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Bevezetés

A 2001-ben indult Nemzeti Kutatasfejlesztési Program alkalmat adott arra,
hogy megalakuljon egy igen széles szakmai palettat képezd kutatas-fejlesztési halozat
a hazédnkban miik6do, az onkologianak kiilonbozo teriileteit képviseld szervezetekbdl
(a Nemzeti Onkoldgiai Konzorcium) melynek az Orszdgos Onkoldgiai Intézet lett a
koordinal6 Intézete. A Konzorcium szakmai képviseldi mellett (4 orszagos Intézet, a
4 hazai orvosegyetem) igen fontos fejlemény volt, hogy a Konzorciumba sikeriilt
integralni a hazai onkolédgiai gyogyszerpiac vezetd kiilfoldi képviseldit is. A kozosen
kialakitott tudoméanyos program és ennek révén az elnyert 4 éves palyazati tdmogatas
alkalmat adott arra, hogy kordbban példa nélkiili mértékben 0Osszefogott
kutatasfejlesztés induljon el az onkologia kiemelt teriiletein. A jelentds allami és sajat
forrasok arra 6sztokéltek benniinket, hogy a sziikebb korményzati hivatalos ut mellett
a szélesebb szakmai kozvélemény szdmara is bemutassuk munkénkat. Ennek
megfelelden a Konzorcium mukodésének elsé éves eredményei koziil az alabbiakat
emeljiik ki.

Epidemiologia

A hererak esetében eddig még nem volt ismert 6rokletes genetikai tényezd,
mint kockazatnoveld faktor, pedig az epidemioldgiai adatok erre utaltak, ugyanis
hererékos csalddok utddaiban a hererdk rizikoja jelentésen megemelkedett a hazai 293
eset analizise alapjan. A hererdkosok 2-5%-ban kétoldali daganat alakul ki, ami paros
szervek esetében mindig érzékeny indikatora szokott lenni a genetikai tényezd
jelenlétére. A kandidatus gének kozott felmeriilt a c-kit onkogén aktivald
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mig a kétoldali esetekben 93% gyakorisagli. A c-kit gén etioldgiai szerepének
pontosabb tisztazdsdra 93 hererdkos csaladot vizsgéltunk a c-kit gén szomatikus
mutacidira (exon 10,11,17, amely a GIST tumorokban érintett). Otféle mutaciot
¢észleltiink €s ezek az egyoldali tumorokban ritkak voltak (2/116) mig a kétoldaliakban
gyakoribbak (2/7).

Az epidemiologiai vizsgéalatok eredményei szerint a méhnyakrdk miatti
halélozas jelentésen magasabb Budapesten, mint az orszagos atlag. Veszélyeztetett
teriiletnek szamit még Miskolc, Szolnok, Debrecen, Szeged, Székesfehérvar a
Dunantil és a Duna-Tisza koze is, mivel ezeken a teriileteken az atlagosnal joval
gyakoribb a méhnyakradkos megbetegedések miatti halalozasok szama. Ugyanakkor a
méhnyakrakos esetek szdma Borsod és Szabolcs, valamint Bacs-Kiskun és Csongrad
megyékben a legalacsonyabb. Az orszagos atlagtél vald jelentds tobblethalalozas
csokkentése tehat kiemelt feladat mind a megeldzés, mind a gyogyitds szamara. A
HPV kutatasok soran azt taldltuk, hogy a HPV-pozitiv ndk férfi partnereinél a
tiinetmentes glans penis hamjaban 52.4%-ban volt HPV fertézés kimutathaté olyan
tipus-megoszlasban, mint amit a méhnyak hamjaban is megfigyeltiink, igazolva a
fert6zés eredetét. Igazoltuk, hogy a HPV negativ és pozitiv fej-nyaki laphdmrakok
elkiilonitése prognosztikai jelentdségli. A HPV pozitiv verrucosus ¢€s basaloid
laphamrakok kedvezdbb tilélési aranyt mutatnak, mint a HPV negativ tipusos lapham
carcinomak. A hasonl6 modszerekkel végzett analizisek a prosztata rak



vonatkozasdban igazoltdk, hogy hasonléan az emlérakhoz, Budapesten, BAZ és JNSZ
megyékben a prosztatrakos haldlozasban is jelentés halmozodasok mutathatok ki.
Ugyanakkor hasonl6 gocok talalhatok ezek mellett Zala-, Pest-, Fejér- és Bacs-Kiskun
megyékben is ahol a magyar lakossag 25%-a é€l.

Emlorakkal kapcsolatos kutatdsok

Szakmai ¢és tarsadalmi szempontbol kiemelt érdeklédés a hazankban népbetegségnek
szamitd emlordkkal kapcsolatos kutatasokat Ovezi. A hazai emldrakbetegség
a hazai DNS bank 337 emlddaganatos csalad/személy DNS mintdjaval gyarapodott.
100 0j daganatos csalad esetében végeztiink szindroma-analizist, A vizsgalatok
kezdete ota 31 kiilonb6z6 BRCA1/2 mutaciot azonositottunk, ebbdl hatot (5 BRCA1
¢s, 1 BRCA2 mutacio) az elmult félévben. Megallapithatd, hogy a Magyarorszdgon
megismert BRCA1 mutaciok 95%-a, a BRCA2 mutéciok 78%-a Un. alapitod (k6zos
0sokre visszavezetheto, tobb csaladban eloforduld) DNS szekvenciavaltozas.

A program keretében elvégeztiik az emléradk miatti halalozas tertileti halmozodéasanak
vizsgalatat térinformatikai elemz6 modszerekkel (régio- és klaszter analizis, 21,29) az
1986-1997, illetve ezen beliil 1986-91 ¢és 1992-97 kozotti években. A magyarorszagi
halélozasi adatok elemzésekor megéllapithatd, hogy az orszédgos szintnél magasabb
haldlozas figyelhet6 meg Budapesten, Csongrad megye egyes terililetein, valamint
Borsod-Abauj-Zemplén ¢és Jasz-Nagykun-Szolnok megye teriiletén. Kiemelésre
érdemes még ezek mellett a Fejér megyei emlorakos halandosag novekedése, amely
szintén a megfigyelés masodik szakaszaban valt jelentdsebbé (1992-97).

A carcinogenezis folyamatat a tumor szuppresszor gének inaktivaldsa kiséri. A gén
inaktivalas epigenetikus uton is kialakulhat a gén-promoter régi6 hypermetilaciojaval.
Meghataroztuk az emlddaganatok tumorszuppresszor génjeinek  metilacio
inaktivalasat (BRCA1, APC), valamint a szerrezisztencidban szerepet jatsz6 MGMT
¢s hMLH1 epigenetikus inaktivaciojat. A vizsgalat sorozat egyik alapvetd célkitiizése
annak eldontése, hogy a metilacidés markerek keringd daganatsejtek, illetve szérumban
megjelend tumor DNS kimutatasara is alkalmasak-e. A metilalt gének analizisét a
primer emlé daganatokban, keringd daganatsejtekben és szérum DNS mintdkon is
elvégeztik. Az emld daganatok epigenetikus vizsgélata alapjan bebizonyosodott,
hogy a daganat sejtek metilaciés mintdzatdnak meghatarozéasa eldsegitheti a daganat
progresszi6 nyomonkovetését, a terapia monitorizaldsat, a daganatok molekularis
stagingjét. A promoter regio hypermetilacidja 100%-os biztonsaggal kimutathato
mind a tumorszdvetben, mind a szérumban, eloszlasa nem random, koltség hatékony
¢s gyors eljaras, ezért a hypermetilalt DNS idealis tumor markernek tekinthetd.
Sporadikus emldrakokban vizsgdlva a DNS repair-gének LOH frekvencidjat
megallapitottuk, hogy a jobb progndzisu lobularis carcinomaban ritkabb, ugyanakkor
a ductalis carcinomakban elsdsorban a DNS repair-géneket érinti. A csontattétek
képzddésének képességével jard primer tumorokban csokkent NM23 és fokozott c-
met, Her2 ¢és p53 expressziot tapasztaltunk. A Her2 amplifikdcio sajatossagait
vizsgalva felhivtuk a figyelmet arra, hogy a primer tumor Her2 genotipusa nem
feltétlentil jellemzi a csontattétét, s ha az mutétre keriil célszerti jra meghatarozni a
koltséges Herceptin terdpia elétt. Masrészrél bemutattuk, hogy a ductalis carcinomék
két csoportra oszthatok erezettség alapjan ¢és a jol erezett daganatok attéteinek
kemoterapidja angioszuppressziv hatassal is jar. Kimutattuk, hogy a chip technologia
kombinaldsa kvantitativ PCR moddszerrel jelentds segitséget jelenthet az emlérakok
Taxan, Antraciklin és Herceptin érzékenységének objektiv felmérésében és a terapia
individualizaldsaban. Kisérleti rendszerekben kimutattuk a GnRH anal6gok



potencialis szerepét a steroid receptor negativ emlérakok kezelésében: a Zoladex
kezelés hatdsat cyclinB és Bax expresszid fokozodassal és G2/M blokkal jellemeztiik.
Célunk az volt, hogy az emlé daganatok kialakuldsat és progresszidjat kisérd
genetikai utakat DNS chip technologiaval feltérképezziik ¢és ezaltal eldsegitsiik a
daganatok molekularis diagndzisat, prognozisat ¢és az individudlis terdpids terv
kialakitdsat. A vizsgalatsorozat lehetové teszi, hogy a daganatokat a genetikai
lenyomat alapjan alcsoportokba soroljuk és 11 terapids célpontokat azonositsunk.

Az eml6 daganatos mintadk génexpresszids mintdzatanak meghatarozasara az alabbi
cDNS chipeket hasznaltuk 245 emld daganatos betegbdl izolalt RNS minta
felhasznalasaval: 1. Growth Factor Gene Array, 2. Tumor Metastasis Gene Array, 3.
Angiogenesis Gene Array, 4. Cancer Drug Resistance & Metabolism Gene Atrray,S.
DNA Damage Signaling Pathways Gene Array. Az altalunk alkalmazott cDNS chip
vizsgalatok alkalmasak a daganatok HER2 statusanak és az ehhez tarsulé metasztazis
kaszkad enzimek analizisére is. A vizsgalatok eldsegithetik ) kombinacids terapias
eljarasok kifejlesztését (kindz gatlok, antiangiogenetikus terapia). Vizsgalataink
szerint a HER2 pozitiv és HER2 negativ eml6 daganatok genetikai lenyomata jelentds
mértékben kiilonbozik egymastdl, amely féleg a metasztazist elésegitdé protedzok
emelkedett szintjében a transzport fehérjék fokozott expresszidjaban nyilvanul meg.
Adataink aldtdmasztjak és magyarazatul szolgalnak a HER2 pozitiv és HER2 negativ
emld daganatok eltérd tumor biologiai sajatossagara és eldsegithetik az optimalis
terapias terv kialakitasat.

Vizsgalatainkban 65 Taxan rezisztens és 165 szenzitiv emlé daganatos mintabol RNS-
t, DNS-t izolaltunk. A Taxoter transzportban szerepet jatsz6 MDRI1 gén
polimorfizmust (Exon 12 C1236T) SSCR és DNS szekvencia analizissel vizsgaltuk.
Az MRPI-MRPS5, valamint HER2 ¢és EGFR expresszio mértékét cDNS chip
segitségével hataroztuk meg. Vizsgalataink szerint a Taxoter rezisztencia
kialakulasédhoz a transzport fehérjék polimorfizmusa (MDR1) transzport gének koziil
az MDRI1, MRP1 emelkedett expresszidja, valamint az EGFR, HER2 gének
overexpresszidja jarul hozza. Az altalunk végzett génpolimorfizmus és cDNS chip
vizsgélatok eldsegitik a Taxéan rezisztencia mechanizmus megismerését €s a
hatékonyabb kombinacios terapids eljarasok kifejlesztését.

Az eml6 tumoros betegek kezelésének meghatdrozasakor ma mar nélkiilozhetetlen a
mikrometasztazisok kimutatdsa, amit érzékeny molekularis technikdkkal Iehet
megvalositani. 470 emlétumoros beteg vérmintdinak és 145 emldtumoros beteg
csontveld mintdinak analizise alapjan megallapitottuk, hogy a betegek 28,5%-ban
keringd daganatsejtek jelenléte igazolhatd. Masrészrdl a csontvelé mintdk 32%-aban
is kimutattunk daganatsejteket. Ezen esetek kozel harmadaban a HER-2 illetve a Topo
II szint szignifikdnsan megemelkedett, ami a tumorsejtek Taxol- illetve antraciklin
rezisztenciajat idézheti eld. Ezen “microstaging” eljards nemcsak a daganat pontos
stadium-meghatarozasat segitheti el6, hanem a terapia helyes megvalasztasat is.

Colorectalis daganatok

Népegészségiigyi szempontbdl hasonléan nagyjelentdségli a colorectalis daganatok
teriilete, ahol a hatékony sziirési technoldgia alapja a bélvérzés kimutatasa.
Kidolgoztuk a vérkimutatas érzékenyitését a haemoglobin ¢és albumin péarhuzamos
immunkémiai kimutatasaval. Ugyanakkor a colorectalis daganatok 20%-a nem vérzik
a vizsgalatkor, ezek székletbdl torténd kimutatdsara az u.n. ,.ektdpias” lactoferrin
vizsgalatot dolgoztuk ki. Tobb mint 10000 tiinetmentes egyén esetében alkalmaztuk a
rejtett bélvérzés kimutatdsara a haemoglobin (H), albumin (A), lactoferrint (L) és
casein (C) kimutatasanak ujonnan kifejlesztett immunkémiai méodszerét. Az eljarast az



OLI nyilvantartasba vette. A program 21 rakos esetet igazolt, amely kimutatdsaban a
H+A kombinaci6 latszik a legigéretesebbnek. A sziirés a bélvérzés kimutatdsara
alapozodik, amelyrél azonban bebizonyosodott, hogy nem eléggé daganat specifikus.
Az Orszagos Onkologiai Intézet Kozponti Laboratériumaban olyan j immunkémiai
modszert dolgoztak ki, amely segitségével a vastagbél daganatok jelenléte nagyobb
biztonsaggal, nagyobb gyakorisaggal mutathatd ki. Az 0j sziirési eljaras 1ényege az
anti-hemoglobin ¢és anti-albumin szérum egylittes alkalmazasa a széklet mintdk
analizisére, amely hatékonysagat 6805 50 ¢év feletti személy vizsgalataval
ellendriztiink. A kettds immunkémiai fehérje kimutatds alapjan 30%-kal tobb
vastagbél volt azonosithatd, mint a bélvérzés kimutatasan alapulé modszerrel. Az
eljaras szabadalmi bejelentése megtortént. Az 0j kettds immunkémiai sziirési modszer
alkalmazasatol a vastagbél daganatok hatékonyabb szlirése és ezaltal a betegek
gyogyulasi esélyének javulasa varhato.

Az epidemiologiai program keretében 2003-ban a hazai kolorektalis daganatok
daganatok miatti halandésdg mindkét nemben Eurdpa orszagai koziil hazdnkban a
leggyakoribb és emelkedd tendencidt mutat. A férfiak colorectdlis daganat miatti
haldlozasa az ¢letkorral exponencialisan nd. A fiatal korcsoportok klasztereinek
térbeli megjelenése egymastol ¢és az iddsebb korcsoportok klasztereinek
megjelenésétdl szignifikansan eltér, az aggregaci6 mértéke alacsony foku, a
megjelenés véletlenszeri. Az 55 évnél iddsebb korcsoportok klaszterei térben
szignifikansan azonos helyeken fordulnak elé (Budapest, Heves, Jasz-Nagykun-
Szolnok, Nograd, Komarom-Esztergom, Baranya megye).

A no6knél is kimutathatdé a haldlozds exponencidlis novekedése az életkor
fiiggvényében. A klaszterek elhelyezkedése nagyon hasonld a férfiakéhoz. A ndk
esetében a vastagbél daganat novekedésének iliteme kifejezett az idések kozott, mig a
végbél daganatok miatti haldlozds mind a kozép- mind az idds kortiak korében
csokken. A haldlozas teriileti eloszlasa fiatalabb korban egyenletesebb, iddsebb
korban figyelhetd meg teriileti halmozodas: a vastagbél daganatok az orszag kdzépsd
megyéiben, mig a végbél daganatok a Dunantil egyes részein halmozodnak. A
teriileti halmozodéas mindkét nemben hasonldan alakult.

72 vastagbé¢ldaganat esetében végeztiik el az APC gén inaktivaciojanak vizsgalatat,
amibdl kideriilt, hogy dontéen muticio, masodlagosan allélvesztés révén kovetkezik
be, amit keringd daganatsejtek kimutatasdra is fel lehet hasznalni. A hazai
vastagbéldaganatok mikroszatellita analizise ramutatott arra, hogy ezek egyharmada
MSI-low csoportti, ezesetben pedig a genetikai valtozds vagy a hMLHI1 gén
hipermetilacidja, vagy a hMSH2 gén allélvesztése. Csaknem 300 vastagbélrak
metilacids analizise alapjan kideriilt, hogy az APC ¢és Ecadherin szuppresszor gének
gyakran hipermetilaltak, de ugyanez torténik az esetek negyedében egy apoptosis-
génnel is (DAPK). Az alkilalé szerekkel szembeni érzékenységet az MGMT gén
expresszidjanak detektalt polimorfizmusa illetve fokozott metilaltsdga a sporadikus
vastagbéldaganatok esetében jelentdsen befolydsolhatja, ezért ennek vizsgalata
prediktiv/prognosztikus szempontbo6l ajanlott.

A HNPCC tipusu orokletes vastagbél daganatok kialakulasara hajlamosit6 hMLH]1,
hMSH2 mutéciok vizsgalatit 24 beteg esetében végeztiik el. A vizsgalat sorozat
kiemelkedd eredménye 4 1j, csak Magyarorszagon el6fordulo, hMLHI1, illetve
hMSH2 mutacié azonositasa. Vizsgalataink hozzajarulnak a magyarorszagi HNPCC
szindrémas betegek mutdcios spektrumanak meghatarozasahoz és ezaltal eldsegitik
ezen genetikus betegséget hordozé csaladtagok azonositasat.



A szerin hidroximetil-transzferdz (SHMT) egy kulcsfontossdgi foldt anyagcsere
enzim. A vizsgalt kontrollpopulaci6 SHMT1 C1420T genotipus megoszlasa nem tért
el az ismert kaukdzusi populécios eloszlasatol. A vizsgalt kolorektdlis daganatos
(CRC) populacio SHMTI1 genotipus frekvenciai szignifikansan eltérnek a kontroll
populécidétol, azonban ezen genotipus és a CRC-re vald hajlam kozotti dsszefiiggés
még tovabbi vizsgalatot igényel. A timidilat szintaz (TS) mRNS két végén talalhato
génpolimorfizmusok vizsgélata és kombinalt értékelése a CRC-s betegek esetében az
adjuvans kezelésre adott terapias valasz, a betegségmentes- ¢és teljes tulélés
predikciojat teszi lehetdvé és ezzel a rossz prognozisi esetekben az S-fluorouracil
kezelés mas gyogyszerrel (irinotecan, oxaliplatin, bevacizumab, cetuximab) torténd
kiegészitésének sziikségességét jelzi. Az metiléntetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR)
C677T polimorfizmus meghatdrozasa a S-fluoropirimidin kezelésii metasztatikus
colorectalis betegek esetében prognosztikai értékkel bir. Ezen feliil segitséget nyujthat
a személyre (csoportra) szabott terapia megtervezésére (pl. a rosszabb prognozisa CC
genotipust betegek esetében a szekvencidlis kemoterapia /elsé vonalban 5-FU+LV,
masodik vonalban 5-FU+LV+Irinotecan/oxaliplatin alkalmazésa/, vagy ha egyéb
kontraindikacidé nincs, az elsé vonalbeli 5-FU+LV+Irinotecan majd 5-
FU+LV+oxaliplatin kombinacié javasolhatd) . Genetikai vizsgalataink szerint az
alacsony dihidropirimidin-dehidrogenaz (DPD) aktivitas és vagy IVS14+1G-2>A
mutacio esetén fluoropirimidin terdpia alkalmazasa tilos, helyette mas gydgyszert (pl.
irinotecan) kell alkalmazni.

Nagyszamu kolorektalis daganat vizsgalata alapjan kimutattuk, hogy a timidilat
szintaz (TS) polimorfizmusai daganatra vald fogékonysagot befolyasold tényezdk
valosziniileg a TS1494del6 polimorfizmussal kombinalédva. Azt is kimutattuk, hogy
a TS (tumorszuppresszor-szeriien) LOH-re hajlamos (a daganatok kozel 40%-ban). Ez
az eltérés prognosztikus értékli is, mert incidencidja né a daganatos progresszioval
(Dukes stadium). Felmeriil az is, hogy a microsatellita instabil genotipust a TS
microsatellita helyek analizisével is meg lehet hatarozni. A génpolimorfizmusok
esetében a TS aktivitasra gyakorolt hatast is meghataroztuk igazolva a 3R/3R és a 6-
/6- homozigotasag jelentdségét. A 3R/3R genotipus lassabb attétképzéssel és
hosszabb tuléléssel tarsul, szemben a 6-/6- polimorfizmussal. A kolorektalis
daganatok kezelésének f6 komponense az 5-FU, melyet a DPD bont el. Vizsgalataink
szerint ezt a folyamatot a vesemiikodés zavarai jelentésen befolydsoljak, aminek
klinikai jelent6sége van. Kimutattuk azt is, hogy az Gjabban bevezetett kemoterapias
szerek nem befolyasoljak az SFU terapias hatékonysagat/fakmakokinetikajat. Az SFU
molekuléris hatasait vizsgdlva kimutattuk annak kétfazisu voltat: a korai citotoxikus
szakban az érzékeny sejtekben a TS expresszid lecsokkenését, majd a masodik
hullamban a relative rezisztens sejtekben fokozottan expresszalodo TS FAUMP 5FU-
metabolit altali funkcionélis inaktivalasat.

Fejnyaki daganatok

Hazéankban az elmult években dramai mddon nétt a fejnyaki daganatos halalozas ezért
a program kiemelten kezeli ezt a teriiletet is. A kordbban mar emlitett regionalis
daganatos halalozasi analizis kimutatta, hogy hazank bortermel6 vidékain szignifikans
fej-nyakdaganatos halalozasi tobblet mutathatdé ki ami parhuzamba allithato az
alkoholos  majbetegség miatti haldlozasi tobblettel. Molekularis epidemiologiai
vizsgalataink kimutattdk, hogy konvencionalis kromoszoma analizis alapjan az
aberraciot hordozo sejtek aranya a daganatos betegekben, alkoholistdkban ¢és az
egészséges dohdnyzokban egyardnt magasabb, mint a nem dohdnyz6 kontroll
populécioban. A mutagén ¢érzékenység viszont a daganatos ¢és alkoholista



betegcsoportokban szignifikdnsan emelkedett a dohanyz6 és nemdohanyzé csoporthoz
képest. Ugyanakkor megallapithatd, hogy a hazai kontroll személyek 42-49%-a
mutagén érzékeny, amely érték kétszerese az amerikai és nyugat-eurdpai adatoknak.
Ez utobbi jelenség hatterében xenobiotikum-metabolizald enzimek polimorfizmusa
vethetd fel. Eldzetes vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az adott mutagén-
érzékenységet jelentdés mértékben meghataroz6 XRCC1 DNS repair-enzim gén 280-as
kodonjanak polimorfizmusa a reparacios kapacitds csokkenését jelentheti azoknal a
személyeknél, akik magas kromoszoma-aberracidos értékekkel rendelkeznek.
Ugyanakkor ezen gén 399-es kodonjanak polimorfizmusa kedvezObb reparacios
készséggel jarhat egyiitt.

Tovéabbi vizsgélataink egy jabb etioldgiai tényez6t azonositottak a hazai fejnyaki
daganatok esetében: 157 daganat vizsgalata alapjan megallapithatdo, hogy ezen
tumorok 40%-aban HPV virus mutathatd ki, els6sorban annak un. onkogén 16-0s
variansa. Klinikai kutatdsaink sordn fény deriilt masrészt arra, hogy a fejnyaki
daganatok mintegy 50%-4ban autentikus Osztrogén ¢&s progeszteron receptor
expresszio mutathatd ki, ami felveti annak lehetdségét, hogy ez a daganatféleség is
hormonfiiggd lenne.

Epidemiologiai adatok a hazai fejnyaki daganatok gyakorisdganak exponencidlis
novekedését mutatjdk, aminek genetikai hattere is lehet. Az egyéni rakkockazat
vizsgélatara a belomycin tesztet hasznaljak. Ezt vizsgaltuk kézel 300 nemdaganatos
dohdnyzd, vagy nemdohinyz6 egyedben és 156 fejnyaki daganatos betegben.
Kideriilt hogy a moddszer dnmagaban nem hasznalhatd hazankban a rékkockazat
becslésre, mert a nemdaganatos populdcidban is igen magas a mutagén-érzékenység,
aminek hatterében detoxikald és/vagy karcinogén metabolizald enzimek esetleges
polimorfizmusa allhat. Ennek vizsgalatdira a DNS repairben érintett XRCC1/3, a
metilacioban érintett MTHFR és az ismert tumor szuppresszor pS3 polimorfizmusait
hataroztuk meg 204 daganatos beteg ¢s 218 egészséges egyénben PCR-RFLP illetve
olvadaspont-analizissel. Az XRCCI1 gén c194/TT polimorfizmusat védé hatastinak
gondoljuk. Dohanyosokban az MTHFR ¢1298 CC polimorfizmusa gyakoribb volt a
nemdohanyz6 csoporténdl hasonléan a XRCC1 ¢399 AA polimorfizmusahoz, ami az
¢letmodbeli sajatossagokkal kombindlodo genetikai predispozicio lehetdségét veti fel.
A fejnyaki daganatok prognozisat feltételezhetben immunologiai tényezok is
befolyasoljak, ezt vizsgaltuk 72 szajrakos beteg mintdjaban és jellemeztik a
gyulladasos ¢és immunoldgiai sejtek Osszetételét. A fejnyaki daganatos betegekben
igen gyakran mutattuk ki az individudlis immunszuppressziot, aminek érzékeny jele
lehet a jelentdsen lecsokkent lokdlis CD4/CDS8 arany (<1). Fejnyaki daganatok
feltételezésiink szerint az erezettségtdl is. 55 daganat pre- és postirradiacids
mintdjanak vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a terapia hatdsossaga (RFS és
teljes tulélés) megjosolhatd a kezelés soran a daganat erezettségének szignifikéns
csokkenésébol.  Kisérleti human metasztazis modellen bemutattuk, hogy
szuboptimalis besugarzas és alacsony dozisu taxén kezelés a daganat attétképzo
képességének fokozodasaval jarhat. Marpedig ilyen koriilmények klinikailag igen
gyakoriak lehetnek a rosszul vaszkularizalt daganatokban, tehat az ilyen
modalitdsokat célszerli volna elézetesen kisérletesen tesztelni.

A fej-nyak daganatok progndzisara, terapias érzékenységiik jellemzésére pl6, pS3,
XPD, EGFR génpolimorfizmus, illetve a pl6 és p53 gének mutdcids analizisét
végeztiik el 152 tumoros szdvet minta, illetve 204 vérminta felhasznaldsaval.
Megallapitottuk, hogy p53 mutacid vizsgalata fej-nyak daganatokban eldre jelzi a
masodlagos daganatok ¢€s recidivak megjelenésének veszélyét. A fej-nyak daganatok



terapias érzékenységének prdikcidjara meghataroztuk a CisPt érzékenységben
szerepet jatszo6 XPD polimorfizmust, a hMLH1 gének metilacios statuszat, valamint
az EGFR expresszidt szabalyoz6 intronl polimorfizmust. Vizsgélataink lényeges
megallapitasa az, hogy a terapias érzékenységet szabdlyozo gén inaktivacio
gyakorisaga kiilonb6z6 anatoémiai lokalizdcidban megjelend daganattipusokban
egymastol eltérd. A CisPt érzékenységet szabalyozd XPD gén polimorfizmus a garat
daganatokban a legmagasabb, amely fokozott szerérzékenységgel tarsulhat. A tirozin
kinaz gatlokkal szembeni érzékenységet jelzd EGFR polimorfizmus a szajiiregi
daganatokban a legmagasabb, amely fokozott EGFR expressziot és fokozott
szerérzékenységet eredményezhet. Az altalunk végzett polimorfizmus vizsgalatok
hozzajarulhatnak a fej-nyak daganatos betegek individudlis terdpids tervének
kialakitdsahoz és ezaltal a betegek gyogyulési esélye javulhat.

Gyermekonkologiai program

A Konzorcium gyermekonkologiai programja keretében a leggyakoribb szolid
gyermekkori daganat a neuroblasztoma sziirésére megtorténtek az elsé szervezeti
1épések, az alkalmazandd vizelet-VMA kimutatasi modszer validdlasa. Bevezetésre
keriilt a neuroblasztéma molekularis prognosztikai markerének az N-myc onkogénnek
kvantitativ meghatdrozasara szolgalé modszer is. Klinikai kutatasok kimutattdk, hogy
a sporadikus gyermekkori nephroblastomas (Wilms tumor) esetekben onkogén HPV
expresszid van a tumorban jelen, ami az anyai HPV fert6zés epidemioldgiai szerepét
veti fel ezen daganatféleség esetében. A leggyakoribb gyermekkori malignus daganat
az akut limfoblasztos leukémia epidemioldgidjanak vonatkozasaban megallapitottuk,
hogy annak el6forduldsa a 90-es évek elejétdl lassan csokken. Ugyanakkor a hazai
gyermekkori ALL-ben a jO prognozisi hiperdiploid illetve t(12:21) génmarkeriiek
aranya a nemzetkozi értékekhez képest joval alacsonyabb (22,23). Bevezetésre kertilt
a gyermekkori ALL molekularis monitorozdsdnak modszere a WT1 gén periférias
vérben torténd meghatarozasa segitségével, mely alkalmas volt arra, hogy az esetleges
recidivdkat a klinikai recidiva észlelését megel6zden honapokkal elobb jelezze. Az
ALL lehetséges 1j prognosztikai faktorait vizsgadlva a CD44v6 varians
expresszidjanak potencialis prognosztikus szerepére mutattunk ra (17). A
gyermekkori leukémiak csontveldatiiltetéssel torténd kezelése soran gyakran kertil
alkalmazasra GCSF illetve GM-CSF citokin kezelés, melynek potencidlis
daganatstimulalé hatésaira a jelen kutatasi periodusban deriilt fény (1). Ugyanakkor
bemutattuk, hogy kiilonb6zé gyermekkori daganatokban az IFN-o kezelés kedvezd
eredménnyel jarhat.

A gyermekkori malignus tumorok kozott hazankban (is) az ALL 4all els6 és a
neuroblastoma a 2. helyen ezért a project ezek vizsgalatara koncentral. Az ALL-es
betegek gyogyulasi esélye hazankban az elmult 10 év analizise alapjan gyakorlatilag
azonos nyugat-Eurdpai tarsaikéhoz. Emiatt egyre nagyobb jelentdsége van a
minimalis rezidualis betegség vizsgalatanak, amiért molekularis moddszereket
vezettiink be, (kvantitativ PCR-t, és a FISH vizsgalatokat), amelyeket azonban széles
korben el kell terjeszteni. Hasonl6an nagy a jelentdsége a terapias érzékenység
predikcidjanak, aminek céljabol in vitro MTT tesztet dolgoztunk ki. Kimutattuk,
hogy az ALL ezen sajatossaga a klasszikus klinikai rizikocsoportba soroldssal nem
fiigg Ossze. Klinikai koriilmények kozott teszteltiik az IFNa és reténsav kiegészitd
kezelést leukémias ¢€s szolid tumoros gyermekekben. A biztatd eredmények alapjan
sz¢leskorii fazis-vizsgalatokat javasolunk. Preklinikai modellben sikerrel alkalmaztuk
a bcl2-antiszenz génterapiat leukémia kezelésére. A WT1 ALL marker szerepét
tovabb vizsgalva 4 0j, eddig még nem ismert splice variansat azonositottuk, amelyek



prognosztikus szerepére nézve pozitiv adatokat nyertiink. 174 neuroblastomas
gyermek vizeletmintdjanak VMA vizsgalata sordn kilenc esetben észleltiink magas
VMA/kreatinin aranyt, ami 5%-nak felel meg. A magas VMA/kreatinin aranyt az
alacsony kreatinin érték okozta, ami a vizeletgylijtés nem megfeleld voltabol adodott
(talzott folyadékbevitel a gyiijtés eldtt). Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy
neuroblastomara utald kérosan magas VMA indexet egyik minta sem mutatott. Ez
Osszhangban van a betegség alacsony incidencidjaval. A neuroblastoma incidenciajat
figyelembe véve 500 alatti esetszamnal még nem feltétleniil varhatd pozitiv eset.
Mégis hasznosnak itéljiik az elvégzett vizsgalatokat, mivel segitséget nyujtottak a
gyermekkori vizeletgyiijtés problémajat megolddo random vizeletbdl valdo mérési
technika kidolgozdsdban. Meghataroztuk a hazai egészséges gyermekpopulaciora a
VMA index referencia tartomanyat, amely kozel azonos a HPLC-s analizissel
kapottal. A 20%-ban eléforduld koros leletek megerdsitik a (kis)gyermekkori sziird
jellegli kvalitativ vizeletvizsgalatok jelentdségét. E vizsgalatok jelentOsen javitanak az
1-3 éves korosztalyban fellépd hugyuti fertézések, egyéb vesebetegségek és a diabetes
mellitus korai felismerését. Vizsgalataink szerint az N-myc génamplifikaciot mutato
neuroblastomas betegek tulélése valamivel kedvezdtlenebb volt mint azoké a
betegeké, amelyek tumoraban az N-myc nem volt amplifikalt. Azoknak a betegnek a
tulélése sokkal kedvezdbb volt, amelyek tumora egy sejtpopulaciobdl épiilt fel mint
azoké a betegeké, amelyeknek tumora két vagy tobb aneuploid sejtpopulaciot
tartalmazott, vagyis globalis genomidlis instabilitas allott fenn.

Agydaganatok

daganatok érzékenyitésére felhasznalhato GM-CSF-et kodold adenovirus vektor-
rendszer, melynek emberi agydaganat-sejtvonalakat fert6z6 képességét is igazoltuk in
vitro. Kiilonbozd kisérleti rendszerekben igazoltuk a génterapids eljards hatdsossagat.
A targetként szolgaldé emberi agydaganatok molekularis sajatossagainak megfeleléen
un. alternativ adenovirus-vektor-rendszert is kialakitottunk, amely az esetleges virus-
receptor hidnydban is képes a terapids gént a daganatsejtekbe bejuttatni. A fentiek
alapjan elkésziilt a klinikai fazis-1 vizsgalatok szakmai protokollja.

Ragcsald glioma sejtek 5-FU/Ganciklovir terapia érzékenyitését értik el a
daganatsejtek UPRT génbevitelével adenovirus vektor segitségével. A genetikai
modositas csak az SFU/sugarkezelés esetében volt hatasos. Egy masik vizsgalatban
azt tanulmanyoztuk, hogy a ragcsald glioma sejtek immunogenitasa fokozhatd-e un.
kostimulacios molekula (B7-1) forszirozott expressziojat végzO glioma sejtes
vakcinaval. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy heterotopikus kornyezetben (bor alatt)
az ilyen modositas/ daganat vakcinalds nem hatasos, mig megfelel6 alacsony dozisban
adagolva orthotopikus kornyezetben (agyban) pozitiv terapias valasz nyerhetd. A
program masik részében elkésziilt a részletes humén fazis I GMCSF génterapias
protokoll végleges valtozata.

Molekularis patologiai kutatasok

NHL betegek minimalis rezidualis betegségének kimutatasa egyre gyakoribb feladat a
sikeres kezelések eredményeként. Tobb mint 50 ilyen eset analizise azt mutatta, hogy
ezt a feladatot immunhisztokémiai moddszerekkel altalaban el lehet latni, az esetel
mintegy 10%-ban van sziikség a bcl2 vagy a IgH génatrendez6dés meghatarozasanak
felhasznalasara. A HPV daganatkeltd hatdsanak tisztazasara jelenleg tobb mint 800
minta vizsgalatat végeztiik el. Ebbdl kideriil, hogy a méhnyakrakok 65, a szajiiregi,
gége, nyeldcsd, cardia(gyomor)-daganatok egyharmada, mig a tiidérakok 16%-aban



mutathatdo ki HPV fert6zottség, amit elésorban molekuldris masodsorban
immunhisztokémiai modszerrel lehet igazolni. A HPV+ daganatok elsésorban
nemdohdnyzd/nem-alkoholizal6 ndékben gyakori koroki tényezd ¢és jellegzetes
szovettani tipussal kombindlodik. Végiil egy oOrokletes vastagbélrakban szenvedd
beteg felfedezése alapjan a csalad tobb mint 100 tagjanak vizsgalata tortént meg a
betegségre hajlamosit6 MMR gének analizisével. Kideriilt, hogy a csaladban a
hMLH1 gén inaktivacioja torténik egy Uj intron-mutdcidé kovetkeztében.
Klinikopatoldgiai vizsgélataink szerint a TTF1 transzkripcidés faktor expreszzidja
alkalmas a primer és attéti tiidorak elkiilonitésére (100-as minta). Hazai fiatal
tiidorédkos populédcion folytatott vizsgalat (90 beteg) arra hivta fel a figyelmet, hogy
ebben a populécioban, eddig még nem tisztdzott okbol, fokozottabb a veszélye a
haematogén szérodasnak. Tiidé adenocarcinomdk esetében pedig felhivtuk a
figyelmet az agyi attétképzo képesség akceleralt voltara.

A B sejtes Non-Hodgkin lymphomak diagnosztikaja szamara kidolgoztunk egy olcso
és gyors modszert a bcl-2 génatrendez6dés mennyiségi és mindségi analizisére,
valamint a molekularis relapsus elorejelzésére és a minimalis rezidualis betegség
kimutatésara csontvelében és nyirokcsomodban.

kapnak szerepet) vizsgalatdnak tanulsidga az, hogy az esetek felében abnormalis
EGFR mintazat észlelhetd azonban az esetek csak mintegy 10%-ban van erds
(fokozott) receptor expresszid és ezeknek is csak egy részében valtozik meg a
mintazat (daganatos forma). Ez utobbi jelenség arra utalhat, hogy amennyiben a
receptor protein expresszios szintje és mintidzata Osszefiigg a receptor fokozott
¢s/vagy aberrans funkciojaval, az esetek csak egy kis szazalékdban van ennek
morfoldgiai jele.

A daganatos progressziora vonatkozo kutatdsok soran tobb, a malignus melanéma
progressziojaban szerepet jatszo gént azonositottunk, mint amilyen az allbp3
integrin, a CD44v3 ¢és decorin proteoglikdnok, a 12-lipoxigendz enzim és egy 1j
kemokin receptor a gp78/AMFR. Ezek koziil a CD44v3 expresszionak egyértelmii
negativ prognosztikus értéke van. Terapids szempontbdl kisérleti rendszerekben az
allbb3 integrin ¢€s a sejtfelszini proteoglikanok hasznalhatok ki sikeresen a melanoma
progresszidjanak fékezésére, amit az anti-allbf3 antitest- (RheoPro) és a heparin
adagolasa igazolt. Kisérleti rendszerekben igazoltuk, hogy az extracellularis matrix-
kornyezet alapvetden befolyasolja kiilonbozé emberi daganatsejtféleségek biologiai
viselkedését (proliferacios képességét ¢€s invazivitdsat) valamint kemoterapias
szerekkel szembeni érzékenységét.

Kisérleti koriilmények kozott human fibrosarcoma sejtek alvo (dormant) allapotat
indukaltuk ECM jelenlétében. Ezek a sejtek laminin hatdsara csokkend mitogenicitdst
is motilitast mutatnak, mig ezzel ellentétes hatdsu a IV kollagén és a HSPG. Az ECM
jelenlétében kialakulé multicelluléris komplexek csokkent apoptosis-érzékenységliek.
Tovabbi vizsgélatok sordn a proliferacids készség és a kollagenaz expresszio/aktivitas
Osszefliggéseit vizsgaltuk és megallapitottuk hogy a ciklusbdl valé kilépés soran
fokozodik a MMP9 génexpresszié (€s az invazids hajlam). Ezen kapcsolatot 37
petefészekrak esetében is megvizsgaltuk. Kimutattuk a fibronektin fokozott
expressziojat agressziv tumorokban és a malignus daganatok MMP2/9 aktivalodasat
(de nem expresszidjat, ami a benignus tumorokban is jelen van).

Kisérletes vizsgalataink az emberi daganatsejtek mozgasanak, mint az attétképzés
kulcsfolyamatanak 1j mechanikajat irta le. Chip-vizsgalataink a daganatmozgas
jelatviteli palyajaban részt vevd gének sordnak fokozott expresszidjat igazolta.
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Erdaganatok esetében a WT1 gén diagnosztikus jelentdségét fedeztik fel, mig
melanoméban tobb un. valddi melanoma-specifikus gént azonositottunk chip-
technikdval (Cyclin E, ryanodinR2, sorcin, p107/RB-like). A progressziés markerek
terén melanoma esetében a VAP1 adhéziés molekula elvesztésének jelentdségét
tartuk fel és igazoltuk, hogy a melandémat infiltrdldo T sejtek aktivaltsagi allapotanak
van tulélést is jelentdsen befolydsold szerepe. Chip-vizsgalataink egyeldre arra
utalnak, hogy a melandma progresszioja (kisérleti rendszerekben) meglehetsen
individualis modon, (individualis génkészletekkel) valdosul meg, amelyek kozott csak
a B-endonexin és a glukokortikoid receptor-o szerepe tlinik univerzalisnak. Harom
szer esetében sikeriilt igazolni preklinikai modellekben specifikus anti-progresszios
hatast: az alacsony molsulyt heparin esetében, amely a daganat mozgasat és az
extravazacidt gatolja, a mdjban termelddd Osztrogén-metabolit, a 2ME esetében
apoptozis-indukald hatast (mindkét esetben human melandmaban), valamint az
erythropoetin-o. esetében radio-sensitizer és vaszkuldris perfuziot fokozé hatast
(laphédmrakban).

Korabbi vizsgalataink a human melandméakban un. illegitim thrombocyta-integrin
expressziot jeleztek. A gén szekvenciajanak analizise az extracellularis doménban
mutacidt jelzett, aminek kovetkezménye konstitutiv aktivalodas lehet és hasonlo
hatassal jart a human melanoma thrombocyta-integrin transzfekcioja is. A fokozott
integrin funkcié kovetkezményeként a daganatsejtek un. Angiogén fenotipusa
feler6sodott amiért szamos endotél-gén aktivizalodasa volt feleldssé tehetd. Ennek a
sajatos jelatviteli palydnak kulcseleme az un. B3 endonexin lehet. A melanoma
angiogén fenotipusanak valtozasaval Osszefiiggésben in vivo jobban nétt a tumor és
fokozddott a majattétképzés hatékonysdga is. Kordbbi genomikai vizsgalataink
alapjan sebészeti melanoma-mintakban sikerrel teszteltiik harom protein melanoma-
specifikus expresszidjat: CyclinEl, ryanodin receptor2 és cannabioid receptorl,
melyek hasznosithatok lennének a nevus/melanoma kérdések tisztazasakor.
Genomikai vizsgélataink sordn spontdn metasztazis modelljeinkben tobbszaz human
melanoma metasztazis-gént azonositottunk, és ettdl fiiggetleniil sikeriilt azonositani a
megfeleld un. Metasztatikus stroma-ujjlenyomatot is. Glottikus rdkok esetében is
sikerililt meghatarozni egy metasztazisgén-ujjlenyomatot, aminek érdekessége az volt,
hogy a kiilonb6zé anatémai lokalizdcidkban eltérének bizonyult. Fontos
megfigyelésiink, hogy a laryngeélis tumorok ebbdl a szempontbdl sokoldalubbak (17
gén) mint a hypopharyngealisok (4 gén).

Kiserleti terapiak

Kisérleti eredményeink szerint az 5-FU citotoxikus hatasat az EUdR-nal potencirozni
lehet. A gydgyszerkombinacid, a korabbiakban mar megallapitott TS ¢és DPD
expresszid gatlasa mellett  fokozta a daganatsejtek G2/M atmenetben valo
felhalmozddasat, a timidin beépiilését a DNS-be és az apoptdzis kialakuldsat valamint
a p53 expressziot.

A sejtszaporodast meghataroz6 onkogének €és tumorszupresszorgének kolcsonhatasait,
a daganatgatlas kulcsfontossagi molekularis célpontjait 41 ezer gént, illetve
génterméket tartalmazd cDNS-array (Agilent) felhasznaldsaval tanulmanyoztuk
daganatsejt-tenyészetekben. A sejteket antimetabolittal (Ribavirin) €s természetes
el6fordulast daganatellenes szerrel (IP6) kezeltik. Tobb, a daganatképzddés
szempontjabol meghatdrozéd szignalut eltéréseit, és a daganatgatlas kulcsfontossag
molekularis célpontjait azonositottuk.

Preklinikai vizsgdlatainkban tobb 1) megkdzelitést teszteltink a progreszio
megakadalyozasara. Az ektdpias thrombocyta integrin elleni antitest (PAC1) tirozin-
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kaszkad-blokkon keresztiil gatolja a melanoma proliferaciot és az attétképzést. Az
emberi melanémakban talalt Ca++-csatornak terapias célpontként hasznalhatok, mert
mind a ryanodin receptor blokkolok, mind pedig a klasszikus Ca-csatorna blokkolok
igen hatékonyak in vitro a sejtproliferacio-gatlas szempontjabol. Fény deriilt arra is,
hogy a human melanoma EGF receptora is szolgalhat targetként, mert tobb kindzgatlo
is képes proliferacidt €és migraciot blokkolni €és apoptosist eléidézni in vitro. Az ECM
gélbe torténd tumor migracié modellezésére bevezetett in vitro vizsgalati modszer a
daganat elleni gyogyszerkutatds wjabb lehetdségét tarta fel. Ezzel a modszerrel
egyidében allapithaté meg a teszt-vegyliletek sejtproliferaciora és migraciora irdnyulo
hatasa. Megallapitottuk, hogy viszonylag szelektiven a tumorsejt migraciot gatlo
borrelidin az ECM iranyitotta jelatvitelt és a fehérje szintézis szabalyozd rendszerét
modositja. Az erythropoetin kemoterapia-potencirozd hatdsat human colorectalis
carcinoma modellben is igazolni tudtuk.
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