, és EGFR-gatlé hatasa. a) Sejtfelszini receptorjelélédés kvantitativ abrazolasa dramlasi citometria segit-
ségével HNSCC-sejteken. 3 mérés atlaga + SD. b) Az EGFR 9 foszforilaciés helyének, valamint az ERK 1/2 EGF-fliggé foszforilaciéjanak mérése 24
6réas cetuximabkezelést (100 pg/ml) kdvetéen. 100%: kezelés nélkiili érték. 2 mérés atlaga

polimorfizmus vizsgalataban a PJ41 sejtek vad tipusinak, mig
a PJ15 sejtek heterozigétanak mutatkoztak. A betegek kozott 20
vad tipusu, 10 heterozigéta és 2 homozigéta muténs genotipust
regisztraltunk. A tovabbi vizsgalatokban ezért erre a polimorfiz-
musra koncentraltunk, a heterozigéta és homozigéta mutans
genotipust egy csoportba vonva vizsgaltuk a klinikai mintaban.

Az EGFR R521K genotipus hatasa a tumorsejtek
cetuximab- és SU11274-valaszara

Asejtek proliferaciojanak vizsgalatdban megmutattuk, hogy a ce-
tuximabbal valé kezelés még magas (100 ug/ml) dézisban sem
fejt ki gatlo hatast a sejtek proliferaciéjara, mig a c-Met-gatlo
SU11274 5 uM koncentracidban hatékonyan gatolta a prolifera-
ciot, és ez a hatas kifejezettebb volt a heterozigota PJ15 sejtek
esetében (1. dbra). Megvizsgaltuk tovabba, hogy a cetuximab

EGFR-hez valé kot6dése, illetve az altala kifejtett EGFR-fosz-
forilaciot gatld hatas kiilonbozik-e a PJ15 és PJ41 sejtek kozott.
Akisérleti eredmények alapjan egyértelm(, hogy a két sejtben
hasonlé mértéki a cetuximab kétédése (2.a dbra), valamint,
hogy mindkét sejtben hasonléan erds az EGFR aktivalédasanak
(kilenc foszforilaciés helyen mérve - a p1148 alacsony expresz-
szids szintje miatt a valtozas hidnya bizonytalan), és a téle fliggé
jelatvitel (Erk-aktivacid) gatlasa is (2.b dbra). Ez alapjan tehat
lathato, hogy a sejtekre kifejtett direkt hatas tekintetében nincs
kiilonbség vad tipusd, illetve R521K polimorf EGFR esetén.

Az EGFR R521K hatasa az antitestfiiggo sejtes
citotoxicitasra

A cetuximab kozvetlen hatasa mellett megvizsgaltuk, hogy
milyen hatdssal van azimmunsejtek altal torténd tumorse;jt-
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6l6 képességre. Az in vitro végzett kokultiras eredmények
azt mutattak, hogy a vad tipusi EGFR-t expresszalé PJ41
sejtek sokkal érzékenyebbek a cetuximabkezelésre, mig
hasonld korilmények kozott a PJ15 sejteket csak mérsé-
kelten tudtak eliminalni a jelen lév6 immunsejtek (3. dbral.
Ez az eredmény az R521K lehetséges rezisztenciat kivaltd
szerepét tdmasztja ala.
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3. ABRA. Antitestfiigg6 citotoxicitis mérése HNSCC-sejteken. SCID
egerek lépébdl izolalt immunsejtek és HNSCC-sejtek kokulturajaban
a tumorsejtek immunspecifikus pusztuldsat mérve Gsszevethetd cetu-
ximab jelenlétében és anélkiil a sejtold hatas mértéke. A kisérletet 25:1
és 50:1 épsejt:tumorsejt arany mellett ismételtiilk, mind PJ41, mind
PJ15 sejtek esetében. 3 mérés atlaga + SD (*p<0,05)

A cetuximab és az SU11274 hatasa in vivo

A cetuximab hatasat allatkisérletben is megvizsgaltuk, és
az eredmények azt mutattak, hogy mig az EGFR R521K he-
terozigéta mutans PJ15 esetében nem volt szamottevd tu-
morellenes hatas detektalhaté (4.a dbra), a vad tipusu PJ41
xenograft modellben szinte teljes remisszié érheté el 21 nap
alatt (4.b abra).

Hogy azimmunszupprimalt SCID egerekben is aktiv NK- és
makrofag sejtek szerepét tisztdzzuk, a cetuximabot kombina-
ci6s kezelésben is alkalmaztuk NK-sejt-gatlé (anti-aszialo-GM1
nyulszérum, FUJIFILM Wako Chemicals), illetve makrofag-
gatlé (Clodrosome, Encapsula NanoSciences) gyartéi utasi-
tas szerinti alkalmazasaval az érzékenynek mutatkozd PJ41
modellben (5. dbra). Az eredmények azt mutattak, hogy mig
az egy sejttipust gatlo vagy kombinalt immungatlé kezelések
a kontrolltumorok novekedési litemét a varakozasoknak meg-
felelden tovabb gyorsitottak, a cetuximabkezelés hatékonysagat
ezek a kombinacids terapidk meglepé modon nem tudtak
csokkenteni, igy az in vivo modellek viselkedését nem lehet
csupan az NK-sejtek és makrofagok miikddésével magyarazni.

© PROFESSIONAL PUBLISHING HUNGARY

Felmerilt emellett, hogy mas jelatviteli Utvonalak ak-
tivitasa is szerepet jatszhat a tumorok terapidval szembe-
ni ellenallasadban. Az in vitro sikeresen tesztelt SU11274
c-Met-gatloszerrel végzett allatkisérletek megmutattak,
hogy a cetuximabbal szemben ellenalld, EGFR R521K he-
terozigdta genotipust PJ15 tumorok esetén mind a primer
tumorok novekedése, mind az attéti majkolonidk megjelenése
hatékonyan gatolhato a c-Met gatlasaval, mig a cetuximabra
érzékeny vad tipusu PJ41 modell esetén ez a hatas elmaradt
(6. dbra). Ez az eredmény felveti a cetuximabrezisztens tumo-
rok c-Met-gatlassal szembeni megndvekedett érzékenységét.

Klinikai HNSCC tumorok EGFR-statuszanak, immunfeno-
tipusanak és a betegség klinikopatoldogiajanak vizsgalata
Afelmerilt immunsejtes hatast tovabb vizsgalandd immun-
hisztokémiai eljarassal jeloltik a CD16* (NK-sejt, makrofag,
neutrofil granulocita) sejteket, a CD68* makrofagokat, illetve
az NKp46* NK-sejteket. A jeldlt sejtek kvantifikalasa lehe-
tévé tette, hogy az immunfenotipust dsszevessiik az EGFR
R521K statusszal, illetve a klinikai lefolydssal és a betegek
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tulélésével. Az EGFR-statusz és azimmunsejtek intratumo-
ralis jelenléte nem mutatott dsszefliggést, a kombinacios
immunszuppressziv allatkisérlethez hasonléan pedig az
immunsejtek mennyisége a klinikai valaszadassal és a tal-
éléssel sem mutatott szignifikans 6sszefliggést (7. dbra).
A vizsgalatba vont 32 HNSCC-s beteg EGFR-statuszat és
klinikai valaszat vizsgalva azt lattuk, hogy a progresszidmentes
(8.a dbra) és teljes talélés (8.b dbra) sem valtozott szignifikansan
a kiilonboz6 EGFR-statuszu csoportok kézétt. Ugy tiinik, hogy az
invitro és in vivo tapasztalt kiilonbségek a cetuximabérzékeny-
ségben nem tiikrzédnek a klinikai terapia sikerének mérésekor.

MEGBESZELES

A fej-nyaki laphamkarcinomak nagyszamu betegcsoportja és
a mai napig limitalt sikerl kezelési médszerei megkavetelik,
hogy a meglévé terapiadk hatasossagat jobban megismerjik,
illetve Uj terapias célpontokat kutassunk fel. A klinikumban
hasznalt, EGFR-t célzé antitest cetuximab gyakran korlatozott
hatékonysagu, amelynek magyarazatara tobb lehetdség is
felmerdilt. Vizsgalatainkban felmértiik, hogy a receptor ext-
racellularis valtozasai milyen hatassal lehetnek a terapias
hatékonysagra molekuldris, sejtes, illetve szdveti szinten.
Emellett megvizsgaltuk egy lehetséges kiegészité terapia,
a c-Met specifikus gatldszerének hatasait in vitro és in vivo.

Az EGFR két mddosuldsat irtak le kordbban fej-nyaki lap-
hamrakok esetén: a tobbexonos deléciét okozd vlll varians, il-
letve az R521K misszensz pontmutéciéval jaré polimorfizmust.
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6. ABRA. A c-Met-gatlé SU11274 hatasa in vivo HNSCC xenograft model-
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Az altalunk végzett genetikai elemzés megmutatta, hogy bar
van irodalmi adat, amely magas EGFR vlll gyakorisagot ir le
HNSCC esetén (26), mas kozleményekkel egyetértésben (27)
mi sem talaltuk ennek nyomat. Ugyanakkor az EGFR R521K
polimorfizmus magas gyakorisaggal fordul el a magyar
betegpopulacidban, ezért alapos vizsgalatra érdemes.

Az antitestek egyik hatdsa receptorok esetén a ligandum
kotddésének gatlasa, amelynek hatasara direkt tumorellenes
hatast érhetnek el. A cetuximab esetén megmutattuk, hogy
a kotédés és az aktivitas gatlasa is hasonld mértékben tud le-
zajlani mind vad tipusd, mind R521K genotipust EGFR esetén,
ez a gatlas mégsem vezet a sejtproliferacié csokkenéséhez.

A cetuximab a kedvezd terapias hatast azonban nem
csupan a direkt gatlds, hanem az antitest altali felismerés
és eliminalas altal is elérheti. Ezt alatdmasztottak mind az
in vitro ADCC-tesztek eredményei, mind az allatkisérletek.
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy az immunszuppressziv te-
rapiaval valé kombinacio nem fliggesztette fel a cetuximab
hatasat, ami ravilagit arra, hogy a szervezetben komplexebb
kdlcsonhatasok felderitésére van sziilkség a hatékonysag
megértéséhez.

Az Orszagos Onkoldgiai Intézet kisérleti betegcsoportjan
végzett vizsgalatok megmutattak, hogy a klinikai terapiaban
nem mutatkozik éles kiilonbség az EGFR R521K statusz
alapjan a cetuximab hatékonysagaban. Ennek tobb oka is el-
képzelhetd. Egyrészt a terapias protokoll a cetuximab mellett
ciszplatin, docetaxel, 5-fluorouracil hatdsat is egyesiti, melyek
elfedhetik a cetuximab sikerességében esetleg meglévé
kilonbségeket. Elképzelhetd az is, hogy mas kompenzacios
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mechanizmusok épnek fel, illetve nem zarhato ki a tumorok
heterogenitasanak fontos szerepe, melyet a sejtvonalak,
illetve bel6lik szarmazo xenograft tumorok nem képesek
modellezni. Ebben a kérdésben a kozeljovében nagy szerepet
kaphatnak a fejlettebb (GEMM, PDTX] 4llatkisérletes model-
lek. Harmadrészt a klinikai csoport alacsony betegszama
miatt az eredmények bizonytalansagan javitani szlikséges.
Nagyobb minta vizsgalatadhoz a recidiv/metasztatikus bete-
geknél alkalmazott EXTREME protokoll szerint kezelt esetek
vizsgalatat tervezziik, ahol reményeink szerint hamaro-
san nagyobb biztonsaggal vonhatunk le kdvetkeztetéseket.
Mindenesetre elgondolkodtatd, hogy hasonlé tanulmanyok
valtozo valaszt adnak a kérdésre abban a tekintetben, hogy
van-e (éppen csak] szignifikans progresszidmentes talélési
elénye a vad tipust EGFR-t hordozé betegeknek, vagy nincs
ilyen hatds (20-22). A latszélag kis hatas mellett feltétlenil
sziikséges a magyar populacion végzett vizsgalat kibdvitése
és kozlése, valamint esetlegesen a jovében a meglévé tanul-
manyokkal 0sszevont metaanalizise is.

A cetuximab alkalmazéasa hatékony modalitdsa a HNSCC-s
betegek kemoterapias protokolljanak. Ugyanakkor fontos az
alternativ tdmadasi pontok és gyogyszerjeloltek kutatasa
is, lehet6séget biztositva a cetuximabrezisztens tumorok
kezelésére. Egy ilyen lehetéség a c-Met receptort specifi-
kusan gatld kismolekula SU11274 is. Mint az in vitro és in
vivo vizsgalataink soran kimutattuk, hatékony tumorellenes
és antimetasztatikus hatas érheté el alkalmazasaval PJ15
sejtek és xenograftok esetén. Ez egyben eldrevetiti a tumor-
sejtek sejten belili jelatviteli Utvonalaktol valo fliggését,
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8. ABRA. Fej-nyaki laphamrakos betegek tulélési adatai EGFR R521K statusz szerint. A betegek progressziémentes (a) és teljes tilélésének (b)
analizise EGFR R521K statusz fliggvényében. n(vad tipus)=20, n(R521K)=12; p: log-rank teszt

amelynek hatékony kiaknazasa a rékellenes terapiakban
leginkabb kombinalt kezelések révén valhat lehetségessé.
Emellett EGFR elleni Uj generéacios antitestek fejlesztése
is igéretes lehet, melyek képesek lehetnek a rezisztencia
lekizdésére (17, 20).
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