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1. BEVEZETO

A rosszindulatl daganatos betegségek eléfordulasa vilagszerte né. Az EU-28-
ban 1990-hez viszonyitva masfélszeresére (Magyarorszagon majdnem kettd és
félszeresére!) nétt a daganatos eredetll halalozas. A betegek gydgyitasa soran
harom 6 lehetéség all rendelkezésiinkre, amely a sebészi eltavolitas és sugarazas
mellett a teljes test valamennyi sejtjét eléré (,szisztémas”) gyodgyszeres kezelést
tartalmazza. A szisztémas kezelés elénye, hogy a rejtve marado izolalt tumorsejtekre
is tud hatni.

A gyogyszeres kezelés legfontosabb gatja a rendelkezésre all6 szerekkel
szembeni rezisztencia. Altalanosan a rezisztenciat tdbb altipusra lehet osztani, mint
szerzett és eredendben meglevd rezisztencia vagy egy, vagy tobb gydgyszerrel
szembeni rezisztencia - ezen utObbit a szakirodalomban multidrog-rezisztencianak
(MDR) nevezzuk. A kombinacioban alkalmazott terapia fontossaga miatt az MDR
intenziv kutatasok targya. Szamos, a kialakulasahoz vezet§é mechanizmust
azonositottak, mint a gyégyszerek sejten bellli felhalmozédasat megakadalyozo
pumparendszerek (pld. MDR1 gén), a programozott sejthalal (apoptozis)
Gtvonalaiban résztvevd gének (pld. TP53) és a sejtciklus ellenérzé pontjainak
valtozasa. Egyes tumorokban ezek akar egyszerre, egymastol flggetlendl is
kialakulhatnak.

A gyoégyszerekkel szembeni érzékenység elérejelzése megfelelé biomarkerek
alkalmazasaval kulcsfontossagu lesz a jovében, mert a személyre szabott
gyoégyszeres terapia széleskor(i elterjedésének alapja lehet. Az NIH szerint
biomarkernek nevezink egy olyan jellemzét, amelynek objektiv mérése lehetéve
teszi, hogy egy normadlis bioldgiai folyamat vagy egy patoldgiai folyamat vagy egy
terapias célbol alkalmazott farmakoldgiai kezelésre adott valasz indikatoraként
alkalmazzuk. A ,személyre szabott tergpia” alkalmazasa soran a rendelkezésre allo
lehetésegek kozul az adott beteg szamara legmegfelelébb gyogyszert vagy kezelési
protokollt valasztjuk ki.

2. CELKITUZESEK

Vizsgalataink soran onkolégiai biomarkerek kutatasaval foglalkoztunk. Ezen
beltl harom fé célt tlztlnk ki, agymint:

2.1. a legjobb biomarker-jel6ltek azonositdsa trans  zkriptom szint  adatok
alkalmazaséaval in vitro kisérletekben

2.2. koradbban azonositott biomarkerek igazolasa tra  nszkriptomikus
adatok kereszt-elemzésével és klinikai mintakon val 0 teszteléssel

2.3. bioinformatikai eszktzok fejlesztése, amelyek a transzkriptomikus
adatok alkalmazéasat lehet 6évé teszik tovabbi biomarkerek vizsgalata
soran.
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3. MODSZEREK

In vitro kisérletek

A vizsgalatok soran rosszindulati daganatos sejtvonalakat hasznaltunk,
amelyekben SRB és Roche MTT (3-[4, 5-dimethylthiazolyl-2]-2, 5-diphenyltetrazolium
bromid) sejtproliferacidés kitek felhasznaldsaval mértik a sejtek vitalitasat. A
meéréseket altalanos ATCC vonalakon végeztik. Egyes kisérletek alapjat olyan, a
kutatocsoportunk tagjai altal korabban létrehozott leany-sejtvonalak adtak, amelyek
egy-egy kivalasztott gyogyszerrel szemben rezisztens derivatumait és a szuldi
sejtvonal kombinacidjat tartalmaztadk. Ezek k6zott a vonalak kozétt az EPG85-257P,
az EPP85-181P, a HT29, az MCF7, az MDA-MB-231 valamint a MeWo vonalak és
leany-vonalaik szerepeltek. A logaritmikus novekedés fazisaban dsszesen 107 sejthél
izolaltunk RNS-t Qiagen RNeasy kit segitségével. Az izolalt RNS minéségét LabChip
Bioanalyser-en ellenériztik.

Parhuzamos evollciés modellrendszer Iétrehozasa

Egy kisérletben az MDA-MB-231 és az MCF-7 sejtvonalakbdl rezisztens
leanyvonalakat fejlesztettiink, amelynek sordn a sziléi vonalakbdl 20-20 alvonalat
kulonitettink el, amelyeket a fejlesztés teljes ideje alatt elktlonitve kezeltink (tehat
O0sszesen 40 sejtvonalat). A rezisztenciat két gydégyszerrel, a doxorubicinnal és a
paclitaxellel szemben hoztuk létre a sejtvonalak hetente torténé kezelésével.

A kromoszomalis instabiliths mérésére hagyomanyos citogenetikai méréseket
végeztink, majd Shannon diverzitasi indexet szamoltunk a 3-as, 17-es és 21-es
kromoszémak variacidinak tiz metafazisban torténd szamitasaval. Aramlasos
citometria mérést végeztiink annak megallapitasara, hogy a PGP transzportrendszer
milyen mértékben valtozott meg az egyes sejtvonalakban, ennek soran a sejtszamot
a rhodamin intenzitashoz viszonyitva abrazoltuk.

Génelcsendesités

Az RNS alapu génelcsendesités (,RNA interference”) elvégzéséhez
szilkséges rovid oligonukelotid szakaszokat Applied Biosystems Silencer siRNA
Construction Kit felhnasznaldsaval készitettik. Az SiRNS kezeléshez a transzfekciot
Applied Biosystems SiPort NeoFX transzfekcios reagens felhasznalasaval, 230 ezer
sejten végeztik. Az siRNS hatasossagat RT-PCR alkalmazasaval igazoltuk, a PCR
meérésekhez a primereket a Primer3 programmal terveztik. A PSMB7 gén hatasat a
kemorezisztenciara siRNS és gyogyszeres kezelés kombinaciojaval vizsgaltuk.

Transzkriptomikus mérések

A transzkriptomikus adatokat Affymetrix HGU95 és HGU133A valamint sajat
tervezési, 43 ezer proba mérésére alkalmas gén chipek felhasznalasaval mértik
meg, amelyeket a berlini Charité Funkcionalis Genomikai K&zpontjaban, a Stanford-i
Egyetemen és a Semmelweis Egyetemen végeztink el. Egyes kivalasztott gének
expressziojat sajat készitésli RT-PCR-el, illetve TagMan kvantitativ géneszpresszios
meéréssel igazoltuk.



dc_718 13
Klinikai mintagy djtés

A Semmelweis Egyetem Uroldgiai Klinikajan 2005 és 2010 kodz6tt folytattunk
veserdk mintagydjtést, a Semmelweis Egyetem |. Négyogyaszati Klinikajan és az
Orszagos Onkologiai Intézetben pedig petefészekrak mintakat gydjtottink 2005 és
2008 kozott. A betegekbdl a mintagydjtés a gyogyszeres kezelés elétt tortént, ami a
sejtkulturas kisérletek soran végzett megkozelitéssel egyezett.

Bioinformatikai kiértékelések

A statisztikai szamitasok az R koérnyezetben (http://www.R-project.org)
torténtek, Biocondutor csomagok felhasznélasaval (http://www.bioconductor.org). Az
adatok normalizalasara a MAS5, az RMA és a VSN algoritmusokat hasznaltuk. A
tanulbhalmazban a jellemz6k kivalasztasara ,prediction analysis of microarrays”
(PAM), a ,signifcance analysis of microarrays” (SAM) és a ,rank products”
algoritmusokat hasznaltuk. Tulélési szamitasok esetén Cox regressziot szamoltunk
eés Kaplan-Meier talélési gorbéket készitettiink. Furtelemzést a Genesis program
felhasznaldsaval végeztink. Tovabbi elemzéseket a BRB ArrayTools
felhnasznalasaval végeztink. Az RT-PCR méréseket az SDS 2.0 program
hasznalataval értékeltik ki. Multivariancia elemzést Winstat 2007 alkalmazésaval
végeztink.

Adatbazis épités publikus transzkriptomikus adatokb ol

A PubMed GEO-ban és az EGA-ban keresést végeztink a ,tumortipus”, ,rak”,
,GPL96", ,GPL570” és a ,GPL571” kulcsszavak felhasznalasaval. A keresések soran
a tumortipus emlérak, petefészekrak és melanoma voltak. A rendszer tébb Affymetrix
platform egyesitését tartalmazta, mint a GPL96-os (HGU133A), a GPL570-es
(HGU133 Plus 2.0) és késébb a GPL571-es (HGU133A 2.0) gén chipek. Ezen
platformok tartalmaznak 22277 k6zos prébat, amelyekben az egyes gének mérésére
hasznalt probak szekvencidja egymassal teljesen megegyezik, ezért a hibridizacio
soran azonos érzékenyseéget és dinamikus tartomanyt varhatunk.

Online rendszerek fejlesztése

A rendszer harom részbdl all, agymint az adatok egy PostgreSQL
adatbazisban, a vildghalon keresztil elérhetd kezelbfelilet és az R statisztikai
kérnyezetet futtatd virtualis kiszolgald. Az R kérnyezetet futtatd virtualis kiszolgalora
(LR server”) azeért volt szikség, mert az R-ben elérhet6 konyvtarak (,libraries”)
biztositottak az eszkdzoket a statisztikai szamitasok elvégzésehez. Azonban az R
alapesetben 6nallé6 program, amelyet a felhasznal6 parancssorbdl tud kezelni. A
rendszerben a fizikalis kiszolgalon (,server gépen”) elinditott virtualis R kiszolgalo
megkapja az adatokat az adatbazis kezel6bdl, majd a szdmitasok elvégzése utan
visszaadja az eredményt. A Kkiszolgalé operacios rendszere Debian Linux
(www.debian.org), amely egy Apache webkiszolgalot (www.apache.org) futtat. Az R
és a PostgreSQL adatbazis kozott a kapcsolatot az RODBC csomag biztositja
(http://cran.r-project.org/package&equals;RODBC). A kezelbfellletet PHP-ban
készitettik el. Az online diagnosztikus rendszer honlapjat a Drupal (www.drupal.org)
tartalomkezel6 kdrnyezetben hoztuk Iétre.
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4. EREDMENYEK

4.1. A legjobb biomarker-jel6ltek azonositdsa genom  -szint i adatok
alkalmazaséaval invitro kisérletekben

4.1.1. Kemoterapias szerekkel szembeni rezisztencia -profil meghatarozasa
sejtvonalak vizsgalataval

Ezen elsd, transzkriptom szintl adatot is alkalmazo vizsgalatunk soran célunk
az volt, hogy az egyes tumortipusoktdl fliggetlendl tudjunk kemorezisztencia-
biomarkereket azonositani. Figyelembe véve, hogy az elképzelések alapjan a
tumorok altaldban hasonlo rezisztencia-mechanizmusokat alakithatnak ki, ezért arra
torekedtink, hogy nagyszamu sejtvonal egyideji vizsgalataval olyan markereket
azonositsunk, amelyek a rosszindulatu daganatos betegség tipuséatdl fuggetlenek. A
kutatds soran 0Osszesen 30 kilonbozé sejtvonal génexpresszidés mintazatanak
felhasznaldsaval 11 rékellenes gyogyszerrel szembeni rezisztenciagéneket
hataroztunk meg. Eredményeink alapjan:

e Sejtvonalak felhasznalasaval sikeresen tudtunk olyan géneket és
génexpresszids mintdzatokat azonositani, amelyek a gyogyszerekkel
szembeni rezisztenciat elére tudjék jelezni.

» Sikerult azonositanunk a gének egy olyan csoportjat (pld TRIM2, APOBEC3B,
BIRC2), amelyek tobb gyogyszerrel szembeni rezisztencidban is fontos
szereppel birhatnak.

« A DNS microarray technoldgia alkalmas arra, hogy az érzékenység és
rezisztencia transzkriptom szintli markereit azonositani tudjuk.

4.1.2. A kemorezisztencia génjei melanoma malignumb  an

Rendelkezésinkre allt egy szuléi melanoma sejtvonal (MeWo), valamint ennek
négy kiulénbdzé gyodgyszerrel szemben rezisztensse tett leanyvonalai. A vizsgalatok
soran a szul6i- és ledny-vonalak génexpresszios mintazatat hataroztuk meg, hogy
ezaltal olyan géneket azonositsunk, amelyek az egyes gyogyszerekkel szembeni
rezisztenciaval kapcsolatba hozhatéak. A kutatasunk eredményei alapjan a
kovetkezdket allapitottuk meg:

» Rezisztens és érzékeny sejtvonalpérok felhasznélasaval lehetséges volt olyan
géneket azonositani, amelyek kulonbozéképpen fejezédnek ki az egyes
vonalakban.

» Flrtelemzés segitségével az egyes vonalak kozotti hasonlésagot tudtuk
azonositani.

e Az irodalomban korabban leirt géneket (pld STK17A, CPNAS) sikeresen
tudtuk igazolni gén chip mérések felhasznaladsaval.
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4.1.3. Varhato tulélés el érejelzése sejtkultira-modellben azonositott gének
felhasznéalasaval

Kutatasaink soran a sejtkultiras modell rendszerben kemoterapiaval szemben
ellendllé és érzékeny sejtvonalak génexpressziés mintazatat hasonlitottuk 6ssze,
majd az azonositott mintazattal klinikai betegekben elérejelzést adtunk a varhato
terapias valaszt illetéen. Osszesen négy kilonbdz6 tumortipust vizsgaltunk
egyidejlleg, hogy az egyes szoOvettipusoktdl fuggetlenil csak a kemoterapias
valasszal kapcsolatba hozhatdé géneket tudjuk azonositani. Végezetll az adott

“ sz

modellrendszerink hatasossagat. Eredményeink alapjan:

* Rezisztens és érzékeny sejtvonal-parok felhasznalasaval két gyogyszerrel
(doxorubicin és paclitaxel) szemben azonositottuk a rezisztencia legfontosabb
geénjeit.

« Egy fluggetlen, 44 beteget tartalmazdé betegmintan alkalmazva a
génexpressziés mintazatuk alapjan Altalunk doxorubicin  kemoterapiara
erzekenyként osztalyozott betegek tulélése tobb mint 50%-al hosszabb volt,
mint a rezisztensként osztalyozott betegek tulélése.

» Vizsgalatunk igazolta az in vitro rendszerek hasznalhatosagat klinikailag is
alkalmazhato elérejelzd tesztek kifejlesztésére.
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1. &bra. Doxorubicin monoterapidaban részesult betegek tulélése gén chip adatok alapjan
rezisztensként és érzékenyként osztalyozott betegek kézott szignifikansan eltért (p=0,0334). Az
osztalyozas a rezisztens, illetve érzékeny sejtvonalakban mért génexpressziés mintazathoz valé

hasonléséag alapjan tértént.

4.1.4. Transzkriptomikus adatokkal meghatarozott g¢é  nek oki szerepének
igazolasa kisérletes korulmeények kozott

A kutatas soran els6szor gén chip technologia alkalmazasaval a doxorubicin-
rezisztenciaval kapcsolatba hozhaté proteaszéma-alegységeket azonositottuk. A
projekt masodik fazisdban ezen alegységek rezisztenciaban bet6ltott szerepét
kisérletes mddon igazoltuk, amelynek soran a PSMB7 gén elcsendesitésével
egyidejlleg alkalmazott gyogyszeres kezelés mellett mértiik az életben maradt sejtek
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aranyat. Végul 1592 betegben vizsgaltuk a génexpresszié és a tulélés kozotti
kapcsolatot. Célunk volt, hogy a rezisztencia egy olyan oki génjét azonositsuk, amely
akar gyogyszerekkel is befolydsolhato lehet, és ezaltal egy kombinalt kemoterapias
kezelés alapjat adhatja. A vizsgalat eredményei alapjan a kovetkezd
megallapitasokat tettik:

* A kezelés és a rezisztencia kdzotti genom-szint(i kilonbségeket felhasznalva
azonositottuk a proteaszoma fehériekomplex PSMB7 alegységét, mint a
doxorubicinnel szembeni rezisztencia egyik oki (,driver”) génjét.

* A vizsgalat soran igazoltuk, hogy a genom-szintii adatokkal azonositott
célgének kisérletes kortulmények kdzott is magas relevanciaval rendelkeznek.

* A nagy klinikai mintan is igazolt eredmények alapjan a rossz prognozissal
kapcsolatba hozhato PSMB7 gén egy igéretes terapias célpont lehet.

p=0,001
1.2 4

0.8 4

0.6 - I

relativ sejtvitalitas

MCF7 MCF7-Radr MCF7-Radr +
RMNAI

2. abra. A PSMB7 csendesitésének hatasa a sejtek relativ vitalitasara gyogyszeres kezelés

mellett a kezeletlen vonalakhoz viszonyitva doxorubicin kezelés soran. Az érzékeny sziléi

vonal (z6ld) nagymértékd pusztulast mutat, a rezisztens leany-vonal (MCF-7-RAdr, sarga)

vitaliths-csokkenése nem észlelhetd. Az elcsendesitett PSMB7 mellett a sejtek vitalitAsa az
érzékeny sziiléi vonalakéval volt azonos.

4.1.5. Parallel evolucios modell alkalmazasa a parh  uzamosan létrejév 6
kemorezisztencia modellezésére

A fenti vizsgalatok soran alkalmazott sejtkultiras modellek alapja az a
feltételezés, hogy a kisérletes korulmeények kozott tartott sejtek a vald vilaghoz
hasonlé rezisztenciamechanizmusokat fognak ,alkalmazni’. Ezen hasonlésag
vizsgélatara parhuzamosan hoztunk |étre rezisztens vonalakat, majd ezeket
egymassal hasonlitottuk 6ssze. Az eredményeink alapjan:

» A sejtvonalakban torténd parhuzamos kezelés révén sikeriilt 27 sejtvonalban
létrehoznunk a parhuzamos evolaci6 modelljét egy konkrét szelekcios
nyomassal szemben.

» Tobb, korabban mar leirt kulonféle mechanizmus aktivalédasat (pld TOP2A,
TUBBS3, ABCB1) tudtuk igazolni a rezisztencia létrejotte soran.
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* Minddssze 1-2 mechanizmus aktivalédasa mar elégséges volt ahhoz, hogy a
rezisztencia létrejojjon.

4.1.6. Célzott terapias szerekkel szembeni reziszte ncia és érzékenység
vizsgalata

Egy Ujabb vizsgalatban az egyes jelatviteli utak modulalasan keresztil hat6 6t
célzott terapias gyogyszerrel (lapatinib, erlotinib, sorafenib, sunitinib és gefitinib)
szembeni rezisztencia markereit azonositottuk 45 sejtvonal felhasznalasaval in vitro.
A legjobb sunitinib biomarker-jelolt géneket 39 fliggetlen klinikai mintan is igazoltuk.
Eredmeényeink alapjan:

* Az alkalmazott, sejtkultira és transzkriptom szint(i elemzések kombinaciojara
épuld megkozelités alkalmasnak bizonyult arra, hogy a célzott terapias
szerekkel szembeni relativ rezisztenciat elbrejelz6  biomarkereket
azonositsunk.

» Veserakos mintdkban igazoltuk a RAB17, az LGALS8 és az EpCAM gének
O0sszefluiggését a sunitinib-rezisztenciaval.

* A legtobb keresztrezisztenciaval dsszefiiggd gént a sunitinib-rezisztenciaval
kapcsolatba hozott génlista tartalmazta.

4.2. Kordbban azonositott biomarkerek igazolasa tra  nszkriptom
szint (i adatok keresztelemzésével és klinikai mintdkonval 6
teszteléssel

4.2.1. Korabbi kozleményekben a melanoma pathogenezisével kapcsolatba
hozott génlistak sszehasonlitasa

Az 4.1.2. részben mar bemutattuk, hogy sajat sejtkultira alapu vizsgélataink
soran tudtunk a melanoma kemorezisztencigjaval 6sszefiiggé géneket azonositani.
Kérdéskeént vetddik fel, hogy az irodalomban azonositott génexpressziés mintazatok
mennyire reprodukalhatdoak fliggetlen betegmintakban is. A vizsgalat soran az
elérhetd transzkriptomikus adatok alapjan azonositott biomarkereket hasonlitottuk
0ssze és a hozzajuk rendelhetd gén-ontoldgiai kategoriakat hataroztuk meg egy
keresztelemzés soran. A kutatas feltételezése volt, hogy nem sziikséges az alap-
adatokat minden esetben ismernink, elég a kutatdsok végeredmeényét elemezni.
Eredmeényeink alapjan:

* A melanoma génexpresszids mintazatok alapjan generalt geénlistak
kulénbozésége a tumorok nagyfoku heterogenitasat mutatja.

* A génexpresszidés mintdzatokat general6 experimentélis és Klinikai vizsgalatok
reprodukalhatbésaga alacsony.
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4.2.2. Korabbi kdzleményekben eml érak prognozisaval kapcsolatba hozott
geénlistak kereszt-elemzése nyers adatok Ujrafeldolg  ozésa utan

Az el6z6 fejezetben targyalt, altalunk végzett elsé kereszt-elemzési vizsgalat
egy jelentés gyengesége, hogy a nyers adatok hianydban az eredeti szerz6k altal
mar feldolgozott adatok alapjan készitett génlistakat hasonlitottuk egymassal 6ssze.
Ezutan eredeti kozlemények nyers adatait kombinaltuk és teljesen Gjra feldolgoztuk,
majd ebben az integralt adatbazisban ellenériztik az egyes gének és
géenexpresszids mintazatok valddi teljesitményét. Sajat eredményeink alapjan:

» Korabban kozolt adatok felhasznalasaval létrehoztunk egy integralt, klinikai és
génexpresszios adatokat tartalmaz6é adatbazist, amely a prognosztikus
biomarkerek kereszt-elemzéseét lehetdve teszi.

* Az irodalomban kdz6lt mintazatok tdbbsége nem volt képes a j6 €s rossz
progndzisu betegeket egymastdl elkiloniteni. Az altalunk szignifikansnak talalt
geénlistak (n=8) hatasossagat ekdzben egy fliggetlen platformon igazoltuk.

* Az adatbazis felhasznalasaval azonositott genek kozil kevesebb is elég egy
Uj osztalyozdba, ha a klinikai paramétereket is figyelembe vesszik.

* Nagyszamu redundans gén chipet kozdltek korabbi kozleményekben (n=641).

4.2.3. Petefészekrakok szOvettani altipusait meghat arozo6 és a varhato tulélést
elérejelz 6 gének azonositasa és igazolasa klinikai mintakban

A kovetkezd kutatasunk soran el6szor nagy in silico adatbazist épitettiink
transzkriptomikus adatokkal (n=829), amelyen a szovettani altipusokkal és a
tuléléssel 0Osszefiggd géneket azonositottuk. Ek6zben klinikai mintagydjtést
folytattunk a Semmelweis Egyetemen és az Orszagos Onkoldgiai Intézetben. A gén
chipek segitségével azonositott géneket 64 klinikai mintdban egy flggetlen
technolégia (RT-PCR) alkalmazasaval igazoltuk. Eredményeink alapjan:

* Az altalunk elvégzett kiértékelés soran azonositott, a tuléléssel legjobban
osszefiiggb gének a PGR (lasd abra), az OR2 és a TSPANS voltak.

o Az éltalunk gydjtott klinikai mintdkban RT-PCR alkalmazaséaval a gén chipeken
azonositott gének tébb mint 90%-4t sikeresen tudtuk igazolni.

* A korabban ko6zoélt génlistdk kozil nyolc volt képes a szdvettani altipus
elkilonitésére, de egy sem tudta a tulélést elére jelezni.
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3. dbra. Kaplan-Meier elemzés a PGR génre 64 petefészekrakos betegben. A gén expresszios
értékeinek medianja alapjan osztottuk két csoportra a betegeket. (1: magas, 0: alacsony
expressziot mutatdé mintak)

4.3. Bioinformatikai eszkdzok fejlesztése, amelyek a
transzkriptomikus adatok alkalmazasat lehet  6vé teszik tovabbi
biomarkerek vizsgéalata soran

4.3.1. Microarray adatok el 6feldolgozasa

A korabbi kutatasaink sordn a mérési adatokat gén chipek (mas néven
génexpresszids microarray-ek) felhasznalasaval generaltuk. A technoldgia
alkalmazasa soran az eredményt egy leolvasé (,scanner”) segitségével hataroztuk
meg, amely egy kép fajl form4jaban menti le a mért adatokat. Ezen képfajlban az
egyes képpontokat elhelyezkedés alapjan azonositja a program, hozzarendeli az
adott pozicioban elhelyezett prébahoz, majd a kapott intenzitasi értékeket egy
kovetkezd fajlban tarolja el. Az egyes génekre vonatkozd kifejez6dést ezen fajl
tovabbi feldolgozasaval tudjuk kiszamolni, amely folyamatot eléfeldolgozasnak (,pre-
processing”) nevezzik, mivel ezt még az egy kisérleten belll elvégzett tobb mérés
0sszehasonlitasa el6tt le kell futtatni. Figyelembe véve, hogy kutatasaink soran
egyrészt mi magunk is jelentds szadmua microarray mérést végeztiink, masrészt a
kulonboz6é vizsgalatok keresztelemzése, illetve a késébb targyalt tovabbi fejlesztések
el6feltétele az adatok dsszehasonlithatésaga, ezeért szilkséges volt az elérhetd kilenc
eléfeldolgozasi algoritmus részletes elemzése. Az algoritmusokat altalunk
sejtvonalakbdl és Klinikai mintdkbol készitett gén chip és RT-PCR adatok
0sszehasonlitdsa soran vizsgaltuk. Szamitasaink alapjan:

» alegjobban teljesit6 eléfeldolgozasi algoritmus a PLIER+16 volt, és
* alegelterjedtebb algoritmusok hasonléan jol teljesitettek.

A kereszt-elemzések és rendszerfejlesztések soran célunk volt az adatbazisok
folyamatos bévitése és tovabbfejlesztése, ezért a jol teljesitd algoritmusok kdzott a
MAS5-06t valasztottuk, amely egyetlen gén chipre is elvégezhetd.

10



dc_718 13

4.3.2. Online rendszer fejlesztése az eml 6rak prognozisat el 6rejelz 6
génexpresszid alapu biomarkerek tesztelésére

A kutatas soran a rendelkezéslnkre all6 gén chip adatokra épitve egy olyan
online elérhet6 rendszert fejlesztettiink ki, ahol 22277 gén expressziéjanak az egyes
betegekben mért szintje és a betegek varhato kidjuldas mentes és teljes tulélése
kozotti kapcsolatot lehet vizsgalni. A rendszerbe tbbb ezer beteget integraltunk,
amely lehetévé teszi, hogy egyes ritkabb alcsoportokban is megbizhat6 statisztikai
szamitast lehessen végezni. A program létrehozésa utan a korabban leirt biomarker
jeloltek kozial a legigéretesebbek vizsgalataval demonstraltuk a software
alkalmazhatésdgat.  Bioinformatikai  fejlesztéseink  alapjan a  kovetkezd
megallapitasokat tettik:

o Létrehoztunk egy, a vilaghalon  keresztil elérhet6  rendszert
(www.kmplot.com), amely lehetévé teszi a rendelkezésre &llé
transzkriptomikus adatok kereszt-elemzésével 22277 gén biomarker-
szerepének valds idében torténd vizsgalatat.

* A lekérdezé feluletet kiegészitettiik szlirékkel, amelyek alkalmazasaval az
elemzést egy-egy kivalasztott klinikai csoportban (pld 0Osztrogén-receptor
pozitiv és negativ betegek, lasd abra) is el lehet végezni.

* A rendszer felhasznalasaval elvégeztik a korabban leirt legfontosabb 11,
tuléléssel kapcsolatba hozott biomarker kereszt-elemzeését.

35000 -

OR negativ {immunhisztokémiaval) ORrR pozitiv
30000

25000 ﬂ}
hibas pozitiv
20000 (n=152) valédi pozitiv /

(n=1,438) //
15000 \ /
hibas negativ \//’

10000 -
valédi negativ (n=35) /

so00 +__("7267) | / p—
/
5000\ _ V.

~
@

MASS normalizalt génexpresszié

™~

-

145
193 |
241
289
337
385
433
481
529
577
625
673
721
769
817
865
913
961
1009

@
<

4. abra. A gén chip alapu és az immunhisztokémia alapu 0sztrogén statusz kapcsolata 1984 beteg
adatai alapjan. A vagopontként alkalmazott 500-as értéket az Y tengelyen nyil jeloli. Az chip alapi OR
statusz meghatarozas eredményét ezutan a 4.3.2. pontban leirt online rendszerbe szdréként épitettiik

be.

4.3.3. Avilaghaldn keresztll elérhet 6 kereszt-elemz 6 rendszer
tovabbfejlesztése tobbgénes osztalyozok és optimali zalt vagbpont szamitasara

Az el6z6 pontban emlitett Kaplan-Meier rajzoloé programot tovabbfejlesztettik,
hogy tobb gén egyideji mérésére alkalmas legyen és lehessen a vagoépontot
optimalizalni. A fejlesztés soran petefészekrak mintakat hasznaltunk fel, és a fentebb
leirt rendszerrel parhuzamosan létrehoztunk egy masodik elemzé oldalt. A rendszer
felhasznalasaval elvégeztiik 37, az irodalomban leirt biomarker kereszt-elemzését.
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5. abra. A adatbézis folyamatos névelésének és az Uj fejlesztéseknek kdszénhetéen a
Kaplan-Meier rajzol6 felhasznaltsaga folyamatosan novekedett az elmalt harom év folyaman. A
legutolsé mért hénapban (2013 majus) az egyedi latogaték szama a Google Analytics adatai alapjan
nagyobb volt, mint az elsé év folyaman dsszesen.

4.3.4. A vilaghalon keresztil elérhet 6 diagnosztikai rendszer fejlesztése

Az eddig bemutatott bioinformatikai szamitasok és fejlesztések soran a
biomarkerek azonositasa volt a cél. A biomarkerek alkalmazasara elvégzett
bioinformatikai projektiink soran egy, a vilaghalon keresztil elérhetd diagnosztikai
rendszert fejlesztettiink ki, amely a betegbdl eltavolitott tumorszdvet feldolgozésaval
készllt géen chipek segitségével direkt betegdiagnozis készitésére alkalmas. A
rendszerbe a harom legelterjedtebb vizsgalatot (6sztrogén receptor, HER2 statusz,
21 génes ,recurrence score”) épitettik be, majd nagy mintaszamon (n=2472)
ellendriztik a hatasossagot. Eredményeink alapjan:

* A betegek osztalyozasa gén chip mérések alapjan lehetséges és a korabbi
diagnosztikai tesztek hatdsossaganal jobb.

A létrehozott, a vilaghalon a www.recurrenceonline.com cimen elérhetd
rendszer rendkivil rovid elemzési idé mellett (10 perc) lényegében 100%-0s
reprodukalhatéségot kindl.

e TObb kilénb6zé diagnosztikai mérés kombinalasa egy rendszerbe
technikailag megvalosithato.
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6. dbra. Az egyes osztalyozok relativ teljesitményének 6sszehasonlitasa ROC elemzéssel. A varhaté
tulélést eldrejelzd osztalyozdk esetében az dtéves tllélésig bekdvetkezett eseményt hasznéltuk fel
végpontként.
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A SAJAT KUTATASI EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A

kutatasok els 6 f6 csoportjaban a legjobb biomarkerjelolteket

azonositottuk in vitro  kisérletekben transzkriptom szint @ adatok
alkalmazéasaval.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.5.

1.6.

Tizeneqgy kemoterapias szerrel szembeni rezisztencia-profilt hataroztunk meg
30 rosszindulatd daganatos sejtvonalban, majd gén chip adatok
felhnasznalasaval sikeresen tudtunk olyan géneket és génexpresszios
mintazatokat azonositani, amelyek a gyogyszerekkel szembeni rezisztenciat
elére tudjak jelezni. Azonositottunk 22 olyan gént, amelyek a multidrog-
rezisztenciaban is fontos szereppel birhatnak.

A kemorezisztencia génjeit melanoma malignumban rezisztens sejtvonal-
parok felhasznaldsaval azonositottuk. Firtelemzés segitségével az egyes
vonalak kozotti hasonlosagot tudtuk azonositani, valamint igazoltuk, hogy az
irodalomban korabban leirt géneket eredményesen lehet igazolni gén chip
meérések felhasznalasaval.

Rezisztens és érzékeny emlbréksejtvonal parok felhasznéldsaval két
gyogyszerrel szemben azonositottuk a rezisztencia legfontosabb génjeit. Egy
flggetlen betegmintan alkalmazva a génexpressziés mintazatuk alapjan
altalunk kemoterapiara erzékenyként osztalyozott, doxorubicin
monoterapiaval kezelt betegek tulélése tdbb mint 50%-al hosszabb volt, mint
a rezisztensként osztalyozott betegek tulélése.

A transzkriptomikus adatokkal azonositott proteaszéma fehérjekomplex eqyik
alegységének oki szerepét igazoltuk Kkisérletes korulmeények kozott RNS
interferencia_alkalmazasaval. A kezelés és a rezisztencia kozo6tti genom-
szintl kilonbségeket felhasznalva azonositottuk és klinikai mintakban is
igazoltuk a PSMB7 gént, mint a doxorubicinnel szembeni rezisztencia egyik
oki (,driver”) génjét.

A sejtvonalakban torténd parhuzamos doxorubicin €s paclitaxel kezelés révén
sikerdlt 1étrehoznunk a parhuzamos evolucié modelljét eqy konkrét szelekcids
nyomassal szemben. A 27 sejtvonalban tébb, korabban leirt mechanizmus
aktivalodasat tudtuk igazolni a rezisztencia létrejétte soran (pld TOP2A és
ABCB1) és bizonyitottuk, hogy minddssze 1-2 mechanizmus aktivalodasa
mar elégséges volt ahhoz, hogy a rezisztencia létrejojjon.

Ot _célzott terapids szerrel szembeni érzékenységet vizsgalatuk 45
sejtvonalban és a relativ rezisztenciat elérejelzé biomarkereket azonositottuk.
Veserakos mintakban igazoltuk az LGALS8, a RAB17 és az EPCAM gének
Osszefliggését a sunitinib-rezisztenciaval.
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2. A kovetkez 6 kutatdsok sordn a cél a korabban azonositott bioma  rkerek
igazolasa volt transzkriptom szint ( adatok keresztelemzésével és klinikali
mintakon valo teszteléssel.

2.1. A korabbi kézleményekben a melanoma pathogenezisével kapcsolatba hozott
génlistdak 0sszehasonlitasa 4&ltal igazoltuk nagyfokl heterogenitasat
géenexpresszios szinten.

2.2.Korabban kozolt emlérakos adatok felhasznalasaval |étrehoztunk eqgy
integralt, 1079 beteq klinikai és génexpresszids adatait tartalmazo adatbazist,
amely korabbi prognosztikus biomarkerek kereszt-elemzését lehetévé teszi.

2.3. Petefészekrakok szdvettani altipusait meghatarozé és a varhato tulélést
elérejelzd gének azonositdsara épitettiink fel adatbazist 829 betegminta
felhnasznalasaval. Az altalunk készitett gén chip adatbazis kiértékelésével
azonositott, a tuléléssel legjobban 6sszefiiggd gének a PGR, az OR2 és a
TSPANS voltak, amelyek szerepét 64 sajat betegben is igazoltuk.

3. Kutatdsaink harmadik f & csoportjaban expressziés gén chip adatok
feldolgozasét lehet 6vé tév 6 bioinformatikai rendszereket fejlesztettiink.

3.1.El6szér a gén chip adatok el6éfeldolgozasara elérhetd algoritmusokat
hasonlitottuk 6ssze. A legelterjedtebb algoritmusok (MAS5, PLIER, RMA)
hasonldan jél teljesitettek.

3.2.Létrehoztunk egy, a vildghalon keresztiil elérhetd rendszert, amely lehetévé
teszi 2977 emlérakos minta transzkriptomikus adatanak kereszt-elemzésével
22277 qgén biomarker-szerepének valds idében torténd vizsgalatat. A
rendszer felhasznalasaval elvégeztik a koradbban leirt 11 legfontosabb
biomarker kereszt-elemzését.

3.3.Ezt a rendszert elkészitettiik petefészekrak biomarker-jeldltek tesztelésére is.
A program felhasznélasaval elvégeztik 37, az irodalomban leirt biomarker
kereszt-elemzését.

3.4. A biomarkerek alkalmazasara elkészitettlink egy vilaghalén keresztil elérhetd
diagnosztikai rendszert, amely emlérakos betegek varhato tulélését tudja
elére jelezni, valamint 6sztrogén- és HER2 receptor statusz meghatarozasara
is alkalmas. A betegek osztalyozasa gén chip mérések alapjan a korabbi
diagnosztikai tesztekhez képest magasabb hatasossagot és
reprodukalhatésagot kinal.
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A leirt kutatasok soréan sokmindenkitdl kaptam tdmogatd kezet. Mivel ezeket nem
lehet rangsorolni, ezért idérendben szeretném attekinteni azokat a legfontosabb &lloméasokat,
amelyek nélkll ez a munka nem szilethetett volna meg.

Negyedéves hallgatdé koromban kezdetem TDK munkat végezni a Semmelweis
Egyetem |. Gyermekklinikdjan Véasérhelyi Barna vezetésével. Neki kdszondm, hogy a
tudomanyos kutatds rendszerével megismertetett, megtanitott tudomanyos kdzlemények és
eléadasok készitésére és elinditott kutatoi palyamon. A TDK munka soran egytt dolgoztam
tobb hallgatétarsammal, Kocsis Istvannal, Vannay Adammal, Toth Judittal és Fekete
Andreédval, akiknek készéndm az akkori és az azéta eltelt id6 alatt végzett kutatdsok soran
nyujtott segitségét.

Az egyetem elvégzése utdn PhD hallgaté lettem Szabd Andrds vezetése alatt. Neki
k6szonbm, hogy az experimentélis kutatds modszertanaval megismertetett, hogy a kulfoldi
egyuttmikodések fontossdgara €s a kutatas rendszerezettségének szukségességére
felhivta figyelmemet. Készondm PhD hallgato tarsaimnak, elsésorban Treszl Andrasnak és
Krikovszky Dérdnak a PhD soran végzett kutatadsokban nyujtott egyittmikodeést.

A PhD képzés utan a Berlini Charité Patoldgiai Intézetében kezdtem dolgozni
Osztondijasként. Koszondm mentoromnak, Reinhold Schéfer- nek, hogy a turelem és az
empétia fontossagara felhivta figyelmemet és megismertette velem a német kutatdsi
rendszer felépitését. Készondm ottani posztdoktor kollegadimnak, Violetta Serra -nak, Pawel
Surowiak- nak és Jan Budczies- nak az azota is tartd egyuttmikodest.

Visszatérve Magyarorszagra, Ujra a Semmelweis Egyetemen kezdtem dolgozni, és
azota is Tulassay Tivadar kutatécsoportjban vagyok. Neki koszoném, hogy lehetveé tette
a kutatasokat, hogy oOnzetlen tadmaszt nydqjtott kritikus pillanatokban, valamint a
megoldhatatlannak t(ind kérdésekhez adott tanacsait.

Az egyetemi kollegdk kozlul kdszondm az elmalt évek alatt nyujtott szakmai
egyuttmikodést Szasz Marcellnek, Timar J6zsefnek, Ras6 Erzsébetnek , Dinya Eleknek,
Haltrich Irénnek, Sz 6éke Dominikanak, Tulassay Zsoltnak, Kulka Janinanak, Nagy
Gyula Richérdnak, Rigd Janosnak, Molnar Bélanak  és Galamb Orsolyanak. Koszondém
az egyuttmikodés soran nyujtott munkat a Semmelweis Egyetemen kivili egyuttmikodd
hazai kutatasi parthereimnek, Pongor Sandornak, Szallasi Zoltannak, Pete Imrének, és
Liko Istvannak .

Kllén kdészondm PhD hallgatéimnak, Munkacsy Gyongyinek, Gy 6rffy Andrasnak,
Tegze Bdélintnak, Pénzvaltd Zsofianak és Mihdly Zsuzsanndnak a k6z6s munkat. Meg kell
emliteni azokat a gradudlis hallgatokat is, akik egyetemi diplomamunkdjukat készitették
témavezetésemmel: Lanczky Andrast, Benke Zsombort, Kokas Martont, Szt  upinszki
Zsofiat, Weltz Boglarkat, Tilesch Esztert, Vikor At tilat és Balazs Balintot.

Végul koszondm a kutatasokat anyagilag lehetévé tevd szervezetek tdmogatasat:
OTKA, Eurdpai Unio, Kutatdsi és Technoldgiai Innovd ciés Alap, ETT, Magyary
Oszt(‘jndl’j, Semmelweis Egyetem, Breast Cancer Resear ch Foundation, Fuss a
Rakkutatasért Alapitvany és az NFU.
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