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1. BEVEZETO

1.1. Rosszindulatu daganatos betegségekfelrdulasa és kezelése

A rosszindulatl daganatos betegségeloediulasa vilagszerte én Az EU-28-ban
1990-hez viszonyitva mara tobb mint masfélszerenétiea daganatos erediehalalozas.
Magyarorszag a legrosszabb ebben a sorban, natuallate az idszak alatt majdnem kétes

félszereséredtt a haldlozas.

Azonban nem csak a trend szempontjabdl vagyunkzréedyzetben, de egyes
tumortipusok tekintetében is. Az Eurdpai Unidbaférfiak k6zott Magyarorszag az élaz
0sszes rosszindulati daganatos betegseg, az sjakzagireg-, garat-, nysss-, gyomor-,
hasnyalmirigy-, gége-, tigdak és a leukémiak szempontjabdl, masodik a hedvarélés
harmadik a bélrendszer rosszindulatli betegségetddrdulasat tekintvet. Nok esetében
Kicsit jobb a helyzet, itt az 0sszesitett statigdian a masodik helyen allunk, &dsvagyunk
ajak és szajureg, garat, gége és a bélrendszezimdsktl betegségeiben, masodikak a
tudorak és Hodgkin-koér éfordulasaban és harmadikak a leukémiak terén. Bzedkivil

rossz statisztikak élordulas és mortalitas tekintetében nagyjabol meeeoek.

Az Uj esetek megoszlasa szempontjabol hazankbaggydkoribbak a tidak (~10
ezer eset/év), adbrdk (~11 ezer eset), a colorectalis rakok (~9 eset) és az edrak (~7
ezer eset). Haldlozast nézve adtidtk vezet (~7500 halaleset/év), masodik a cololiecta
(~4500 halal/év) és harmadik az émak (~2000 halaleset/é%)

A betegek gyodgyitasa soran harairéhetiseg all az orvosok rendelkezésére, amely a
sebészi eltavolitds és sugarazas mellett a tagsethatd (szisztémas) gyogyszeres kezelést
tartalmazza. A gyogyszeres kezelés legfontosablp géit rendelkezésre &ll6 szerekkel
szembeni rezisztencia. Altalanosan a rezisztetiitidit altipusra lehet osztani, mint szerzett és
eredenden meglev rezisztencia, vagy egy vagy tébb gydégyszerrel smsinrezisztencia -
ezen utobbit a szakirodalomban multidrog-reziszéerak (MDR) nevezzik. A
kombinacioban alkalmazott terapia fontossaga mnaatMDR intenziv kutatdsok targya, mar
szamos, a kialakulasahoz vezemechanizmust azonositottak. Ezek kozé tartoznak a
gyogyszerek sejten bellli felhalmoz6dasat megaladal pumparendszerek (pld. MDR1
gén), a programozott sejthalal (apoptozis) Utvdbala résztved gének (pld. TP53), a
sejtciklus elledrzépontjainak valtozasa, valamint szamos tovabbi mazhaus 3. Egyes
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tumorokban ezek akar egyszerre, egymastdl fluggetles kialakulhatnak. Klinikai
szempontbdl a gydégyszerekkel szembeni érzékenykggjedzése kulcsfontossagu lesz a

joévében, mert a személyre szabott gyogyszeres terapliesgot elterjedésének alapja lehet.

1.2. Biomarkerek a terapias valasz étejelzésére

Az NIH szerint biomarkernek neveziink egy olyan jellgihzamelynek objektiv
mérése lehétvé teszi, hogy egy normalis biologiai folyamat vagyy patoldgiai folyamat
vagy egy terapias célbdl alkalmazott farmakolédiazelésre adott valasz indikatoraként

alkalmazzuk.

A rosszindulati daganatos betegekben alkalmazhetinabkerek midségi vagy
mennyiségi alapu mérési technoldgiat felhasznalfy, eagy toébb gént vizsgald tesztet
foglalnak magukba. Ezek a terapias valasz, terapélkekhatasok vagy tulélésoetjelzésére
hasznalhatéak fel. Egy adott biomarker lehet ,npgfieses” vagy ,kisérletes” annak
fuggvényében, hogy milyen kdrilmények kozoétt azaottsk. Megfigyeléses biomarkereket
elsssorban klinikai vizsgalatok soran, mig a kisérle@emarkereket altaldban alapos

preklinikai vizsgalatok soran tudunk azonositani.

A Klinikailag is alkalmazott biomarkereknek tovabitdirom alcsoportjat kiloniti el az
amerikai Food and Drug Administration (FDA): a stltudomanyos kozvélemeény altal
elfogadott, klinikailag elterjedt tesztek jelenék ,ismert igazolt biomarkereket”. A beallitott,
igazolt teljesitmény biomarkerek az ,igazolt biomarkerek”. A szélesh&m nem hasznalt,
fuggetlen igazolassal meg nendgtett tesztek jelentik a ,valéstileg igazolt biomarkerek”
csoportjat.

Technologia szempontjabdl a biomarkerek rendkiakifedék lehetnek. A mélyebb
részletekben valo elmélyilés nélkil kiemeljuk aoffajiai diagnodzis soran alkalmazott
immunhisztokémia (OR), FISH (HER2) és szekvendl#AS) alapu teszteket. A
tovabbiakban a klinikailag legelterjedtebben allkatwtt két biomarkert részletesebben is

bemutatom.

! http://www.niehs.nih.gov/health/topics/sciencerharkers/
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1.2.1. Tamoxifen és az 6sztrogén receptor

Az anti-0sztrogén tamoxifen az é&lsélzott terapias szer, amelyet az &nnnor
kezelésére 6kzor 1977-ben hagytak joéva. Az 0Osztrogénnel veesenw receptor
kotohelyekért, és kédés utan ledllitta a sejtciklust a GO és Gl fazisbazaltal
megakadalyozva a sejtosztédast. Az adjuvansannadizaltt tamoxifen kezelés az éimik
visszatérésének esélyét csokkenti. Az USA-ban azZCNIQitmutatdék alapjan, illetve
Magyarorszagon is az elfogadott iranyelveknek mnlefffen a tamoxifen a korai és
elérehaladott endlrdk kezelésére pre- és poszt-menopauzalis betegeldggyarant
alkalmazhat6. A rosszindulati daganatos betege&lésan kivil az eritak kialakulasdnak
megebzésére is hasznalh&to

A tamoxifen kezelést azért lehet célzott terdpidnakezni, mivel a varhaté valaszt
elére lehet becsilni az 6sztrogén receptor (OR) kiégiése alapjan. Csak OR pozitiv
tumorok reagalnak az endokrin terapiara, ahol aelkszhatasara az éventesfetdulod
események aranya jelésen csokken (VH=0,62; p<lE-05), mikozben az OR tiega
rosszindulat(i daganatok egyaltalan nem reagalnak OR negativ rosszindulati daganatok
rezisztenciajat négy klinikai vizsgalat keresztetésével is igazoltaR. Meg kell azonban
jegyezniink, hogy az OR pozitiv betegeknek csakearémgal a hormonterapiafaTovabbi
nehézség, hogy bar az immunhisztokémia alapi ORhat@wzas Klinikai értéke jeléis,
azonban maga a meghatarozas jéekiilonbséget mutat az egyes laborok ko%ottz OR
stdtusz meghatarozasat jetesgn lehetne javitani az objektivebb és koénnyebben
reprodukalhaté microarray alapu technoldgiak alkelésaval (erre az értekezés dkds

részében részletesebben is visszatéf)ink

Az OR-hez hasonl6 hatasossagot lehet elérni, hakygy gént vizsgalunk, amelynek
kifejezodése az OR altal kdzvetlenil szabalyozott — a hegitebb ilyen gén a progeszteron
receptor (PGR). Az OR pozitiv rosszindulatil dagak&6%-a PGR-re is pozitiv, mikozben a
PGR pozitiv OR negativ rosszindulati daganatok esaksszes betegek 1-2%-at adjék
Jollehet a PGR statuszoed jelzi a terapias valaszt, azonban ezen 0Osszéstiggm
szignifikans, ha az OR statuszt is bevontak a téhbbxos elemzésbe Egy tanulmanyban,
ahol 155.175 enirakos 6 adatait 1990 és 2000 kozottbarakban vizsgaltak, az OR negativ
PGR pozitiv rosszindulatl daganatok aranyanak foatas cstkkenését figyelték meg — a

szerdk szerint ezen Osszefiiggést a diagnosztikai moelszavulasa eredményezhette

8



dc_718 13

Ezen ellentmonddsok miatt az Egyeslult Kiralysagber nem is ajanlott a PGR statusz
meghatarozasa  (National Institute  for  Health and ini€il Excellence:

http://www.nice.org.uk).

A tamoxifen egy dlanyag, amelyet a citorkdbm P450 két izoformaja, P2¥6 és a
CYP3A4 alakitanak at endoxifenné, amely az aktimfga. Egy nagy retrospektiv vizsgalat
rovidebb visszaesésmentes tulélést talalt azon gbldven, akik a CYP2D6 két
polimorfizmusat hordoztak?. Ezt azonban nem igazoltak kbbi vizsgalatok!®, és ezért a
jelenlegi NCCN és ASCO iranymutatasok nem ajangakCYP2D6 tesztelését az idealis

endokrin-terapias beallitasahtiz

Az OR 6nmagaban nem pozitiv biomarker: bar a hiarijejezsdés esetén terapias
valasz nem varhatd, azonban magas expresszio asetdak a betegek fele fog reagalni.
Jelenleg az onkolégiai betegek kezelésében léngegébak ilyen, ugynevezett ,negativ”
biomarkereket alkalmazunk klinikailag is.

1.2.2. Trastuzumab és a HER2 receptor

A biomarkerek legsikeresebb alkalmazasat egy mazgiktén az enjlak kezelésében
alkalmazott marker esetében dokumentéltak, amehty més, mint a HER2 gén. A HER2
magas kifeje@dése dlszOr rossz prognosztikai jel volt, azonban a HERhes terapia
megvaltoztatta a képet: ma egy HER2 pozitiv betafato tulélése hosszabb, mint a HER2
negativ betegek atlagos tulélése

A HER2, a HER, mas néven EGFR illetve ERBB csalgyiketagja. Osszesen négy
tirozin kinaz tartozik ide (HER1, HER2, HER3 és HERamelyekben kdz6s, hogy homo-
vagy heterodimerizacio utan egy konformacio vaksotaténik, amelynek révén masodlagos
jelatviteli molekulak aktivalédnak®. A HER jelfogok tartalmaznak egy sejten kiviili z&s
amely négy tovabbi részegyséfbegy sejtmembrant ativelrészlél és a sejt belsejében
elhelyezked tirozin kinaz résztl épil fel ¥’. Aktivacio ebfeltétele, hogy egy ligand
kapcsolddjon a dimerizacios részegységhez, amely @art) allapotban két sejten kivli
részegyseg kozott helyezkedik el. Azonban az edyER jelfogdk kozott jelerdtsebb
eltérések is vannak, a HER2 esetében példaul h{iten zart) allapotban van a dimerizaciés
részegység, a HER3 pedig nem tartalmaz tirozinzkigszegységet. A HER1 jelfogbhoz
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kotodik az EGF, az amphiregulin, a TGF alfa, a HERB@hoz kapcsolodik a betacellulin,
a heparin-kd EGF, illetve a HER3-at és a HER4-et is aktivaljzearegulin'®,

Bar még mindig nem tudjuk, hogy a HER2 jelfogénakitpsan mi a ligandj&, ez
azonban csak azt jelenti, hogy a liganddal verseggdgyszert egyére nem tudunk
kifejleszteni. Egy masik leh&tég a jelfogé dimerizacidéjanak megakadalyozasalyatnea
trastuzumab a IV. sejten kivili alegységhezéde gatol meg, ezéltal elnyomja a HER2
jelatvitelt és  stabilizdlla a jelfogét. Ennek erefitgeképpen ledllita a
RAS/RAF/MEK/MAPK utvonalat és a PI3K/PIP2/PIP3/AKTtvonalat, amelyeknek a
sejtosztodasban, a sejtciklus szabalyozasadbanpgrapnozott sejthalal elkerilésében van
kifejezett szerepik, valamint gatolja az érOjdorkégst és antitestfligg sejt alapu
citotoxicitast is indukaf®.

A trastuzumabot el&ént az entirak kezelésében vezették be, amelynek alapjaul egy
randomizalt, ©6sszesen 469 betegen végzett 3. famsiimany szolgalt. Ebben a
kemoterapiaval kombinalt trastuzumab kezelés majdharom honappal hosszabb kidjulas-
mentes és Ot honappal hosszabb teljes tulélésméraazett, 20%-al magasabb objektiv
terapias valasz mellett. A trastuzumab hatasossagat tovabbi vizsgalatolegebsitették??,
amelyek nyoman az 1998-asdéjévahagyas indikacidjat 2006-t6l korai émdkos betegekre

is kiterjesztették.

A trastuzumab hatdsa csak HER2 pozitiv betegekbe®angesil. Hasonléan a
tamoxifen-6sztrogén jelfogd parositashoz, a HERfgé is negativ biomarker, vagyis a
kezelésre nem reagald betegek elkilonitésére adlsalmA HER2 pozitivitast
immunhisztokémiaval, FISH-el vagy gén chippel leme¢ghatédrozni (ezen utdbbirdl a
késsbbiekben részletesen is fogunk szolni), a HER2tpitAs mértéke egyenesen aranyos a

trastuzumab kezelésre varhatd valasz mértékével.

Azon betegek kozott, akiknek az attétes betegsége2Hpozitiv volt, a trastuzumab
kezelésre varhat6 valasz csak 50% koriil aldkéks mar az etsévben a betegek 15%-aban
tovabbi attétek jelennek méfy A szerrel szembeni rezisztencia legfontosabb argzmusai
a HER2 kifeje#dés elvesztése, a tomorodott HER2 jelfogd megjskefréa PISK aktivald

mutacié megjelenésé és a PTEN gén funkcidjanak elveszt&se
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Meg kell emliteniink, hogy eiak mellett gyomorrak kezelése soran is jdisnt
sikereket értek el trastuzumab kezeléssel. A HERZ2itip, ebrehaladott gyomorrakos
betegek kezelése soran 446 beteget osztottak k@brtea, ahol az egyik csoport csak
kemoterapiat kapott, a masik csoport kemoterapiazptrastuzumab kombinalt kezelést. A
trastuzumab kezelést is kapd betegek teljes t@dld#sb mint négy hénappal hosszabb volt
(11,8 vs. 16 hénap¥. Ezen eredmények mutatjak, hogy a megselbmarkerek az adott
rosszindulati daganat tipusatdl fuggetlendl, léabeg a tumorsejtek molekularis jellemzése

altal univerzalisan bevethisk.

1.3. A szisztémas terapiaval szembeni rezisztencia

A szisztémas terapiaval szembeni rezisztenciagalata soran ebsorban in vitro
kisérletek alkalmazasa jon szoba, amelynek hateréalabbiakban 6sszefoglaljuk. Jelen
bevezed keretein tUlmutat a szisztémas kemoterapidval beain rezisztencia egyes
génjeinek részletes targyalasa, ezekre a 4. (emtrkE és az 5. (megbeszélés) fejezetben

fogunk kulon hivatkozni.

1.3.1. In vitro modellrendszerek

A rosszindulatl daganatos betegektéti kezelése soran az éeges feladat és cél a
tumoros szovet és sejtek eltavolitasa. Azonbanbetegységgel szemben ezen sejtek alépvet
tulajdonsaga, hogy korlatlan osztddasra képesekkriek a kombinacioja teszi letieé,
hogy el$dleges (,primer”) sejtvonalakat hozzunk létre egy-eltavolitott daganatbol. A
leghiresebb ilyen sejtvonal a HELA, és ma mar tébér hasonlo, kereskedelmi forgalomban

is kaphat6 vonal érh&el.

A betegeken végzett vizsgalatok egy igen komolpbf@mat tartalmaztak: a
vizsgalatok soran dsszehasonlitott kilordbtirmorszévetek kuldnbdzkord, eltéd klinikai
tineteket mutatd betegekbszarmaznak. Ezen betegek raadasul a legtobbeesetdm is
kaptak homogén kezelést, ami az egyes azonoséntkgés a klinikai paraméterek kozotti
kapcsolat feltarasat nagymértékben megnehezitejixanalak nem csak azt teszik lehet,
hogy olyan kisérleteket végezziink, amelyek egyéblkén emberben kivitelezhetetlenek
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lennének, de teljesen eltgmétt korilmeények kozott tudunk tébb kuldnidozonalat (vagy
egy vonalon belil tobb kezelést) egymassal 6ssealitani, és ezaltal leh&té valik az ezen

vizsgalt kérilménnyel 6sszefiggének felderitése a zavaro térglekizarasa mellett.

A kemoterapidval szembeni rezisztencia vizsgalagaran a sejtvonalak
felhasznalasaval lehietégiink nyilik arra, hogy olyan sejtvonalakat hokzlétre egy sz
(,parental”) vonal felhasznalasaval, amelyek eggptad#emoterapids szerrel szemben mar
érzéketlenné véltak. Az ilyen fejlesztések altathbaéhany honap - péar év alatt
véghezvihatk. A munka soran a sejtvonalakat olyan médiumbdnt&eani, amely az adott
hagyomanyos sejtproliferacios mérések segitsédéhelt dokumentalni, illetve meg lehet
hatérozni, hogy a rezisztens vonal a 8zubnalhoz viszonyitva hanyszoros rezisztenciat ért
el. Ezen vizsgélatok é&hye, hogy az ilyen vonalak egyéb tekintetben nagiékié
hasonlosagot mutatnak az eredeti &z®Monallal, ezért az egyes valtozasok a vizsgalt

kondiciora specifikus eltéréseket takarhatnak.

A sejtkultiras kisérletek hatranya azonban, hagy sejtvonal szikségszen csak
egy szovettipust tud képviselni. Ek6zben tudjukgyhegyazon kemoterapias szereket akar
egymastol teljesen kiulonb®zumortipusok esetén is alkalmazzak. A tumortidusiggetien

biomarkerek azonositasahoz ezért célstb kilonféle sejtvonal egyideyizsgalata.

Az értekezes kébbi részében ismertetett €s a bevézen is idézett vizsgalatok soran
is sejtkultara alapu kisérletek adtakimazitro kutatas alapjat. Ezek soran az éltgéejtvonalak
hasznalata lehé&té tette, hogy a rezisztencia szdvettipustdl filggebki tényedit lehessen
azonositani. Azonban az eredmények egy igen fok@siést vetnek fel: mennyire
reprodukalhaté a rezisztencia mechanizmusa egyetlejtvonalon belll? Mashogy
fogalmazva, ha a sejtvonalakat Ujra kezelnénk aattadyogyszerrel egy fuggetlen

kisérletben, akkor ugyanezek a mechanizmusok ékdénnének-e szignifikansak?

Ezen kérdés azért kulonésen fontos, mivel a bkbegeaz attétes tumorok kezelése
soran nagyon hasonlé kérdéssel kerulink szembéittéiek egy k6zo$shsl indulnak el,
valamint az alkalmazott terapia is azonos mindeggitében, hiszen a jelenleg rendelkezésre
allo technolégiakkal még nem lehetséges a betegatinkozd testrészein elhelyezkéd

elvaltozasok eltér kezelése. Ebben az esetben tehat szintén azoetek@as nyomas
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nehezedik ezekre a genetikailag nagymértékben hasejtpopulacidkra - vajon az egyes
sejtpopulaciok azonos rezisztencia-mechanizmudogatk-e beinditani?

Ennek a kérdésnek a vizsgalatara mar az irodalonwaalalunk példat. Példaul a

MET gatloészerekkel szembeni rezisztenciat vizsgatié@g harom gyomorrakos sejtvonalban
29 amely vizsgalat soran legalabb két kildrtbégarhuzamos mechanizmust tudtak
azonositani. A szebk azt is megfigyelték, hogy akér egyetlen sejtépds tobb, egymastol

eltés mechanizmust is beinditani a kemorezisztenciagsécéljabol. Hasonlé eredményekre
jutottak tovabbi vizsgalatok, ahol az EGFR gatloskkel szembeni rezisztenciat vizsgaltak
30.31 Ezekben a vizsgalatokban azonban az alkalmagjttosalak szama relative alacsony
volt, és nem vizsgaltak, hogy a szobagj@lternativ gyégyszerekkel szemben milyen médirték

keresztrezisztencia alakult ki.

Meg kell jegyezni, hogy a sejtkultara alapu remulek nem tudjak figyelembe venni a
tumor valamennyi jellemgét, mint példaul a korulotte elhelyezKedkotoszovetet, az
érujdonképédést és az immunrendszer szerepét, amely téky@amagukban is jeletsen
befolyasolhatjak a kemorezisztencia létrejottéEz azonban részben a sejtvonalas kisérletek
elénye is, hiszen homogén kisérleti kortilményeket kébb egy egyszébb modell
rendszerben létrehozni, ami egy célzott kérdés alagrolasat konnyebbé teszi.

1.3.2. Célzott terapiaval szembeni rezisztencia

Ma mar tudjuk, hogy az onkogének aktivaciojatol ovdliggés, az ugynevezett
,onkogén addikcié” a tumorok egyiké6fjellemzdje, amely a progresszié folyamatat
alapveben befolyasoljd@®. Ujabb kutatasok arra a meglejelenségre is felhivtak a figyelmet,
amely szerint az intenziv kezelésre adott valadzkesygjele® ,gyogyszer-addikcio” akar
felul is malhatja az ,onkogén-addikciét®. Ezen molekularis mechanizmusok megértéséhez a

célzott terapids szerekkel szembeni rezisztenzigealataval juthatunk kézelebb.

Mig a hagyomanyos kemoterapidk sordn az 6sszdaéddssejt pusztitasa a cél, a
célzott terapiak a tumoros sejtek egy-egy jellémenjét veszik célba. A legismertebb célzott
atvonal a RAS jelatvitel, amely ma mar nagyszamdgygzer tamadaspontja. Jéllehet egyes

betegek jol reagalnak a célzott terapias kezelésekronban az dsszes betegben nézve az
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ezen szerekkel szembeni rezisztencia még felll ijama hagyomanyos kemoterapias

szerekkel szembeni rezisztenciat.

A reverzibilis EGFR gatlészer erlotinibre és gaflire az eurdpai és észak-amerikai
lakossag kb 10%-a reag®l az EGFR és HER?2 ellenes lapatinibre a valasza2éfy®, a
RAF, VEGFR, PDGFR, FLT3 és C-KIT receptorokon hatrafenibre veseradkos betegek
10%-a reagalt’’. Az attétes veserakos betegek kezelésébeh \@salban alkalmazott
sunitinibra a betegek 31%-a readfalA célzott terapias szerekre dsszességében achelg
47%-a mutat objektiv valaszt®* A rezisztenciat ére lehet jelezni génmutaciok
vizsgélataval, mint &RAS*, PTEN“°, BRAF*, és aPIK3CA*" gének. Amennyiben a RAS
jelatvitel egyik alsdbb tagja aktivalt allapotbaany akkor a felébb gének gatlasat megcélzé
terapiaktél nem varhat6 hatasoséag®

Mutécion kivil azonban génexpresszids véltozasokddszefliggenek a varhatd
valasszal, amint a HER2 esetén azt mar az 1.2zefijen részletesen is ismertetettik.
Korabbi, egy-egy gyogyszerre koncentrald vizsg&laggnexpresszid alapu rezisztencia-
markereket azonositottak a multikinaz-gatlé dagatid, a gefitinib > és az erlotinib®

esetében.

Meg kell jegyezni, hogy a célzott terapiak esetébehagyomanyos kemoterapias
szerekkel szemben van egy tovabbi fontos kulonbaggalkalmazott molekulak &ltalaban
joval nagyobb méréek. Ez jelenisen befolyasolhatja a szerek farmakokinetikajat is.
Azonban a sejtkultiras korilmények adta lékégeket kihasznalva kutatasaink soran a
molekuléris mechanizmusok vizsgélata volt a cél.fakmakokinetikai kulonbségekkel
Osszefligd géneket illetve mutacidkat allatkisérletes vizatkal lehet a jodben

azonositani.

1.4. Transzkriptom szinti adatok

Az 1.2.1. és 1.2.2. fejezetekben bemutatott kagribsztikai folyamat esetében egy-
egy fehérje (gén) vizsgalatara van szikség. Ezkkliag konnyen kivitelezhéf azonban
alkalmazott kutatds soran az 0sszes géen kuloén aletsg a legtdobb esetben nem

megvaldsithaté. Ez nem csak a magas koltségekneuékaigényre vezethetvissza, de a
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vizsgélat targyat képézszovetekBl sem all a legtébb esetben olyan sok rendelkezésre
amennyi tobb tizezer parhuzamos, egymastél fugygetkrés elvégzését lefieé tenné.

Ezzel szemben viszont egy kutatd tipikusan arsgérdsi, hogy melyik gén az,
amelyik legjobban 6sszefligg a vizsgalt korallapdttazen kérdés megvalaszolasa genom-
szinti, vagyis az 6sszes gén egyidgjzsgalatat lehéve tew technoldgiak felhasznalasaval

lehetséges.

Genom-szint modszerek ma mar lényegében a sejtben jeled iatamennyi
molekularis szinten rendelkezésre allnak, mint aSDBHz RNS, a fehérje és a funkcionalis
(enzim)-szint mérések. Sajat vizsgalataink szempontjabdl itisszes mMRNS szint mérésére

alkalmas, masnéven transzkriptomikus gén chipaketem ki.

1.4.1. A DNS chip technologia

Az 1990-es évek végén a microarray technoldgia evégjérheivé tette, hogy
valamennyi gén kifejgdését egyidéjeg vizsgaljuk egy adott szovetben vagy

sejtpopulacidban.

A gén chipeket DNS chip-nek is szoktak neveznonadan ez nem arra utal, hogy a
DNS mérésére alkalmazzak, hanem az mRNS lesz asmeété DNS-sé étirva a reverz
transzkripcié folyaman, és az mRN&@-készilt DNS szintjét hatarozzak meg a chipekéa g
chipek a hibridizacié alapelvénikddnek. Ennek lényege, hogy a vizsgalando szekabozi
kapcsolodo ellenoldali DNS szekvenciat rogziterngk szilard hordozo fellleten, amelyhez a
vizsgélt nukleinsavak ezutdn komplementer mddon zékapcsolédnak. A leolvaséd
rendszerekben &ltalaban a hibridizaciéttglelolik (példaul fluoeszcensen vagy izotéppal) a
vizsgalando szoveth szarmazo nukleinsavakat. A jelolésre specifikugréasel nyert

jelintenzitas a mintaban jelen enukleinsav mennyiségével aranyos.

A gén chipek két d tipusa az egyféle és a kétféle jeldlést tartalmelzipeket
tartalmazza. Egyféle jeldlés esetén az adott mamgklen leé 0sszes gént lemérjik, és
ezeket egyméshoz viszonyitjuk. llyen példaul azyéuétrix cég altal gyartott gén chipek
miikodése, amelyek soran egy fotolitografianak nevefmdyamat hasznalataval egy fény

altali gerjesztés réven a rogzitett komplementeilasza hordozoéfellleten épitik fel. A
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mobdszer dinye, hogy rendkivil nagyidiséget lehet elérni, egy expresszios chip 1,3 millid
oligét tartalmaz egy 1x1 cm-es fellleten, egy SN pedig 7 millié oligdt tud mérni egy

1,3x1,3 cm-es felileten.

A kétsziri chipek esetében a mérés soran két kulohlbdmtat 6sszekevernek,
amelyek kozul az egyik a vizsgalandé minta, a m@sklig referencia-(kontroll)minta. A
kontrollminta lehet minden mérésben azonos, vaggigp@ mért mintahoz kapcsol6do,
példaul kezeletlen szovet. Ezutan a teljes kevendyganarra a gén chipre hibridizéljak, majd
a hibridizacié befejezésekor a leolvasas utan agalandd minta (szin) jelintenzitasat a

kontroll (mésik szin) jelintenzitasdhoz normalia&lj

A gén chip mérések a sziikséges gépek magas besizama miatt jellentien egy-egy
egyetemi kdzponti laborban torténnek. A kutatozaalt RNS-t bekildi, a kozponti laborban
elkészil a mérés és a kutatdo a mérési eredményeReROM-on kapja vissza. Sajat
vizsgélataink soran a gén chip méréseket a befharité Funkciondlis Genomikai

Kdzpontjaban, a Stanford-i Egyetemen és a Semmekgyetemen végeztik el.

A gén chipek elterjedt hasznalatara jellémhogy az NCBI Gene Expression
Omnibus lerakataban (http://www.ncbi.nim.nih.gowge jelenleg 11500 kulonbéz
platformot regisztraltak, amelyek felhasznalds&ab ezer gén chip mérés nyers adatai
érhetek el. Bar léteznek tovabbi array lerakatok is, tnpgldaul az European Genome-
phenome Archive (https://www.ebi.ac.uk/ega/), amnka GEO az egyetlen olyan, ahol

korlatozas nélkil lehetséges az adatok letoltése.

A GEO-n az eddig k6zdlt platformok kdzul a tizeéigrjedtebb platformbdl nyolcat az
Affymetrix cég készitett, és kéttaz lllumina. A legelterjedtebb kétplatform az Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Array és az Affymetrixmtdn Genome U133A Array,
ezekkel egyitt eddig 110 ezer mintat mértek le.afrtadik helyezett a szintén Affymetrix
altal készitett Mouse Genome 430 2.0 Array (33 emarta) €s a negyedik az lllumina
HumanHT-12 V3.0 expression beadchip. Vizsgalatasdran meég felhasznaltuk az
Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array chipet &nelyldl 6sszesen 9 ezer minta all

rendelkezésre.
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1.4.2. A DNS chipek alkalmazasai

A 2000-es évek elején jelentek meg ad elyan kdzlemények, amelyek keretében a
transzkriptom szirit mérésekre alkalmas DNS chipekebszlbr alkalmaztak klinikai ém
vitro kisérletek soran tudomanyos kérdések megvalasezaléss Mar jelerdts szamu
vizsgélat igazolta, hogy gén chipek segitségévatikdi mintdkat is hatasosan lehet
osztalyozni. A méra mar klasszikusnak szamité aleggkban Sorlie és munkatérsai klinikai

altipusokat tudtak génexpresszidés mintazatok atagljilonitenis,

A korébbi és az aktudlis klinikai Utmutatok is dtve teszik tobb kilonféle terapia
alkalmazasat ugyanazon tumortipus (klinikai paraned esetén. Mashogy fogalmazva ez
azt jelenti, hogy nem tudjuk @ megmondani, hogy egy adott betegbeis I®sszindulatu
sejtek fognak-e reagalni az adott kezelési protakolezért a beteget ke#ebnkolégus
dontése lesz a gydgyszerkivalasztas alapja.

Sajat kutatasaink szempontjabdl itt meg kell emilitlkk azokat a korabbi
vizsgélatokat, ahol ramutattak, hogy akar sejtvakiadl >+ 55 akar tumorszovetekb °¢ 57
lehetséges tobb olyan, egymastol élt@enexpressziés mintazatot azonositani, amelyek
képesek a rosszindulati daganatos betegség kepiataréadott valaszat &k jelezni.
Azonban ebben az dben a vizsgélatok soran jellefen nem ,prediktiv’ médon magéat a
gyogyszeres valaszt, hanem a talélést, mint ,pregiikai” markert vizsgaltak®t® Ezek
mellett voltak olyan vizsgalatok is, ahol egy-egdktfpusban vizsgéaltak a gyogyszeres
valaszt, pld nyélcss % és colon rosszindulati betegségeilfénEgy masik vizsgalatban
emibrakos betegek prognoézisat tudtaksrel jelezni®. A primer tumor felhasznalasaval
lehetséges tulélést és docetaxellel szemben varhatd érzékeny$égétre jelezni.

Ezen vizsgalatok mar felvetették annak lékégét is, hogy gén chipek
felhasznalasaval diagnosztikai eszkozoket fejledsziki, amelyeket kozvetlendl
betegdiagndzis folyaman is fel lehet hasznalnildayegében mara mar realitassa valt, amit

az utolso fejezetben részletesen is ki fogunkriejte

1.5. Transzkriptomikus adatok rosszindulatll daganabs betegségekben

Az alabbiakban az el a melanoma és a petefészek rosszindulatl betsbeeég

kapcsolédo transzkriptomikus vizsgalatokat rovidétekintjik. A tobbi daganatos betegség
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elemzéséll eltekintiink, mivel eddigi sajat vizsgalataink &orcsak ezen harom szerv

vizsgélatara szoritkoztunk.

1.5.1. Multigénes vizsgalatok az erlrosszindulatl betegségeiben

A nagy klinikai relevancia miatt az eénhz egyik legjobban vizsgalt tumortipus, é€s az
elss transzkriptomikus adatokat is az émiosszindulati betegségeinek vizsgalata soran

generaltak.

Az embrak vizsgalatara szamos tobbgénes prognosztikaiprésliktiv tesztet
fejlesztettek ki, mint az RT-PCR alapi Oncotype EPX Theros Breast Cancer Indé€%
Breast bioclassifie?®, Celera metastatic scof® 8-génes pontrendsZeés a gén chip alapu
Mammaprint®8, MapQuant Dx’?, BLN teszt’?, Invasive Gene Signaturé és a Wound
Response Indicatdf, valamint a FISH alapt eXagen te§zés az IHC alapi Mammostrat
Ezeket a késhb részletesen is bemutatott keresztelemzésiink sotészteltiiK’. Ezek koziil
az Oncotype DX volt a legsikeresebb, tobb mint 20€r eladott teszttel.

A nyirokcsomO-negativ, 6sztrogén receptor pozitimorokra kifejlesztett Oncotype
DX teszt 21 gén kifejeédését hatarozza meg, amelyek kozil 5 haztartasiAyéeszthez a
mintakat egy kozponti laboratériumba kell eljutiatahol az izolalast, a mérést és a
kiértékelést végzik. Maga a teszt egy matematikpieeletet hasznal fel az Ugynevezett
Jrecurrence score” kiszamitaséty amellyel a varhat6 kiGjulas mentesstiartam hosszét
lehet meghatarozn®. A varhatéan hamar visszaiétumorok esetében az egyébként csak
opciondlis kemoterapia alkalmazasaval lehet javitnbeteg kilatasain’®. Kuilonbos
elemzések szerint a teszt a klinikai dontéshoza&i44%-ban befolyasolj® 8. Azonban

mind a mai napig nem készlt se figgetlen igazekseprodukalhatdsagi vizsgalat.

Meg kell azonban azt is jegyeznink, hogy a muitge prognosztikai tesztek
kifejlesztésének alapjat ado &lganszkriptomikus vizsgélatokat szadmtalan kritée. Az
egyik kritikus pont, hogy a tanulmanyok nagy szaamba tanulohalmaz atfedett a
teszthalmazzaf? Tovabbi gyenge pont a statisztikai elemzések neéayeinek tulzott
optimista becslése az algoritmusok tUloptimalizélasatt 8. Nagyszama gén vizsgéalata a
betegek egy kis csoportjaban a véletlen miatt skgmsként osztalyozott mintazatok szamat
nagymértékben novelhef2. Amikor véletlenszdien generalt génlistdk hatasossagaval
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hasonlitottak 6ssze génexpresszios mintdzatok&pr akét mintdzatbol 5 nem teljesitett
jobban, mint a random gének csopoffja

Ekozben lassan az is evidencia lett, hogy a nagywotitaszamu vizsgalatok
megbizhatébb eredményt adnak, a statisztikai méelszel tortéi tuloptimalizalast a
modszerek a priori kivalasztasaval meg kalkzel és hogy a legjobb igazolas csak flggetlen

beteganyag felhasznalasaval lehetséges.

1.5.1. Multigénes vizsgéalatok a melanoma patogensében

A melanoma malignum az egyik legveszélyesebb tupust Bar az esetek abszolut
tobbségében az elvéltozast koran felismerik édit@tngyogyitdé eredménnyel zarul, azonban
azokban az esetekben, amikor attét alakul ki, g@mimis nagyon rossz. Az atlagos tulélés
minddssze 6-9 honadP, az otéves talélés pedig 5% alatt YamA betegség soran alkalmazott
kemoterapias kezelések hatasossaga elhanyagothaf)0-es evek soran legelterjedtebben
alkalmazott dacarbazine terapiara a betegeknekegpakninimalisan kicsi ardnya ad hosszan

tartd valaszt’.

A tumorok genezisét alkotott atfogd hipotéziseR alapjan a halmozédéd genetikai
hibak vezetnek a melanoma kialakulasahoz is. Améenya kialakulas soran sertilt, aktivalt
vagy egyéb moédon valtozott génekhez kapcsolodonateat fel tudjuk deriteni, akkor
nemcsak a melanoma létrejottét érthetjik meg jopthamlyan géneket is azonositani tudunk,
amelyek kédbb terapias célpontok lehetnek. A 2000-es évekémrlenar kdzoltek olyan
transzkriptomikus adatot alkalmaz6 tanulmanyt, aboleljes genom vizsgalata alapjan
azonositott gének olyan csoportjat irtak le, amelyg@ melanoma pathogenezisével

kapcsolatba hozhat6&k

Itt roviden meg kell emlitenink az 1999 6ta el&hgén-ontologiai projektet,
amelynek célja, hogy a géneket, a funkciokat ééreel altal szabalyozott folyamatokat egy
olyan standardizalt rendszerbe illesszik be, amiegyes organizmusok és adatbazisok
0sszehasonlithatosagat lehwet teszi. A projekt soran valamennyi génhez horwfekk a
kulcsszavak egy csoportjat, amelyek az adott ggllemzoek. A gén-ontologiai rendszer

harom szintet tartalmaz, amelyek a bioldgiai ésefkualfris funkcid, valamint a sejten beldli
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elhelyezkedést tartalmazzak. Vizsgalatainknal aanm@ha transzkriptomikus adatainak
elemzése sorén a gén-ontoldgiai projekt osztalyiagelhasznaltuk.

1.5.3. Multigénes vizsgalatok a petefészek rosszindtu betegségeiben

A négyogyaszati tumorok kozoétt a leggyakoribb halalgbetefészekrak, amelyben az
oteves teljes tulélés minddssze 10-30% kdzott moxqeetefészekrak klinikai kezelése soran
az elmult évtizedek alatt mas tumortipusokhoz hi@sanminimalis ebrelépés tértent. Ennek
egyik oka lehet a petefészekrakok nagyfoku hetevitdga, amely Klinikailag a kilénb&z
grade és szoOvettani altipusok képében jelenik reegk a progresszié és a tergpiara adott
valasz szempontjabdl jeléist kilonbségeket mutatnak: a magas giademorok gyorsan
nének, de érzékenyek kemoterapiara, mig az alacsoayegi tumorok lassan dnek és
kemorezisztensek. Klinikailag a magas agresszivisagerozus altipus a legjelésebb, mivel
a tumorok 80%-a ebbe a csoportba kerul. Ezek arnkrjobban reagalnak a platina- és taxan
alapu kemotergpiakra.

Ek6zben a petefészekrakok dbmbbbsége klonalis sejtproliferacio jelleéitzmutatja,
vagyis az egyes genetikai valtozasok egyetleneeijttrtént mutaciora vezetbiek vissza®.
Ez a klonaliths a tumorke&dsejt jellemsi alapjan az egyes altipusok kozotti molekularis
kilonboség alapjat is adhatja. Ezen kulondgig a gén chip vizsgalatok utan elvégzett
furtelemzés soran azt eredményezi, hogy az egygmisdtk egymas mellé keriilnék %2

Tobb korabbi kodzleményben felvetették, hogy a féstek rosszindulatu
betegségeinek gén chip alapu teljes transzkriptoénioiiéo elemzésével lehet molekularis
biomarkereket azonositani. Ezekben a petefészazinmBilati daganatainak |étrejottévé
113 szpvettani altipusaivaP 102 114 115 &g g terapias valassZaf1?2 6sszefiigy, valamint
prognodzist és progresszidmijelzs 194 107 123-1245phhgénes mintazatokat irtak le. A fenti
genomikus, illetve tobbgénes biomarkeret azonosirggalatok & gyengesége, hogy a
tanul6bhalmaz létrehozasahoz felhasznalt mintdk azatacsony volt, illetve a fliggetlen
igazolds hianyzott. Egy sajdfelen értekezésben kilon nem részletezét§gélatunkban
Affymetrix gén chipek felhasznalasaval mi magunk agonositottunk prognosztikus
génexpresszids mintazatot 120 petefészekrakos mliemazése soran, amelyet egy fliggetlen

beteganyagon is igazolni tudtuti€
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A széles kdr vizsgélatok ellenére tovabbra sem Aéllnak rendékiakre az
emibrdkhoz hasonléan alkalmazhatéo biomarkerek, melyekie szisztémas kezelést
optimalizalni lehetne. A progresszié figyelésére RF2A jovahagyta a CA125 és a HE4
géneket. Szamos tovabbi gént javasoltak, mint #2131 a bax!®? 133 a hTERT!® a
survivin 135, a VEGFR®®, a p5313": 138 g Kkallikrein 63° és 10'°, az IL-64%, a p27t421%5 a
cyclin D1 129 146 D3 147 ¢g E148-151 3 Bcl-xL 1°2 a clAP %3 és az ERBB1* %% Ezekre
azonban nincsenek egyeértéavaslatok és klinikai iranymutatasok, ezeért ségkéesz a

biomarker-jel6ltek tovabbi vizsgalatara.

Osszességében elmondhato, hogy a petefészeknagsitii daganatai esetén egyrészt
a klinikai paraméterek illetve a molekularis tekzédapjan készilt osztalyozék hatdsossaga
rendkivil alacsony, masrészt az alkalmazott tekapintén alkalmatlanok a legtdbb beteg
életkilatasanak tartds javitasara. Ezért tovabbr&lilonosen nagy szikség van az egyes

biomarker-jel6ltek fliggetlen igazolasara.

1.6. Bioinformatika és biomarkerek

1.6.1. Onkoldgiai bioinformatika a vilaghalon

Ma mar az onkolégus, patologus illetve egyéb egEgrgyi szakemberek
diagnosztikai és terapias dontéseit az interneteresktil elvégzett tesztekkel is lehet
tamogatni. Tipikus példa ezekre a tesztekre a ggiislok esetében a digitalizalt szovettani
metszetek szoftveres elemzése, valamint ezen Képek vizsgalata egy masodik patolégus

altal.

Az onkologiaban alkalmazott egyik &lonline elérhet prognosztikai rendszer az
»Adjuvant! Online” (http://www.adjuvantonline.comamely a kiegészitgyogyszeres terapia
(kemoterapia, hormonterapia vagy a &etbmbinacioja) varhaté rizikéit és delyeit tudja
megbecsiilni enjrakos betegekbét. A rendszer célja, hogy megbecsiilie a szisztémas
kezelés elmaradasa esetén a negativ kimenetebjégikvagyis a rosszindulati daganatos
betegséggel 6sszefitggnortalitast vagy kidjulast; ezen rizikd varhat@kisenését az adott
terpia alkalmazasa mellett és a kezelés mellékhiat#k kockazatat. A klinikailag is igazolt
157 Adjuvant!Online a beteg klinikai jellenit hasznalja fel, mint a kor, a tumor mérete,

nyirokcsomok érintettsége, szovettani grade stlreddszer alapja, hogy a vizsgalt beteg
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Klinikai paramétereit 6sszehasonlita a SEER-benmt magyszamu kezelt és kezeletlen
beteggel és ezen adatok alapjan lényegében eggneipidgiai 6sszehasonlitd vizsgalatot
végez. A SEER (,Surveillance, Epidemiology and Resbults”) az USA Nemzeti Rakkutato

Intézete altal életre hivott program, ahol az USkoksaganak 28%-at folyamatosan kovetik,
és valamennyi Kklinikai, demografiai, kezelési, mbtasi stb. adatot egy kozponti

adatbazisban tarolnak. Az online eléthéhttp://seer.cancer.gov/) adatbazis léhétteszi,

hogy az USA-ra vonatkozo részletes epidemioldgigalatokat végezzenék

1.6.2. DNS chipek alkalmazaséanak lehétégei

A molekularis technolégiak féjtiése mara leh&te tette, hogy ne csak klinikai
paraméterek legyenek biomarkerek, hanem génexpiegagy szekvencia alapu tesztek is
bekerililhessenek a klinikai gyakorlatba. Erre kongédda a bevezében részletesen elemzett
Osztrogén receptor és a HER2 receptor. Az irodatmmbddig szamos tovabbi gént
azonositottak, amelyek szintén szoba jonnek, mikbldgiai biomarkerek®®, Kérdés, hogy

ezeket milyen technoldgia segitségével lehet magbati?

DNS chipeket, PCR-t és tobb tovabbi technologiémes 6sszehasonlitdé vizsgalat
igazolta, hogy a gén chipek altal mért génexpréssmgbizhato és reprodukalhatd 160
Technikailag a gén chipek valamennyi gén kiféfgsét tartalmazzak, ami felveti, hogy
alkalmazasukkal olyan teszteket is végezziink, aekedyeredetileg nem is tervezték az adott
eszkozt. Ide tartoznak azon mérések is, amelyekberttbb, hanem csak 1-1 gén vizsgalatat
tervezték, mint a jelenleg legelterjedtebb 6sztnogéceptor és HER2 receptor szintjének

mérése.

Ezen tesztek soran kérdésként merul fel, hogy enilyagépont alkalmazéasaval
valasszuk szét a betegeket két (vagy tobb) csopoB#r az irodalomban a legtobb esetben a
median (illetve alsoO/fets negyed és harmad) alapjan osztjak a betegeketdagortba,
azonban nincsen olyan protokoll, ami egyértelimanymutatasként szolgalna. A median
hasznalatanak az atlaggal szemben megvan azéayeelhogy nem fligg az esetleg nagy
eltérést mutatd széirtékekdl. Bar Cox regresszio alkalmazasaval lehetségemlan adott
biomarker-jeléltek hatasat fix vagopont nélkil izsgalni, azonban ebben az esetben nem

tudnank semmilyen kdonnyen értelmezherafikont rajzolni. Irodalmi adatok alapjan RT-
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PCR vagy immunhisztokémia felhasznalasaval lehetségvagbépontok optimalizalad,

azonban ezt minden génre kil6n el kell végezni.

A gén chipek felhasznalasaval értelemgeeregy-egy vagy tobb gént tartalmazoé
mintazatok is elemezhik. Tobb gént egyidéieg felhasznalo (,multigénes”) mintazatok ma
mar egyre szélesebb koérben jelentek meg. Ezeklben teem egy-egy geén izolalt szerepét,
hanem egy teljes jelatviteli utat, vagy eqgy tramgxos faktor altal szabalyozott valamennyi

gént lehet vizsgalni.

Az embrak diagnosztikaja soran hasznélt két legfontosgdiy a bevezében mar
részletesen bemutatott 6sztrogén és HER2 receptdolel mind az OR, mind HER2,
valamint a ,recurrence score” szamitasahoz szikseglamennyi gén szerepel egy teljes
genomot méF Affymetrix gén chipen is, ezért technikailag ledégges a gén chipek
felhasznalasa az ezen gének mérésén alapulé dmifpadgesztek elvégzéséhez. Fontos
kiemelni, hogy az éké fejezetekben idézett tovabbi kutatasok soran mséaési adatok a

legtbbb bemutatott projektben gén chip alapuakakolt

Ekbzben az Affymetrix chipek diagnosztikai felha&lAsat mar az Amerikai
Gyogyszerfeliigyelet is jovahagyta Ezek alapjan logikus kovetkézlépés a sok gén
mérésére alkalmas gén chipek felhasznaldsa betpgdia készitéséhez. Ehhez azonban
megfeleb informatikai (statisztikai) hattérre van szikséamely a legtébb kérhazban vagy

egyetemi klinikdn nem all rendelkezésre.

1.6.3. Biomarkerek azonositasa nyitott és zart rersderben

Altalaban a kutatocsoportok a biomarkerek in viemonositasa utan egy tovabbi
vizsgalatot végeznek, ahol egy Klinikai mintéfygs keretein belll annyi szévetmintat
gyijtenek 0©ssze utankovetési adatokkal, amennyi méethee teszi, hogy az adott
biomarkert ebben a csoportban is igazoljak. Mivela kezdeti kisérletet és a raépll
tesztelési vizsgalatokat is ugyanaz a csoport ajrézért ilyen esetben egy zéart rendszerrel

allunk szemben.

2 http://www.businesswire.com/news/home/2011050960f6/Affymetrix-Achieves-FDA-Clearance-
Microarray-Based-Gene-Profiling
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A zart rendszerben késziilt vizsgalatok eredmémyegjelennek egy tudomanyos
kozleményben, ezutdn azonban az adatok tovabladeti@lasa csak ritka esetben forddl el
Az altalanos megkozelités, hogy ezutan egy masigars egy flggetlen vizsgalata is igazolja
a megfelad génjeldltet. A transzkriptomikus adatok méréséilkalmas gén chipek
felhasznalasaval leletég nyilik arra, hogy ne egy fiiggetlen beteganydgifen egy Ujabb
vizsgalatot végezni, hanem a mar rendelkezésre &byéb kutatasi projektek
eredményeképpen elkészilt adatokat hasznaljukrifel & célra. Ez a minden szempontbdl
hatékonyabb megkéozelités nemcsak kutatadbeasok és i megtakaritasat, de az egyes
vizsgélatokban elemzett betegek O0sszeadasaval laggszthalmaz létrehozasat és ezen
keresztil magasabb statisztikaio eeléréséit is lehévé teszi. A biomarkerek kutatoi

nézpontbdl tortéd azonositasat az alabbi abran foglaltuk 6ssze.

hagyomanyos megkdzelités

r L 1

.................................................... .:. .......................................................... .\, zart rendSZEr: 1 kutatocsoport ;
Mds kutato || Invitro kisérlet ———> Klinikai teszt I
csoportok :_ |

1. 4braA biomarkerek azonositasanak folyamata kutatokszégedl. A hagyomanyos
megkozelités soran alkalmazott zart rendszer atéraja a tobb eredményt in silico
integralo nyitott igazolasok végzése, amihez agdla transzkriptom szifitmérések végzése

adja.
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2. KUTATASI CELOK

A sebészeti kezelés mellett a gydgyszeres keszélga folyamatosandn A teljes test
valamennyi sejtjét elér (,szisztémas”) kezelés d@lye, hogy a rejtve maradod izolalt
tumorsejteket is el tudja érni. Ezen szisztémaglkszovabbi javitasa két modon lehetséges.
Az el lehetség Uj, hatékonyabb gydgyszerek kifejlesztése, yakeh jobb terapias
valaszadéasi arany mellett a tulélést, illetve atnd@intséget jeleritsen javitani tudjak. Ezen

opcioval foglakozik valamennyi gyogyszergyar, Wietaz akadémiai kutatas jeléstrésze is.

A mésodik, altalunk is vizsgélt letisg a "személyre szabott terapia” alkalmazéasa,
vagyis a rendelkezésre allo lebwdgek kozlil az adott beteg szamara legmedidiel
gyogyszer vagy kezelési protokoll kivalasztasa.Upgyogyszer fejlesztésével szemben ezen
megkozelités éhye, hogy a sokkal alacsonyabb koltségigény medletiegyén szintjén a
legjelentsebb javulast (Uj gyogyszerek alkalmazasa esefémsmk a személyre szabott

kezeléssel lehet elérni.

Vizsgalataink soran onkologiai biomarkerek kutatas&oglalkoztunk. Ezen belil

harom & célt tiztink ki, ugymint:

1. a legjobb biomarker-jeldltek azonositasa transzkripom szinti adatok
alkalmazasaval sejtkultara alapu kisérletekben

2. korabban azonositott biomarkerek igazolasa transzkptomikus adatok
keresztelemzésével és klinikai mintdkon valé tes#éssel

3. bioinformatikai eszkdzok fejlesztése, amelyek a traszkriptomikus
adatok alkalmazasat lehebvé teszik tovabbi biomarkerek vizsgalata

soran is.

Ezen harom & célkitizés egyes kérdéseit azonban arnyalja, hogy egyrészt
biomarkereket tobb tumortipus és tdbb gyogyszertémsevizsgaltuk, illetve a
transzkriptomikus technolégiak is kulonkd@k voltak az egyes vizsgalatokban. Az

alabbiakban az egyes pontokhoz tartoz6é konkré@s@ket kilon is részletezzik.
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2.1. A legjobb biomarker-jeloltek azonositdsa genorazintii adatok
alkalmazasavalin vitro kisérletekben

2.1.1. Kemoterapias szerekkel szembeni rezisztpnofh meghatarozdsa sejtvonalak
vizsgalataval

Ezen el§, transzkriptom szitit adatot is alkalmazé vizsgalat soran a célunk dgz vo
hogy az egyes tumortipusoktdl fliggetlentl tudjunlkemkrezisztencia-biomarkereket
azonositani. Figyelembe véve, hogy az elképzeléaBjan a tumorok altalaban hasonlo
rezisztencia-mechanizmusokat alakithatnak ki, eaéra torekedtliink, hogy nagyszamu
sejtvonal egyiddj vizsgalataval olyan markereket azonositsunk, askely rosszindulatd
daganatos betegseég tipusatdl fuggetledekutatas soran célunk volt, hogy dsszesen 30
kilonbozé sejtvonal génexpressziés mintazatanak felhasznadddal 11 rakellenes

gyogyszerrel szembeni rezisztencia-géneket meghatarzuk.

2.1.2 A kemorezisztencia génjei melanoma malignamba

Rendelkezéstinkre allt egy séiimelanoma sejtvonal (MeWo), valamint ennek négy
kulonbod gyogyszerrel szemben rezisztenssé tett leanyvoAal&sgalatok soran célunk
volt a szibi- és leanyvonalak génexpresszidos mintazatat meglabzni, hogy ezaltal
olyan géneket tudjunk azonositani, amelyek az egyegyogyszerekkel szembeni

rezisztenciaval kapcsolatba hozhatdak.

2.1.3. Varhato tulélés élejelzése sejtkultira modellben azonositott géekblasznalasaval

Kutatdsaink soran célunk voftejtkultirds modell rendszerben kemoterapiaval
szemben ellendlldo és érzékeny sejtvonalak génexme®s mintazatanak
0dsszehasonlitdsa, hogy egy olyan mintazatot azorieshk, amellyel klinikai betegekben
is tudunk elérejelzést adni a varhato terapias valaszt illgten. Osszesen négy kilonkiz
tumortipust vizsgaltunk egyiddgg, hogy az egyes szoOvettipusoktol fiiggetlenik caa
kemoterapias valasszal kapcsolatba hozhatd génhedjelk azonositani. Végezetil az adott

yaye

rendszeriink hatasossagat.

2.1.4. Transzkriptomikus adatokkal meghatarozotteggéoki szerepének igazolasa kisérletes
kortlmények kdzott
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A kutatds soran dldleges célunk voligén chip technoldgia alkalmazéasaval a
doxorubicin-rezisztenciaval kapcsolatba hozhat6 prieaszéma-alegységek azonositaga
projekt masodik fazisdban ezen alegységek rezigzigsn bet6ltott szerepét kisérletes
modon akartuk igazolni, amelynek soran PSMB7 gén elcsendesitésével egyiileg
alkalmazott gydgyszeres kezelés mellett mértiik ateben maradt sejtek aranyat Vegs
célunk volt, hogy a fentebb mar leirt kutatasi &ohat egy Kkiterjesztett verzidjaval a
rezisztencia egy olyan oki génjét tudjuk azonositaamely akar gyogyszerekkel is

befolyasolhato lehet, és ezaltal egy kombinalt kiemdpias kezelés alapjat adhatja.

2.1.5. Parallel evolucios modell alkalmazasa a pesdmosan létrej@v kemorezisztencia
modellezésére

A fentebbi kérdések alapfeltevése az volt, hogykaaomechanizmusok, amelyek
klinikailag val6ban jelertiséggel birnak, tobb sejtvonalban is hasonl6 mddon
aktivalodhatnak. Felvétik ezek utan tovabbi kérdésként, hogy ha a kordkibebb
vizsgélatok helyettelative nagyszamu parhuzamos sejtvonalat fejlesztk ki ugyanabbal
a genetikailag azonosssbél, akkor igazolni tudjuk-e a rezisztencia legmegbizatébb

markereit?

2.1.6. Célzott terapias szerekkel szembeni rensatés érzékenység vizsgalata

Az 1.-5. cél kutatasa soran hagyomanyos citotoxi&capiakkal szembeni rezisztencia
markereit kerestiik. Kérdés, hogyg egyes jelatviteli utak modulalasan keresztil hat
célzott terapids szerekkel szembeni rezisztencia mhareit is tudjuk-e azonositani
nagyszamu sejtvonal felhasznalasaval elvégzetkudgjtas mérések alapjan. A legjobb
biomarker-jeléltek azonositasa mellett célunk \edengének igazolasa fuggetlen klinikai

mintakon is.

2.2. Korabban azonositott biomarkerek igazolasa tnaszkriptom szintii
adatok keresztelemzésével és klinikai mintakon vali@szteléssel

2.2.1.Korabbi kbzleményekben a melanoma pathogenezis@yesolatba hozott génlistak
0sszehasonlitasa

Kutatasaink alaphipotézise alapjan a melanomaopgattezisével dsszefliggének

kozul a legmegbizhatobb géneket akkor tudjuk azonositani, & tobb vizsgalat
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eredményeit is felhasznéljuk. Ezért a vizsgalat soran célunk velt elérhet
transzkriptomikus adatok alapjan azonositott biomakerek ©Osszehasonlitdsa és a
hozzajuk rendelhe® gén-ontoldgiai kategoriak meghatarozasa egy kerdstemzeés soran

A kutatas tovabbi feltételezése volt, hogy nem sggks az alapadatokat minden esetben

ismernink, elég a kutatasok végeredményét elemezni.

2.2.2. Korébbi kozleményekben érdk progndzisaval kapcsolatba hozott génlistdk &ere
elemzése nyers adatok Ujrafeldolgozasa utan

yoavs

A korabban ko6z6lt prognosztikai szereppel is ggalistak fliggetlen klinikai anyagon
valo tesztelése nem megoldott. A kutatds sorannkélwlt a transzkriptomikus adatok
O0sszerendezése egy adatbazisba, majd ezen adatbdeibasznalasaval prognosztikus
génlistak fuggetlen tesztelésének elvégzéséegezetil meg akartuk vizsgalni, hogy az
adatbazis felhasznalasaval lehetséges-e a kordathiaitékonyabb étejelzd biomarkereket

azonositani?

2.2.3. Petefészekrakok szdvettani altipusait mégbad é€s a varhato tuléléstiedjelzs
gének azonositasa

A kutatds soran a korabbi megkozelitések helyeyt fgditott kutatasi tervet
készitettlink: elészor nagy in silico adatbazist épitettink, amelyen a szOvettani
altipusokkal és a tuléléssel 0Osszefidiggéneket azonositottuk Ekdzben klinikai
mintagyijtést folytattunk a Semmelweis Egyetemen és az&gsz Onkoldgiai Intézetben. A
klinikai mintakon a gén chipek segitségével azondsft géneket egy figgetlen

technolégia (RT-PCR) alkalmazasaval akartuk igazoln

2.3. Bioinformatikai eszk6zok fejlesztése, amelyektranszkriptomikus
adatok alkalmazasét lehebvé teszik tovabbi biomarkerek vizsgalata soran

2.3.1. Microarray adatok éfeldolgozasa

Ezen maddszertani vizsgalat soran célunk volt sduadk kétkilonbdzé platformon
(gén chip és RT-PCR) meghatarozott mintak felhaszi@saval az ebfeldolgozasi
algoritmusok egyméashoz viszonyitott teljesitményétiszamolni. A projekt végé célja az
volt, hogy a tovabbi kisérletes és keresztelei#atasok soran ezen altalunk igazolt legjobb

algoritmust tudjuk a szamitasok soran felhasznalni.
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2.3.2. Online rendszer fejlesztése azdeql progndzisat érejelzs génexpresszid alapu
biomarkerek tesztelésére

A kutatas soran célunk vadt rendelkezéslinkre allé6 gén chip adatokra épitve gg
olyan online elérhet rendszert kifejleszteni, ahol egy tetsitegesen kivalasztott gén
expressziojanak az egyes betegekben mért szintje &betegek varhato kidjulas mentes
és teljes tulélése kozotti kapcsolatot lehet vizdgd A rendszerbe olyan sok beteget
akartunk integralni, amennyi lelée® teszi, hogy egyes ritkabb alcsoportokban is rizdgiho
statisztikai szamitast lehessen végezni. A prodéamhozasa utan a korabban leirt biomarker

jeloltek kozil a legigéretesebbek vizsgalataval aestraltuk a software alkalmazhatésagat.

2.3.3. A vilaghalén keresztil elértidteresztelendzrendszer tovabbfejlesztése tébbgénes
osztalyozok és optimalizalt vagopont szamitasara

Az el6z6 pontban emlitett Kaplan-Meier rajzolé progrartmtabbfejlesztettiik, hogy
tébb gén egyidefi mérésére alkalmas legyen és lehessen a vagopordptimalizalni. A
fejlesztés sorampetefészekrak mintakat hasznaltunk fel és a fentebb leirt rendszerrel

parhuzamosan létrehoztunk egy masodik eteatdalt.

2.3.4. A vilaghalon keresztil elértietiagnosztikai rendszer fejlesztése

A kutatas célja egya vilaghalon keresztll elérhed diagnosztikai rendszer
fejlesztése volt, amelya beteglil eltavolitott tumorszovet feldolgozasaval készilgén
chipek segitségével direkt betegdiagnozis készitésé@lkalmas. A rendszerbe el&ént a
harom legelterjedtebb vizsgalatot (6sztrogén reweER2 statusz, 21 génes ,recurrence
score”) terveztik beépiteni, majd nagy mintaszamkertuk a hatasossagot eteani. Az
utolso feladat a rendelkezésre allé nagy adatladapgan egy, a korabbiaknal hatasosabb sajat

algoritmus fejlesztése volt.
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3. MODSZEREK

3.1. Kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciagfil meghatarozasa

A rezisztencia-index meghatarozésa sejtvonalakban

Vizsgalatok soran 30 rosszindulatl daganatos setab vizsgaltunk (a konkrét
sejtvonalakat az eredmények fejezetben listaztansejteket Leibovitz L-15-6s tapoldatban
(Bio Whittaker, Walkersville, MD, USA) tartottuk, nzelyet kiegészitettiink 10%-nyi
borjuszérummal (Gibco BRL, Grand Island NY, USA),mMM L-glutaminnal, 80 IE/I
inzulinnal, 2,5 mg/l transzferrinnel, 1 g/l gluk@z 1,1 g/l NaHC®@al és 1% minimalis
esszencialis vitaminnal. A sejteket 5% £Otartalmazo, nedvesitett, 37 Celsius fokos
inkubatorban tartottuk. A kisérletek 68l a Mycoplazma feéizottséget a VenorMp kit
segitségével elléniztik a gyartdé Utmutatoja alapjan (Minerva BiolalsnBH, Berlin,
Németorszag).

A sejtvonalakban 0Osszesen 11 kemoterapias szemeinben mértik meg a
rezisztenciat. A gyogyszereket a cyclophosphamideéwviil (amelyet aktivalt formajdban
hasznaltunk) a kereskedelmi forgalomban is alkatittakiszerelésben vettik meg.
Valamennyi gyégyszerrel szemben a rezisztenciarh&ulonb6sd koncentracioban mértuk
le (minden mérést haromszor ismételtiink), amely@&kilka C2 koncentraciéo a gyoégyszer
Klinikailag is alkalmazott koncentraciéjaval volgyenérték, a C1l ennek tizede, a C3

koncentracio pedig tizszerese volt.

Az egyes koncentracioknal a relativ rezisztenc@atS&B (szulfornodamin B) teszt
segitségével hataroztuk meg. A merésé alpjan egy 96 lyukd lemez mindegyik lyukaba 500
sejtet pipettaztunk ki. Kétnapos inkub&ciéo utan érés ebtti (,pre-") kontroll sejteket
megfestettilk, és a vizsgalt gyogyszer mindharomcdwoinaciojaval elinditottuk harom
lyukban a sejtvonal kezelését. Minden koncentrdwiom parhuzamos mérésben inditottunk
el. Négy nap utan a kezelést megszakitottuk, ddafm lecsereltiik 10%-os triklérecetsavra
és 1 oran at alini hagytuk. Ezutan a lemezt 6teriostuk desztillalt vizzel, majd mindegyik
lyukhoz hozzaadtunk 100ul SRB oldatot (Sigma, Swuiso MO, USA). Tiz perces
szobaldmeérseéklei inkubalas utan a lemezt 6tszor lemostuk, hogy m hkétott festéket
eltavolitsuk. Veégul a fehérjehez kotott festéketmM Tris-HCL oldatban (pH=8.0)
feloldottuk, és az egyes lyukakban lemértik az @fbsmnciat 562 nm-en egy EL 340
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Microplate Kinetics Reader ELISA-olvasdban (Bio-Tlektruments, Winooski, VT, USA). A
telies sorozatot hdromszor megismételtik, és azsegyérési pontokat a kilenc mérési

eredmény (harom parhuzamos mérés és haromszorédésyatlagaként hataroztuk meg.
Ezutan a ,rezisztencia-indexet” egy képlet alkalésdwal szamoltuk, amely:
RI'= (Npost/ Npre) X [(N2 — Mpre) / (Mpost— Ipre) X 100],

ahol pre @ prekontrollban mért elnyeléssot a kontrollban (azonos idejinkubéacio
gyogyszeres kezelés nélkil) mért elnyelés, azpedig az adott koncentracioval kezelt
sejtekben mért elnyelés. Két gyogyszer (mitoxantésntopotecan) esetén a Klinikailag
alkalmazott koncentracid6 mellett nem volt elegend@zisztens és érzékeny sejtvonal a
statisztika megbizhatd elvégzéséhez, ezért ezekbdbd3-as koncentraciét alkalmaztuk

topotecan és a Cl-es koncentraciot mitoxantroréleset

Csak azokat a sejtvonalakat hasznaltuk fel, ahoba&znagyobb volt, mint azgh és
az ismetlések kozotti szoras 15%-nal kisebb volz RI alapjan sorba rendeztik a
sejtvonalakat, az alsé harmadot érzékenykéntsa felrmadot rezisztensként hataroztuk meg

(a maradék sejtvonalat nem vettik be a statisztikagalatokba).

A logaritmikus novekedés fazisaban osszesehsefildl izolaltunk RNS-t Qiagen
RNeasy kit segitségével, a gyartd utmutatasa alg@)éagen GmBH, Hilden, Németorszag).
Az izolalt RNS mirdségét LabChip Bioanalyser-en (Agilent Technologimnta Clara, CA,
USA) ellertriztik. Az izolalt mintakat -80°C fokon tartottultnidizacioig.

Génexpresszié mérés

A génexpresszid transzkriptom sZintneghatarozasahoz a mintakat Affymetrix
HGU133 microarray chipekre (Affymetrix, Santa Cla@A, USA) hibridizaltuk a Charité
Berlin Funkcionalis Genomikai Kdzpontjaban. A fdiglirds az EuKGE-WS2-es protokoll
alapjan, a leolvasas a GeneChip rendszer konfolalsasojaval tortént (Hewlett-Packard,
Santa Clara, CA, USA).

A gén chipek felhasznalasaval kapott eredményeketgMBn kvantitativ
géneszpresszios méreés segitségével igazoltuk 4&lakmtott gén esetében mind a 30
sejtvonalban. A méréshez az Applied Biosystems A30Micro Fluidic Card rendszert, a
leolvaséast pedig az Abi Prism 7900HT Sequence Dete8ystem felhasznaladsaval végeztik

31



dc_718 13

(Applied Biosystems, CA, USA). A TagMan eredménykikrtékeléséhez az SDS 2.2
programot hasznaltuk. A meghatarozott delta Ckékét (amelyek a riboszomalis 18S RNS
kifejezodéséhez normalizalt értékeket tartalmazzak) a @wgiakban meghatarozott
rezisztencia index alapjan csoportositottuk, észesrtens €s érzékeny csoportokat t-prébaval

hasonlitottuk 6ssze.
Gén chip adatok statisztikai kiértékelése

A Tumor Analysis Best Practices Working Group indnyatasi alapjah®? végeztik a
microarray chipek mifségelledrzését. Csak 25% feletti szignifikans jel/prébangrés az
RNS lebomlas mértékét mutatd GAPDH 3'-5" ardny hddatti értéke esetén hasznaltuk fel
az eredmeényeket. A fenti ajanlasok alapjan harommalizalasi algoritmust alkalmaztunk,
ezek a VSN (varianca-stabilizalé normalizal®s) a MAS 5.0 (www.affymetrix.com) és az
RMA 184 yoltak. A statisztikai kiértékelés valamennyi fépése elkészilt mindharom
normalizalasi algoritmussal &iészitett mintakon, hogy az eredmények reprodukédiagat

ellendrizni tudjuk.

A rezisztenciara vonatkoz6 expresszio alapu jelidnkzvalasztasahoz &zo6r mind a
30 expresszios meérest két csoportra osztottuk taosajlak rezisztencia-profilja alapjan. A
rezisztens és érzékeny csoportba be nem sorolosajakat kizartuk az elemzégbEzen
csoportositas alapjan tehat minden gyogyszer eset@y kilon adatbazis jott 1étre, ezeket
ezutan egymastol fuggetlentl elemeztik tovabb. Atékiat véletlenszéen szétosztottuk
tanulo- és teszthalmazra, majd a tanulohalmazhahemnzok kivalasztasara kétfmodszert
alkalmaztunk, a PAM-ot (,prediction analysis of muarrays”, 19 és a SAM-ot
(,significance analysis of microarray¥9. Megjegyzem, hogy a legjobban reprodukéalhat6
génlistat a PAM elemzéssel tudtuk azonositani.ljgganérési szamitast 100-szor ismételtik
a tanulo- és teszthalmaz folyamatos valtoztatasékahormalizalasi algoritmusokkal és az
egyes gének szintjén meért génexpresszios ertekéktikkorrelacioval a 3.10.-es fejezetben

részletesebben is fogunk foglalkozni.)
3.2 A kemorezisztencia génjei melanoma malignumban
Sejtvonalak

Az eredetileg Fogh és munkatarsai altal |étreho®6tMeWo, valamint ennek négy
leany-sejtvonalat hasznaltuk, amelyek cisplatinetdposiddal, vindesinnel és fotemustinnal
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szemben voltak rezisztenséR® Az egyes szerekkel szembeni rezisztencia mérgiRe
(MeWo-CIS); 4,8 (MeWo-VIN); 32 (MeWo-ETO); és 4,8e80s (MeWo-FOTE) volt,
amelyet a 1 pg/ml cisplatin, 5 ng/ml vindesin, 1/migetoposid és 40 pg/ml fotemustin
koncentracié mellett értek el. A sejtéklaz RNS-t TRIzol felhasznalasaval izolaltuk, majd
Invitrogen Fast Track 2.0 kit segitségével alakitotPoly(A) RNS-é. Az RNS misségét

Agilent Bioanalyser segitségével elteiztik.
Gén chip mérések

A génexpresszios mintdzatok meghatarozdsahoz éoRtaregyetemen kifejlesztett,
43000 préba egyid&jmeghatarozasara alkalmas gén chipeket hasznalideddban leirt
protokollok szerint'®® 170 Az elkésziilt chipek leolvasasara GenePix 400 &soarray
leolvasét (Axon Instruments, Kalifornia, USA) haaltonk, a nyers adatokat a Stanford
Microarray Adatbazisban (http://smd.stanford.edarpltuk.

Statisztikai szamitasok

Az el6z6 fejezetben leirt, egysZingén chipek mérésére kifejlesztett kiértekelési
mabdszerek nem hasznalhatéak ezen chipek esetéde@t lthinta hibridizacidja torténik meg
két kilonbds szinnel (Cy5 és Cy3), amelyeknek az aranyat adte§y az egyes probakra,
majd a normalizalast chipenként kilon végeztik ingpgy a log(Cy5/Cy3) arany az 6sszes,

a chipen elhelyezett probara szamolva 0,0 legyegalabb kétszeres expresszios kilénbséget
kellett ahhoz elérnie egy génnek a gyogyszer-remszes gyogyszer-érzékeny minték kozott,
hogy az eltérést szignifikhnsnak fogadjuk el. Hareést a Genesis program
felhasznalasaval végeztuhk. A szamitasok soran Euklideszi és Pearson tavatisdigtve

teljes és atlagos kapcsoltsagot szamoltunk.
RT-PCR

A Kkllénbd® expresszidt a legfontosabb gének egy kivalaszostportjaban
valosideji RT-PCR felhasznalasaval igazoltuk. A mérésekethRddght-Cycler késziléken

végeztiik a korabban leirt protokollok alapfdn
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3.3. Tulélés direjelzése sejtkultura-modellben azonositott gének
felhasznalasaval

Kemorezisztens sejtvonalak

A sejtkultira alapjat olyan, kutatécsoportunk tagiftal korabb Iétrehozott leany-
sejtvonalak adtak, amelyek egy-egy kivalasztottgygaerrel szembeni derivatumait és a
szubi sejtvonal kombinacidjat tartalmaztak. Ezek kdztvonalak k6zott volt az EPG85-
257P gyomorrak sejtvonal és leanyvonalil’4 az EPP85-181P hasnyalmirigyrak votia)
valamint a HT29-es vastagbélrak vortdt és az MCF7’" és MDA-MB-23178 embrak
vonalak illetve derivatumaik. A rezisztens sejtMakat a fejlesztés soran az egyes

aye

mértékének monitorozasa mellett.

A vizsgalat soran harom gyégyszerrel szembeniszéamciat tanulményoztunk,
amelyek a daunorubicin, a doxorubicin és a mitaxantvoltak. A daunorubicinnel szembeni
rezisztencia mértéke 18-1857-szeres kozott, a mmiognnal szembeni rezisztencia 8-457-
szeres kozott valtozott, doxorubicinnal szemberk égaMCF7 sejtvonalnak volt rezisztens
lednyvonala, amelyik 192-szeres rezisztenciat rmotitafel. A sejtvonalak t4poldata
folyamatosan tartalmazta az adott gyogyszert, hoggzisztencia ne &zjon meg. Az itt
alkalmazott koncentraciok daunorubicin esetén G2,85ug/ml k6zott, mitoxantron esetén
0,02-0,2 pg kozott valtoztak, doxorubicin esetédigp®,05 pg/ml volt. A szdi sejtvonalak
ekdézben nem részesiiltek gydgyszeres kezelésben.

Gén chip mérések

A sejtvonalakbdl TRIzol protokoll alkalmazasavabletuk az RNS-t, majd Invitrogen
Fast Track mRNS izolalé kit segitségével készitdttbeble Poly(A) RNS-t. Az RNS
minéségét a fentebb mar leirt médon, Agilent 2100-asmBalyser segitségével eldeiztik.
A microarray mérések soran szintén a Stanford-etmgen készitett gén chipeket hasznaltuk,
amelyeken 30 ezer gén mérésére alkalmas 43009 cKIBI8 helyeztek el. Maga a

hibridizacié a fentebb mar idézett modon torféatt©

A statisztikai kiértékelés soran célunk nem csakilénbobkéeppen kifejezett gének

azonositasa volt, de ezeket a géneket fel is dkdmaisznalni arra, hogy fluggetlen mintak
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varhato rezisztencigjat Gk jelezzik. Ehhez a Prediction Analysis of Micrags (PAM)
csomagot hasznaltuk®. Az elmilt 10 év alatt ez az egyik legelterjedteblem
algoritmussa valt, mara tébb mint 1600 alkalomndgziék az eredeti kozleményt. A PAM
elénye, hogy két fluggetlen moédon is hasznalhatd: egyrétezik egy Microsoft Excel
kiegészib, valamint az R statisztikai kdrnyezeten belll @ egy nikddé implementacioja.
Ezen kutatdsi projekt sordn az Excel kiegésziasznaltuk, mivel itt az adatok mozgatasa
egyszeiibb volt. Statisztikai szempontbol a PAM egy ugyrmie finom kiszéboélés (,soft
thresholding”) soran létrehoz egy tomoritett kozpmektort (,shrunken centroid”), amely

segitségével azon géneket tudja megjeldini, ameblkelegnagyobb az @&kjelz potencidlja.

Tovabbi szamitasok kdzott a korabban mar eml@etiesis program felhasznalasaval
végzett furtelemzés’, illetve Winstat for Excel (R.Fitch Software, Stan, Németorszag)
segitseégével készitett Kaplan-Meier elemzés szikeg&pd microarray adatokat a Stanford

Microarray Adatbazisban nyilvanosan letolthet tettik.
RT-PCR meérések

A vizsgalat soran egy kivalasztott gén expresstigjasgaltuk meg két fliggetlen
probaval Applied Biosystems 7900HT rendszer seg@tegl. Az ABCB1l probakat
(Hs00184491 és Hs00184500) a GAPDH (Hs99999905Yeespidjahoz normalizaltuk.
Emellett két tovabbi gén, a caspase 1 és a topemmm?2a (TOP2a) kifejédését
LightCycler-en valdsidéj RT-PCR segitségével igazoltuk - ezeket a génekiten a
GAPDH expresszidjahoz normalizaltuk. Az RT-PCR mékésoran az EPP181 sejtvonalbol

vett cDNS higitasi sorat hasznaltuk kalibrélasradegyik mérés esetén.

3.4. A PSMB7 gén oki szerepének igazolasavitro ésin silico

Sejtkultara

Az eléz6 fejezetben targyalt négy sejtvonalpart hasznalalkaz EPG85-257P, az
EPP85-181P, HT29 és az MCF-7 siulonalakat, valamint doxorubicin/daunorubicin
rezisztens leanyvonalaikat. A vonalakat fenteblrt l&Brilmények kozott tartottuk, a
sejtproliferaciét a gyogyszerek klinikai ddzisanak.0001x-100x-szorosa kozotti

tartomanyban hataroztuk meg.

35



dc_718 13

A sejtvonalak érzékenységét Roche MTT (3-[4, Sathglthiazolyl-2]-2, 5-
diphenyltetrazolium bromid) sejtproliferaciés kittenértiik. A leolvasdshoz egy BioTek

PowerWave XSA spektrofotométert hasznaltunk.

A doxorubicin korabban leirt jeless autofluoreszcenciaje® miatt a mérések &t
egy Ures kontroll mérést végeztink, hogy ennek eese& eredményeére gyakorolt hatasat
meg tudjuk becsuilni. Ennek sordn 96 Iyuku lemezegkeny MCF-7 sejteket helyeztiink el
kezeletlen és doxorubicinnal kezelt allapotbananwaht Gres €s doxorubicinnal kiegészitett
tapoldatot. Egynapos inkubacié utan MTT teszteteréignk és a kilonbségeteket t-prébaval
hasonlitottuk 0ssze. A kezelt és kezeletlen sejk@izott nem volt kilonbség. A
doxorubicinnel kiegészitett tapoldat szignifikAnsaltért a doxorubicinnal kezelt sejtékt
(p<0,01), azonban nem kilénbdzo6tt az Ures tapdldgtt0,065).

Gén chip mérések

Valamennyi sejtvonalbdl izolaltunk RNS-t Qiagen RIS Mini kit felhasznalaséaval.
Az RNS mirbségét a fent leirt modszerek segitségével @itetiik, majd az izolalt RNS-t a
standard (EukGE-WS2) Affymetrix protokollok alkalz@sa mellett HGU95 és HGU133A
chipekre hibridizaltuk. A leolvasast Hewlett-PackaGeneChip konfokalis leolvaséval
végeztik el. Valamennyi sejtvonalbol harom hibidip készilt, amelyekkel az érzékeny, a
rezisztens és a kezelt vonalak expresszids midiahataroztuk meg. A gén chip adatokat a

GEO adatbazisban a GSE3926-0s azonositd alatt tatidok szamara elérbigé.

Az eredmények mifségelledrzése soran a chipek fellletBtsilico rekonstrualtuk és
a karcolasi, illetve cseppentési foltok hianyaemdtiztiik. Valamennyi gén chip 25% feletti
sikeres gén-mérést (,percentage of present catisitptott, és a mintakban az RNS nem volt
lebomlott. A normalizalas soran az RMA algoritm&&t hasznaltuk. Az adatok statisztikai

feldolgozasa az R statisztikai kdrnyezetben, Bidcmtor csomagokkal tortént.

A jellemz5 gének kivalasztasdhoz a normalizalt adatokbodlrh&soportot képeztink,
amelyek az érzékeny sdijl a rezisztens leanyvonalakat €és a gyogyszerreelkeszib-
vonalakat tartalmaztak. A statisztikai elemzésh®AM algoritmust!®® hasznaltuk, amellyel
a szubi és a gyogyszerrel kezelt, illetve a s#lEs a rezisztens csoportokat kilén
hasonlitottuk 6ssze. Az elemzés soran mindig a E@@Ksebb génnél hiztuk meg a
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kiiszobot. A gének eltérkifejezodésének &brazolasahoz furtelemzést végeztink asiSene

programmaf’L,
RNS alapu génelcsendesités

Az RNS alapu génelcsendesités (,RNA interferenedfgzéséhez szikséges rovid
oligonukelotid szakaszokat az Ambion siRNA Targa&tdér programjaval és a Dharmacon
siDesign Center programjaval terveztiik. Magat aadssitést végroligonukleotidokat DNS
oligonukleotidokbdl készitettik az Applied Biosyste Silencer siRNA Construction Kit-
jének a felhasznélasaval. Az siRNS hatdsossdgd®ER -alkalmazasaval igazoltuk, a PCR
mérésekhez a primereket a Primer3 programmal téidve? kivalasztott PSMB7 génre

0sszesen harom siRNS molekulat készitettiink ésalélink.

Az siRNS kezeléshez a transzfekciot Applied Bitays SiPort NeoFX transzfekcios
reagens felhasznalasaval, 230 ezer sejten végextiykku lemezen, 24 6ras letapadasi id
utan. A gén hatasat a kemorezisztenciara siRNSyégygzeres kezelés kombinacibjaval
vizsgéltuk. Ennek alapjat az adta, hogy a méréseldnsa PSMB7 gén magasabb
kifejezodését talaltuk a rezisztens vonalakban adésaidnalakhoz viszonyitva. A kisérlet
soran a géncsendesités utan 24 ¢draval a tapoldetsereltik 0,2 pg/ml doxorubicint
tartalmaz6 oldatra, majd tovabbi 72 oOra utan &z séjtek szamat Casy sejtszamlaléval
hatdroztuk meg. Valamennyi mérést haromszor isti&tellletve az egész kisérletet is
haromszoros ismétléssel végeztik el. Végezetirednenyeket normalizaltuk a kezeletlen
sejtek szamahoz, majd az siRNS-el és gyogyszemekezelt, negativ SiRNS-el és
gyogyszerrel kezelt, valamint siRNS-el igen, degygzerrel nem kezelt sejtekre vonatkozo
mérések eredményeit t-prébaval hasonlitottuk dssze.

Klinikai tesztelés

A Klinikai kiprobalashoz felhasznalt adatbazisdétizasat a kébbiekben részletesen
is leirjuk 7’. Ebben a vizsgalatban a GSE12276, GSE16391, GSB12GSE11121,
GSE9195, GSE7390, GSE6532, GSES327, GSE4922, G8E&RE2990, GSE2034 és a
GSE1456-0s kdzlemeényeket hasznaltuk fel.

A statisztikai kiértékelés soran csak a proteasz@tegysegeket vizsgaltuk (n=64),

amelyekkel tulélési elemzést végeztink a BRB Agalg programcsomag felhasznalasaval,
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illetve Kaplan-Meier grafikonokat készitettink. Aatsztikai szdmitdsok soran a meég
elfogadott hibas talélati aranyt (FDR - ,false digery rate”) 0,05-nél hataroztuk meg.

3.5. Parallel evoluciés modell a parhuzamosan Iéfia/ 6 rezisztencia
modellezésére

Sejtvonalak fejlesztése

Az MDA-MB-231-es és az MCF-7 sejtvonalakat az AT@C-szereztik be és a
szallito altal megadott kdrilmények kozott tartbitd rezisztens leanyvonalak fejlesztésének
kezdetén a szdil vonalakbdl 20-20 alvonalat kulonitettiink el, apeddet a fejlesztés teljes
ideje alatt elkulonitve kezeltink (tehat Osszesdh skjtvonal). A rezisztenciat két
gyogyszerrel, a doxorubicinnal és a paclitaxellnsben hoztuk létre a sejtvonalak hetente
torterd kezelésével. A gyogyszeres kezeléssel parhuzankosdrollként a szidi vonalakat

is fenntartottuk a fejlesztés teljes ideje alatt.

A kezelés soran hetente meghataroztuk, hogy alalomailyen mértékben fedik az
edény fellletét. Amennyiben ez nem érte el a felta&t, akkor a kezelést ledllitottuk,
amennyiben 50-70% k&zott volt, akkor a kezelésytémtuk, és ha meghaladta a 70%-ot,
akkor fagyasztast végeztink a sejtvonalakbdl azt damcentracio mellett. Harom sikeres
fagyasztas utan a gyogyszerek koncentraciojat tidkeeA novelés 10-szeres lépésekben
tortént, amig el nem értik a Klinikailag is alkalo# dozis 10%-at, ezutan a dozis 30%-ara,
majd a 60%-ara emeltik a koncentriciét. Valamerkgmcentracionovelés @t MTT
sejtproliferaciés teszt felhasznélasaval déiterilk a sejtek vitalitAsat. Az MTT tesztet
cisplatin és 5-fluorouracil kezelés mellett is matginoztuk (illetve doxorubicinnal kezelt
sejtek esetén is mértik a paclitaxel-rezisztenegforditva is), hogy a rezisztencia soran

keletke® kereszt-rezisztenciat is dokumentalni tudjuk.
RT-PCR mérések

Irodalomkutatas alapjan véalasztottuk ki azokat émeftet, amelyek a rezisztencia
létrejottében szereppel birhatnak, majd a génegjadfdését Applied Biosystems Micro
Fluidic Card System segitségével hataroztuk megereriményeket harom haztartasi gén
atlagdhoz normalizaltuk, ezek a riboszémalis 183PRT1 és az RPLPO voltak. Az RT-PCR

eredményeket SDS 2.0 programmal értekeltik ki, m8jpearman rang korrelaciot
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szamoltunk normalizalt génexpresszidés értékek és rezisztencia mértékének
0sszehasonlitdsara. Az eredmények bemutataséetefiirest végeztink a Genesis program

felhasznalaséaval.
Hagyomanyos citogenetika és a kromoszémalis ingitals mérése

A sejtvonalak létrehozasa végén a vonalakat a 89%eafluencia eléréséig hagytuk
néni, majd a sejteket standard protokollok alapjangiestettik. Minden mintabdl 10
metafazisban |y sejtet értékeltiink ki, a kariotipusokat a Nemzetkéuman Citogenetika
Rendszer 2009-es kiadasa alapjan azonositottukogenetikai elemzést az MDA-MB-231-

es vonal valamennyi leanyvonalan elvégeztik.

A 3-as, 17-es és 21-es kromoszOmak variacidinak nétafazisban tortén
szamitasaval szamoltuk a sejtekre jellénkromoszémalis instabilitast (CIN) Shannon

diverzitasi index® felhasznalasaval:

H = _Z p. In(p,)

ahol p egy adott kromoszéma (i) frekvenciaja a sejtvokizdm, és H a kromoszomalis
heterogenitas szams#gellemzésére alkalmas. Amennyiben a H index érgkefelett volt,
akkor CIN pozitiv, ha alatta, akkor CIN negativteéenalakrol beszélhetink.

Aramlasos citometriai mérések

A korabbi irodalmi adatok a kemorezisztencia |éttej mogott a PGP
transzportrendszereket tdbbszoér igazoltak. Ezérksssgesnek tartottuk azt is meghatarozni,
hogy ez a transzportrendszer milyen mértékben z@ttaneg az egyes sejtvonalakban, illetve
hogy ez 6sszefliggést mutat-e a rezisztencia kils&ual. Ehhez a gydgyszeres kezelés utan
a PGP szubsztrat rhodamine 123-at hasznaltuk. 8mszEd sejtet vizsgaltunk aramlasos

citometriaval, a sejtszamot a rhodamin intenzitashszonyitva abrazoltuk.
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3.6. Célzott terapias szerekkel szembeni rezisztaac
Gén chip kiértékelések

A kutatas alapjat a GSK caArray adatbazisa adtal, tdbb mint 300 ismert sejtvonal
transzkriptom szirit génexpresszidjat hataroztdk meg Affymetrix gémpekifelhasznélasaval
(ftp://caftpd.nci.nih.gov/pub/caARRAY/transcript gfiting). Valamennyi gén chip mérést
haromszor ismételtek. A nyers adatok letdltése atamntakat Ujranormalizaltuk, valamint a
haromszoros ismétlés eredményeit proba szintegaddtillk. Az alacsony atlagos kifejgdést
mutaté prébakat kizartuk, majd az 6sszes sejtvorsalé@tosztottuk aszerint, hogy az alabb

ismertetend osztalyozas alapjan az érzékeny vagy a rezisesoportba kerltek be.

Ezt mind az 6t vizsgalt gyogyszer esetében kulégextik el, majd a két csoportot
SAM 166 és rank products™8 182 glgoritmusokkal hasonlitottuk Gssze. Bar a SAM a
legelterjedtebb algoritmus gén chip adatok Osszmtiifsara, azonban egy korabbi
osszehasonlitd elemzé® szerint a ,rank products” megbizhatébb eredmémlyalacsony
esetszamndl - azért alkalmaztuk a éetinddszert, mivel az egyes gyogyszerekre alkotott
sejtvonal-csoportok viszonylag alacsony esetszdantaimaztak. Az egyes geénlistak
esetében az érzékeny és rezisztens sejtvonalakomiidsének képességét ,Prediction
Analysis of Microarrays® elemezéssel hataroztuk meg. Csak azokat a géfogjasttuk el
szignifikansként, amelyek legaldbb kétszeres esgiébeli kilonbséget mutattak az érzékeny

és a rezisztens sejtek kozott, és ahol az FDR 28%isebb volt.
Sejtkultara

A fentebb elemzett gén chip adatok elkészitéséheejtaket az ATCC sejtvonal-
bankbdl szereztiik be, és az ATCC protokolljai smetartottuk fent. A sejtekid DNS-t
Qiagen DNeasy Blood and Tissue kit, RNS-t pedigs@iadder-el tértéh homogenizacio
utdn Qiagen RNeasy kit felhasznalasaval izolaltiknukleinsavak tisztasagat Nanodrop
1000 rendszerrel elléniztik, valamint Bioanalyzer-rel vizualizaltuk abdszémaélis 18S és
28S RNS csikok megfelelelkulonilését. A kisérletek @t a sejtvonalak eredetét kilon is
igazoltuk STR (,short tandem repeat”) elemzéssélehnéhany vonal esetében elérte a 4
évet a beszerzés és a kisérlet befejezése kdd@ttvalamennyi sejtvonal szennyestl

mentes volt.
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A sejtek rezisztencigjat 6t kivalasztott szermdraben (erlotinib, gefitinib, sunitinib,
sorafenib és lapatinib) MTT teszttel harom koncéeitr mellett hataroztuk meg: a klinikailag
alkalmazott, annak tizede, valamint tizszerese atielA rezisztencia meghatarozasahoz a
mérés kezdetén elvégzett ,prekontroll” mérés émékée&sokkentett értéket hasonlitottuk a
gyogyszeres kezelés nélkili ,postkontroll” méréselntroll” mérés értékével csokkentett
referenciajadhoz. A mérések sikerességének feltétate hogy a ,prekontroll”-nal nagyobb
legyen a ,postkontroll”, illetve hogy a hdromszoegismételt mérések kdzott az eltérés 15%-
nal kisebb legyen. Végezetll a sejteket szétosktditirom csoportba, mint ,érzékeny”,
Jfezisztens” és ,kdzepes érzékenységejtek, ahol a kdzepes csoport a median +/-10%-0s

tartomanyba dsvonalak voltak.

A statisztikai elemzéssel azonositott |égebb gének, valamint néhany, az irodalom
alapjan kivalasztott gén kifejgdését TagMan RT-PCR felhasznélasaval igazoltuk. Az
0sszesen 95 gén RT-PCR mérésének eredményét azdmbélss 18S kifejeidéséhez
normalizaltuk. Az RT-PCR eredmények kiértékelés&BS& 2.0-as programmal tortént, majd

a csoportok kozotti kildnbség szignifikancigjaréipaval szamoltuk.

Gydbgyszer Alk. Célfehérje >
© konc.* = o
g /ml ‘0 S z
¢ (Lg/ml) 3 = 5| o §
3 323 8 bl g S E
. < T T
- = R o
lapatinib 2007 16.66 |EGFR és HER2/neu i laln ! o
(Tykerb) (ErbB-2) i
sunitinib 2006 0.67 |PDGF-R és VEGF-R
(Sutent) 1 L VI A B R R R R L TR I |
sorafenib 2005 5.32 Raf, c Kit, PDGF,
(Nexavar) VEGF receptor2 &3 |lIl |10 (10 (3 (1 (0|3 I
kinazok
erlotinib 2004 2.00 EGFR tirozin kindz
(Tarceva) 5 1 1 A I [ B
gefitinib 2003 3.32 EGFR (Herl or ErbB-1 gl tm ottt tulm
(Iressa) tirozin kinaz
* az alkalmazott koncentracio a klinikai d6zishogazodott I: Fazis | J: jovahagyott
Forras: www.clinicaltrials.gov II: Fazis Il L: ledllitott
ll: Fazis Il -: nincs vizsgalat

1. tablazat A sejtvonalakon alkalmazott 6t tirozin kinaz géder klinikai indikécioi, valamint az

alkalmazott terpias koncentracio
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Klinikai mintagyiijtés

A Semmelweis Egyetem Urolégiai Klinikgjan 2005 €4.@ kozott folytattunk veserak
mintagyijtést. Mivel a veserdk kezelése soran a hazai giatkezerint attét jelentkezése
esetén sunitinib a valasztando6 szer, ezért ez éliirbetegcsoportot alkotott. A vizsgalatba
csak azok a betegek kertiltek be, akik valéban kapiaitinibet. A betegekib a mintagyjtés
a gyogyszeres kezelédeltortént, ami a sejtkultiras kisérletek soranzedgmegkozelitéssel
egyezett. A tumormintdkbol @&zor TMA (,szOveti micro array”) készult, amely rdign
mintat kétszer tartalmazott. Ezutan immunhisztoléémaii elleriztiik négy gén, a CD9, az
LGALSS, a RAB17 és az EpCAM fdgtését. A festdés intenzitdsa és a megfestett sejtek
aranya alapjan osztottuk a betegeket két csopomiagd ezeket Kaplan-Meier tulélési

gorbével hasonlitottuk egyméassal dssze.

3.7. A melanoma pathogenezisével kapcsolatba hozgtnlistak
dsszehasonlitasa

Adatgyijtés

A relevans tanulmanyok azonositdsahoz a PubMedabgnelanoma”, ,gén chip”,
~géenexpresszio” kulcsszavak felhasznalasaval véigézdteresést. Az eredmények kdzul csak
az emberben végzett vizsgalatokat vettik figyelembekeresés alapjan dsszesen 149
kozleményt talaltunk, ezek mindegyikét attanulmantyk. Kizartuk azon vizsgalatokat, ahol

csak egy gént azonositottak, illetve ahol allatnlellen dolgoztak.
Statisztikai szamitasok

A géneket unigene azonositojuk alapjan tartottuklvay. Az egyes génlistak
egymassal val6 6sszekapcsoldsdhoz az Affymetrix fegapjan (www.affymetrix.com)
elérheb gén-azonositasi tablazatokat hasznaltuk fel. Aligf@k keresztelemzése soran

Microsoft Access adatbaziskeédieépitett eszkdzeit hasznaltuk.

A gén-ontoldgiai azonositas folyaman a felllrepraalt gén-ontoldgiai kategoriakat a
Netaffx kézpont (http://www.affymetrix.com/analyBislex.affx) felhasznalaséaval

azonositottuk.
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3.8. Az embrak progndzisaval kapcsolatba hozott génlistdk kergzt-
elemzése

Gén chip adatok és génlistak

Valamennyi kodzleményt a Pubmed felhasznalasdvahasitottunk. A gén chip
adatokat az ,endrdk” és az Affymetrix HGU133A platformra specifikusgpl96”
kere$szavak kombinacidjaval, a génlistdkat az .émk” és a ,microarray’” szavak
kombinacidjaval. Kihagytuk azon vizsgalatokat, akelyesebb mint 20 beteget elemeztek,
illetve a génlistak esetében még azokat a koOzlemidaiyis, ahol kevesebb mint 6t gént
azonositottak. A génlistak génjeit a gén chip ddab az Affymetrix altal kdzzétett

tablazatok segitségével kapcsoltuk 6ssze Micrdsafess adatbazis kedeken.

Statisztikai moédszerek

A letoltétt nyers adatokat MAS5.0 algoritmussal maflizaltuk az R statisztikali
kornyezetben. A fentebb mar leirt PAM algoritmusy €gabb verzidjavafl®* elemeztik a
génlistak hatasat. A szamitasok soran a PAM elerkidézobét nullara allitottuk, ezaltal a
génlistdk valamennyi génje bekerilt az elemzésbe.

Leir6 statisztikét, tulélési gorbéket és a Kklimikaltozokat Winstat for Excel

felhasznalasaval elemeztik.

Egy Uj osztélyozét is fejlesztettiink, amihez a BRBraytools 3.6.0-beta_3-as
verzidjat hasznaltuk (a programot Dr Richard SingenAmy Peng Lam fejlesztették). A
program ezen verzidja egy Uj szolgaltatast vezdiett amelynek segitségével az egyes
géneket hozza lehet adni kivalasztott klinikai @aftkhoz, majd ezen kombinalt
osztalyozdval lehet a betegek tulélését megbecsiilni
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3.9. Petefészekrakok szovettani altipusait meghatdzo és a varhato tulélést
elérejelzé gének igazolasa klinikai mintakban

Célgének azonositasa in silico

A PubMed-ben, illetve a GEO-ban keresést végeztankpetefészek”, ,rék”,
.nhormalis”, ,GPL96” és a ,GPL570” kulcsszavak fe#mnalasaval. A nyers adatokat
letoltottik, és MAS5.0 algoritmusokkal normalizédttA GPL570-es platform génjei kozdl
csak azokat tartottuk meg, amelyek a GPL96-0s qlaihn is azonos szekvenciaval
szerepeltek. Az egyesitett adattablan egy masaatinalizalast is végeztiink, aminek soran

az atlagos jelintenzitast 1000-re allitottuk be.

A génexpresszios adatokat BRB ArrayTools 3.7.@lbastuk be, aminek soran a 10-
nél kisebb jelek értékét 10-re noveltik, illetveditilk azokat a géneket, ahol a mintak 20%-a
nem érte el a legaldbb 50%-0s kilonbséget a legkise a legnagyobb jelintenzitast minta
kozott. Amennyiben a hianyzo6 vagy kisz mintdk aranya elérte az 50%-ot, akkor a gént
teliesen kihagytuk az elemzé&bOsszesen 20377 proba teljesitette ezeket ddielkét, ezen
gének felhasznaldsaval hasonlitottuk 6ssze az egygésettani altipusokat, valamint a

normalis és rosszindulati daganatos széveteket.
Klinikai mintagyiijtés

A Semmelweis Egyetem |. dgyogyaszati Klinikajan és az Orszagos Onkoldgiali
Intézetben Klinikai mintagijtést végeztink 2005 és 2008 kozo6tt az Intézetikakti
Bizottsdgok jovadhagyasaval. A petefészekrak miritaB8 Celsius fokon tartottuk RNS
izolalasig, amelyet Qiagen RNeasy Kkittel végeztielk Az izolalt RNS midségét
Nanodrop1000-es rendszer é€s Agilent Bioanalyzdratanalasaval ellénztik. Csak azon

mintakat hasznaltuk fel, ahol a riboszémalis 18383 csikok tisztan elktldnitiietk voltak.
RT-PCR mérések

TagMan valésiddj RT-PCR méréseket végeztink 40 kivalasztott gégjddidésének
meghatarozasra ABI PRISM 7900HT Sequence Detec@igsiem segitségével. A gének
kozott voltak a szOvettani tipussal és a tulélékaplcsolatba hozott gének is. Csak olyan
géneket valasztottunk ki, amelyeknek legalabb gikegsoporton bellli atlaga meghaladta az
0sszes gén atlagat. Néhany tovabbi, az irodalompjéaazonositott gént (példaul ABC

szallitofehérjék és haztartasi gének) is mértink.
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Az RT-PCR méréseket az SDS 2.0 program hasznalaéékeltiik ki. Ennek soran a
mért értékeket a riboszomalis 18S és az RPLPOekifdgséhez normalizaltuk. Ezutan az
egyes mintakat Kklinikai paramétereik alapjan cstyidra rendeztik és a csoportokat
Significance Analysis of Microarray$® segitségével hasonlitottuk dssze. A szamitas@nsor
a statisztikai szignifikancia kiszobszintjét 10%-bhias talédlati arany (FDR) mellett
hataroztuk meg. Multivariancia és Kaplan-Meier etést Winstat 2007 alkalmazasaval

végeztunk.

3.10. Microarray adatok elsfeldolgozasa

Kisérletes adatok

Két sajat korabbi vizsgalatunk adatait hasznéfalkamelyek soran gén chip és RT-
PCR méréseket is végeztink a gének egy csoporfjaBal. fejezetben leirt 30 sejtvonalbol
lemért 75 gén adta az egyik adatbazist, a masikgalatunkbal¥® 36 colon biopsziabol
mértink le 84 gént. Ezen masodik adatbazist a Séneise Egyetem 2. Belgydgyaszati
Klinikajan gyijtott mintdk adtédk, amelyek kodzott adenomaés, calemoros, gyulladadsos

bélbetegségben szenveetegek és normal szévetmintak is voltak.

A gén chip mérések mindkét vizsgélatban AffymetfigeU133 sorozati microarray-
okkal, az RT-PCR mérések pedig 96 lyuku lemezerpliag Biosystems Tag-Man rendszer)
torténtek. Az egyes gének azonositadsara a gyaltékréandelkezésre bocséatott tablazatokat
hasznaltuk. Meg kell jegyezni, hogy a 96 lyuku leere 95+1 (egy kontroll gén) mérést
végeztiink, azonban nem lehetett valamennyi géntopan megfeleltetni a gén chipen
elhelyezett probaknak. Ennek hétterében az ally lemgegyes géneddr atirt exonok veégul
kilonbo® ,transzkript’-ek formajaban jutnak ki a sejtmagheinelyeken azonban kulonléoz
helyeken kdtnek be a Tag-Man és a gén chip prob&iejtett esetekben a két platform eltér
Jranszkript”-készletet mért az adott génre. A myegén chip adatok a GEO-ban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) elértietk a GSE4183 és a GSE11812-es azonosito alatt.

Statisztikai algoritmusok

A statisztikai szamitasok az R koérnyezetben (Hitmaiv.R-project.org) torténtek,
Biocondutor csomagok felhasznaldsaval (http://wviecbnductor.org). Valamennyi

szamitast log-transzformalt értékekkel végeztink\eIRT-PCR eredményeknél a legs G
45



dc_718 13

értékeket hasznaltuk, amelyek a mért gén refergénlaez viszonyitott megjelenésének
értékeit takartak.

A kilenc vizsgalt edfeldolgozéasi algoritmusok kozott szerepelt a DERY a FARMS
187 a GCRMA 88 a MAS5 18 a MBEI !*°, az RMA 1% a VSN 1% és a PLIER
(http://www.affymetrix.com/support/technical/tecties/plier_technote.pdf é%9). Ezek koziil
ketts algoritmushoz (MBEI és PLIER) az eredeti s#&rnem készitettek programot, azonban
R-ben elérhét volt a ®luk flggetlenil elkészitett algoritmus. Valamenm@goritmust a
szerdk &ltal javasolt alapbedllitAsokkal hasznaltuk,ékiy a PLIER esetében, ahol egy
alternativ . kombinéciét (PLIER+16) is kiprobaltunidz alapbeallitasok alkalmazéasaval
elkertltik, hogy az eredmények tuloptimalizalasayesg algoritmusok jobb teljesitése
érdekében lehévé valjon.

3.11. Bioinformatikai fejlesztés génexpresszio alagiomarkerek
tesztelésére

Adatbéazis afkészités

Az adatbéazist a fentebb mar leirt modszetehoztuk létre. A rendszer élsyilvanos
kibocsatasakor 1809 eémékos beteg elemzése volt beépitve, ez a betegszamnem
tartalmazott ismételten lekdzolt gén chipeket (WH38A betegek median kidjulas-mentes
tulélése 6,43 év volt, 1231 betéhrismertiik a hormonreceptor-statuszt (968 beted vol
pozitiv). Az elemzés soran a teljes tulélés (59tkdpeés a tavoli attét mentes talélés (767
beteg) adatokat is felhasznaltuk.

Jollehet a gén chip mérések nem alkalmasak kdnidtlaz adott géfl készult
MRNS-ek szamanak meghatarozasahoz, azonban a kemslaesetében nem is ez a célunk,
elegend az egyes mintdkban mért, egymashoz viszonyitottexjgresszio mértékének
meghatarozasa. Ehhez a gén chip adatok normakzataan a 4.10.-es fejezetben részletesen
ismertetett munkank alapjan a MAS5 normalizalastzhaltuk. A vélasztas sordn az adatbéazis
késsbbi bévithetbsége volt a legfontosabb szempont.

A rendszer tobb Affymetrix platform egyesitéséttabnazta, mint a GPL96-0s
(HGU133A), a GPL570-es (HGU133 Plus 2.0) éstkésa GPL571-es (HGU133A 2.0) gén

chipek. Ezen platformok tartalmaznak 22277 k6zo8bgér, amelyekben az egyes gének
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mérésére hasznalt probak szekvenciaja egymasgaaielmegegyezik és ezért a hibridizacio
soran azonos érzékenységet és dinamikus tartoraarhatunk. Azonban gyari beallitasokkal
lefutatott MAS5 algoritmus az egyes platformok ésetas és mas atlagos expresszidra
normalizal, ezért a platformok kdzos génjeinek &iéze utan egy masodik normalizalast is
végeztink, amelynek soran az atlagos génexpresédiéiset minden minta esetén 1000-re
allitottuk be. Ez a mbddszer a korabbi irodalmi aHlaalapjan a csoportos hibat (,batch
effect”) is csokkentt9

A Kklinikai adatokat eldsorban az eredeti kozleményékhvettik. Azonban egyes
paramétereket (pld OR statusz) a gén chip adaggiéal is meg lehet hatarozni. Ehhez az OR
statusz meghatarozasahoz az OR gén 205225 at f@irdiegznaltuk a korabbi irodalmi
adatok alapjan javasolt 500-as vagopont felhasgaad!®®. Ez a proba a rendelkezésre allé
9 OR préba kozil a legmagasabb atlagos és medigeAidést mutatta, valamint legjobban
korrelalt az immunhisztokémia alapt OR statusz ragigbzassal. A fejlesztés soran az OR

statuszt mint 6nallé $izét is alkalmaztuk.

Az génexpresszids és klinikai adatokat egy MyS@atbazisban egyesitettiik. Az
adatbazis tovabbi fejlesztése soran a MySQL admthid@sznalata azonban nehézkesnek
bizonyult, ezért k&b atalltunk a PostgreSQL adatbazis hasznélatara.

Vilaghalon keresztiil elérhétrendszer fejlesztése
A rendszer harom résélAll:

1. adatok PostgreSQL adatbazisban,
2. vilaghalon keresztiil elérhekezebfellilet és

3. az R statisztikai kdrnyezetet futtatd virtualiszakyalé.

Az R kornyezetet futtat6 virtualis kiszolgalordR(server”) azeért volt szikség, mert az
R-ben elérhét konyvtarak (,libraries”) biztositottdk az eszkdrbla statisztikai szamitasok
elvégzéséhez. Azonban az R alapesetben dnallogmnogimelyet a felhasznalé parancssorbal
tud kezelni. A rendszerben a fizikalis kiszolgalgserver gépen”) elinditott virtudlis R
kiszolgaldé megkapja az adatokat az adatbazis #edelmajd a szamitdsok elvégzése utan
visszaadja az eredményt. A szamitashoz a ,survigsimagot hasznaltuk fel, amellyel a
Kaplan-Meier gorbét elkészitettik, valamint az egi@pontban még bent marad6 betegek
szamat, az esélyhanyadost és a szignifikancia j&ziszamoltuk és a gotrbe mellett

47



dc_718 13

feltlintettik. Bar a szamitasok jelémtszamitasi kapacitast igényelnek, a rendelkezikre
informatikai eszk6zoOk lehété teszik, hogy a rendszer gyorsasaga miatt sxites ideji

szamitasokrol beszéljunk.

Magat a kezéfellletet PHP-ban készitettik el. A www.kmplot.coim alatt elérhét
honlapot felosztottuk tobb részre, és egy adotineés valamennyi paramétere egyetlen
oldalon allithaté be (a ké&bbiekben még lesz sz6 tovabbi tumortipusok beédpiiiés
amelyeket az eltérklinikai adatok miatt azonban méar csak tovabbiatd# létrehozaséval
tudtunk megoldani tasd a kovetkeizfejezetben A szamitas elinditdsa utan az eredmények

egy Uj oldalon jelennek meg. Az alabbi abran dssgaftam a rendszer felépitését.

| GEo
I

‘ Nyers adatok ‘ Klinikai
adatok

Mind&ség-ellendrzés és

MASS normalizalas
honlap Platformok egyesitése,
www.kmplot.com masodik normalizalas

!
* .

‘ PosgtreSQL adatbazis
Gének szlrése és betoltés ‘

az R-be ‘

Valés idejli szamitasok R- |
ben ‘
\

L

Grafikus visszajelzés (Kaplan-
Meier gorbe) + szignifikancia

2. ébra.A vilaghalon keresztil elérhietendszer lehéwé teszi a GEO-ban elérlderanszrkiptomikus
adatok valds idéj elemzését az R kdrnyezetben. A blokkdiagram azéesgy épuf Iépéseket mutatja,
amelyek eredménye a biomarker-jeldlt hatasossagaleahzése.

Irodalomban azonositott biomarkerek keresztelengzés

Mivel jelen kutatas soran nem volt célunk az irodaban leirt 6sszes széba §ov
biomarker-jel6lt elemzése, ezért ugy dontottinkgyhaz Amerikai Klinikai Onkolégusok
Tarsasaga altal mar vizsgalt sejtproliferacio mémegsilkalmazhat6 biomarkerkef fogjuk a
rendszer felhasznalasaval megvizsgalni. Az egyemdnkerek estén a legjobbanikids
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probakat az eredeti korilmények - mintigik - figyelembevételével osztalyoztuk az online

rendszer felhasznalaséaval.

3.12. Fejlesztések tobbgénes osztalyozok és optimalt vagopont
szamitasara

Gén chip adatok

A génexpresszids adatokat a fent leirt médon, HGS a TCGA kdzpontokbdl
gyijtottik dssze. A keresés soran a ,petefészek”,” raklélés”, ,GPL96”, ,GPL570" és
,GPL571” kulcsszavakat hasznéltuk. Az adatok fejdabsa szintén a korabban mar leirt

mabdon, az R statisztikai kdrnyezetben tortént.

A Klinikai adatbazis 6sszesen 1287 beteget tadalm median teljes tulélés 31 hdnap,
esemény 0sszesen 692 betegben kdvetkezett be. érdlarkdzil 927 szerdzus, 27 pedig
endometrioid, 33 betegben a tumor grade 1, 142¢gbade 2 és 779-ben grade 3. A sebészet
sikeressége 1121 betegnél ismert, ezek kdzul 6mAbke optimalis a ritét (semennyi vagy
kevesebb mint 1 cm visszamarad6 tumorszovet). A&dait kdzil 985 esetében tudjuk a
kemoterapids kezelési protokollt is, kozulik 914dh platina alapu terapiat és 616 kapott

taxol kezelést is.
Kiszolgal6 felépitése és statisztikai algoritmusok

Jelen rendszerben az adatokat mar eleve a Po®igr@fatbézisban téroltuk. A
kiszolgalé operacios rendszere Debian Linux (wwbigk.org), amely egy Apache
webkiszolgalét (www.apache.org) futtat. Az R és astBreSQL adatbazis kozott a
kapcsolatot az RODBC csomag biztositja (http://crproject.org/package&equals;RODBC).
A rendszer létrehozasa soran kizarélag ingyenefdrhed, nyilt forrask6du programokat

hasznaltunk.

Tobb gén szamitasa soravslor valamennyi minta esetében a program kivakaset
legjobb prébakat, majd kiszamitja ezek atlagos esgmidjat. Ezutan a Kaplan-Meier gorbe

készitésekor és a Cox regresszio szamitasa saréhnegzegy értékkel szamit.

Mivel egy gént tobb préba is mér az Affymetrix peken, ezért fontos a legjobban
teljesity prébak kivalasztasa. A korabbi rendszerben maalmlaztunk erre egy moédszert,
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amelynek soran a legmagasabb atlagos kibdgzt mutatd prébat hasznaltuk fel. Ezt azonban
célszeti a felhasznal6 szamara vizualizalni, aminek segéte&l nemcsak a préba expresszié
fobb leiré szamait (pld median, alsé és delxték), de a prébak egyes mintdkon belll
mutatott kifejeddését is egy skalan lehet egyszerre bemutatni. &rdR kornyezetben
elérhet ,beeswarm” csomagot alkalmaztuk, amely egydimenziérben képes a probak
expressziojat abrazolni (http://www.cbs.dtu.dk/&sklund/beeswarm/).

Figyelembe véve, hogy a CA125 mér klinikailag ikalmazott biomarker, ezért
szikséges lehet egy olyan elemzés, ahol a CAl2&4 &ithr diagnosztizalt betegek
alcsoportjaiban vagyunk kivancsiak egy U] biomaikéilt teljesitményére. Ezért
beépitettiink a rendszerbe egy tovabliiréz amellyel csak azokat a betegeket vizsgaljuk,
akiknél CA125 gén chip alapu meghatarozasa alagéxpresszié az als6é negyed alatt volt.

A rendszert szintén kiegészitettilk egy tovabbet&téggel, amely a legjobb vagépont
meghatarozasat tartalmazza. Ennek soran az adottifpfezodése alapjan (vagy tbbbgénes
valamennyi percentilis esetén elvégzi a program ox @gresszidos szamitast. Ezutan a
legalacsonyabb p érték melletti vagépontot, illeamnos p értékek esetén ezek kdzoétt a
legmagasabb HR-el tarsulé vagopontot fogadjuk @it hegjobb értéket. A felhasznalé altal

visszakapott Kaplan-Meier gorbe ezen vagopont gzlhalasaval késziil el.
Petefészekrak biomarkerek tesztelése

Korabban kozoélt biomarker jeldlteket a PubMed-bbrégzett irodalomkutatds sorén
azonositottunk. Ennek soran a ,petefészekrak”,élésd’, ,biomarker”, és ,génexpresszid”
kulcsszavakat, valamint ezek kombinacioit alkalmkztEzutan valamennyi gént a HUGO

gén nevezeéktan szerint azonositottunk (http://wvewemnames.org).

Az egyes gének hatdsossdganak vizsgalata soraelemzzést minden esetben
leszikitettik azokra a betegekre, akikben az adott bikemh az eredeti kdzleményben
azonositottak. Egy példan bemutatva az ERCC1 géaxah €s platina terapidban részesiult 3.
stadiumu betegekben irtak le. A validacios vizdgataan mi is csak ezekben a betegekben

vizsgéltuk a gén expresszidjdnak dsszefliiggésééladsel.
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3.13. Online diagnosztikai rendszer fejlesztése

A kiszolgalérendszer fejlesztésének folyamata

A rendszer teszteléséhez hasznalt adatbazis k&&ziteés microarray adatok

mindségelledrzését és normalizalaséat aézl fejezetekben mar részletesen bemutattuk.

A diagnosztikai szolgéaltatast biztosito, szinetimernapegységgel ellatott kiszolgélo
szamitbgép Debian Linux operaciés rendszert futthtagat a honlapot Drupal
(www.drupal.org) tartalomkez&l kornyezetben készitettik el. A honlapon belll a
diagnosztikai rendszert egy kulénallo6 modul bizjasiamely a (D)COM szerveren keresztll
kapcsolédik az R kiszolgaléhoz, amely magat assttikiai szamitasokat végzi. A szamitasok
elvégzése étlt a gén chip mérés eredményét tartalmazé CEL fgfifymetrix altal
meghatarozott kiterjesztés, amely minden gén dcijlpeetében megegyezik) fel kell télteni a
kiszolgaldéra. Az elvégzett szamitasok utan a falhak® a honlapon kapja vissza a szamitasok
dsszefoglalasét, illetve egy tovabbi részleteseldmiést is letdlthétPDF fajl form4jaban. A
rendszer létrehozasdhoz felhasznélt valamennyi rgnogingyenesen elérftet illetve

felhasznalhato.

Felhasznalg |e=———————  Fredmeény  [m—

!
f |

> PHP SSL (CEL fajl)
| |
v v — v
i 1A Kornyezet =
Webkiszolgals | | MySQL | (D)CoM | [ y
(Apache) adatbazis kiszolgald
1 1 +
!
GEO mintak Operacios rendszer

3. abra A kiszolgalo szamitogéperikdds rendszer sematikus abraja. Az R kérnyezetbemidetéa

szamitasok, amelyeket részletesen a kove#iean mutatunk be.
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A feltoltdtt CEL fajlon a rendszer a kordbban atkakott kiértékelés valamennyi
részlépését elvégzi, amely tartalmazza a MAS5 nlizélast, illetve a mifiség elledrizését.
Az OR/HER2 statusz szamitasat a korabban marfleitagopont alkalmazasaval (500 az
OR estében és 4800 a HER2 esetében) végzi el.

A ,recurrence score” szamitasa mar bonyolultablvehaz eredeti kozleménybéf
RT-PCR mérést végeztek. RT-PCR esetében a BifANS mennyiségét ciklusonként
duplazva felsokszorozzak. Ek6zben az éaltalaban skifgjetsdést mutatd kontroll géneket
is meghatarozzak, majd az aktualisan mért géneleifdésélbl normalizélas soran kivonjak
a haztartasi gén esetében meért értéket. Ez teh@lamti, hogy minél nagyobb a mért nyers
génexpressziis érték, annal tavolabb lesz a kbggabl, tehat a valédi génexpresszids szint
annal kisebb lesz. Ezzel szemben gén chipek esetérkdéddé mRNS-ek mennyisége
aranyos lesz a mért jelintenzitassal, ami azt eésyeri, hogy magasabb érték esetén
magasabb génexpresszid all a mérés hatterébern. &dwz, hogy a gén chip adatokon az
RT-PCR-re kifejlesztett algoritmust alkalmazni leben, az expresszids értékeken egy
tovabbi transzformaciét kellett végrehajtanunk. &nsoran a haztartasi gén és az aktualisan
mért gén log expresszidjanak kulonbségét kivontdkbd. A 14-es értéket ,range top”
paraméterként a rendszerben a felhasznaldé meg dm tualtoztatni, de a legjobb
0sszefliggéseket 14 esetén kaptuk, ezért a kiégteksbran mindenitt ezt az értéket
hasznaltuk fel. Az ezutan megkapott génexpresseitdkeken a korabban leirt médon
torténik a ,recurrence score” szamitasa, amelynsddreényeképpen a mintak magas,

kozepes és alacsony rizik6ju csoportokba kerulreglsbtasra.

A legesebb gének azonositasdhoz dz&lffejezetben leirt rendszert hasznaltuk fel,
ezért az itt elvégzett szamitdsokhoz az eredmédygskehasonlithatésaga miatt egy tovabbi
skalaz6 normalizalasra is szikség van. Ezutan eglpeskai csoportokra (0sszes beteg,
nyirokcsomé pozitiv betegek, nyirokcsomdé negatiztiagén receptor pozitiv betegek)
elvégeztik az adatbazis 6sszes génjére a mediék \&gopontként valé alkalmazaséaval a
Kaplan-Meier (Cox) elemzést. Az elemzés eredményad@ a géneket sorba rendeztik.
Ezutan a legésebb gént kombinaltuk a masodik leggabb génnel, majd Ujra elvégeztik a
tulélési elemzést. Amennyiben a kombinalt osztalypnagyobb hatasossagot (alacsonyabb p
érték és magasabb esélyhanyados) eredményezett; akidbbléptink, és még egy geéent
bevontunk az osztalyozasba. Ezt addig ismételtikedalig az Ujabb gén bevonasaval a
hatasossag javult. A ledmebb génekkel a betegeket ezutan két csoportb@s(jdossz
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prognozis) osztottuk be annak alapjan, hogy aztadimtdban mért génexpresszios szintek a
median ala vagy felé kerdltek.

. CEL f4jl
___________________________________________ t T T T T s zamitasok |
\ MAS5 normalizalas R-ben
]

Minéségkontroll

I

I

I I
I I
I I
I I
I 1
I I
I 1
I I
I 1
I I
| r |
| ' |
! Expresszié: ‘ Skalazo normalizalas i
i 14~(10g 14k)7109 (gene)) l i
i Alegjobb geének atlagos i
i expresszidjanak szamitasa 1
I 1
I .|
i 21 génes recurrence . . ‘l — OR/HER2 statusz i
! score szamitasa ‘ Osztalyozas ket kategoriaba ‘ szamitasa !

¥
‘ Online visszajelzés

4. abra A recurrenceonline.com oldalon elvégzett szamktéslyamatabraja. A feltdltott CEL fajl
kiértékelése sordn harom kulonbadrejelzés készil, amelyekre a visszajelzést a talads

kozvetlentl a holnapon kapja meg.

Az osztalyozast az adatbazis valamennyi betegeégettik, majd a kapott beosztast
a klinikai (tulélési) adatokkal WinStat-ban és Ribe ,survival” csomag felhasznéalaséaval
hasonlitottuk  O6ssze. Az egyes osztalyozok hatagassk egymassal vald
dsszehasonlitasdhoz ROC elemzést végeztink a Medddl.6-os verzidjanak

felnasznalasaval. Az Oncotype DX AUC értékeit ilataeferenciakbol vettiik®®,
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4. EREDMENYEK

4.1. Kemoterapias szerekkel szembeni rezisztenciagfil meghatarozasa

A vizsgalat soran a kovetk@égydgyszerekkel kezeltiik a sejteket: 5-fluorouréCit-
es koncentracié: 0,5 mikrogramm/ml), cisplatin (€2- konc.: 0.5 mikrogr./ml),
cyclophosphamid (C2-es konc.: 1,4 mikrogr./ml), dmbicin (C2-es konc.: 0,05
mikrogr./ml), etopozid (C2-es konc.: 0,14 mikrogr), methotrexat (C2-es konc.: 0,014
mikrogr./ml), mitomycin C (C2-es konc.: 0,05 mikrdgnl), mitoxantron (C2-es konc.: 0,002
mikrogr./ml), paclitaxel (C2-es konc.: 0,025 mikrdml), topotecan (C2-es konc.: 0,01
mikrogr./ml) és vinblastin (C2-es konc.: 0,01 migrdml). A hdrom koncentraciéra mért

kilonbod értékeket az aldbbi, az MDA-MB-231-es sejtvondiéaziilt grafikon mutatja.

600

500 A —i— Cyclophosphamid

—i—Methothrexat

400
5-fluorouracil

300 Cisplatin

——Topotecan

200 —4—Etoposid

RI

—+—Paclitaxel
100

—a—\/inblastin
Doxorubicin
Mitoxantron

Mitomycin C

-100

-200

C1 Cc2 c3
Gyogyszer koncentracioja

5. abra.Az MDA-MB-231-es sejtvonalon mért rezisztenciakéit C1, C2 és C3 koncentracio mellett
az egyes gyogyszerekre

Ezt elvégeztik valamennyi sejtvonalra, ami alapjanden gyogyszerre létre tudtunk
hozni egy rezisztens és egy érzékeny sejtekelrteats panelt. A vizsgalat soran eredetileg
12 gybgyszert mértink le, azonban gemcitabin esai@ddssze egyetlen rezisztens vonalat
azonositottunk (és ezt a koncentracié valtas setta tmdvelni), ezért a tovabbi vizsgalatok

soran ezt a gyégyszert figyelmen kivil hagytuk.
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2. téblazatA C2 (illetve két gyogyszer esetében a C1 és &@®entracio mellett a sejtvonalakat az
RI értékek alapjan rezisztensként (R) vagy érzékenyE) osztalyoztunk. (K=kdzepes érték)

Ezutdn a sejtvonalak génexpresszidés adatait gyéggsként kilonvalasztva, két
csoportot (rezisztens és érzékeny) képezve elemeati@bb a fent leirt moédon. Az egyes
gyoégyszerekkel szembeni rezisztencidval 0sszéfiggnek jelen értekezés szempontjabol
nem annyira fontosak, mint azon gének, amelyek tigyszerrel szembeni rezisztenciaval

is Osszefiigghetnek. Erdekes modon nem taldltunkanolyniverzalis rezisztencia-gént,
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amelyik minden gyégyszerrel szembeni érzékenyséigpaefliggést mutatott volna. A gének
kozul azokat, amelyeket legalabb 5 gyogyszerrem&mmi rezisztenciaval 6sszefliggésbe

hoztunk, az alabbi tAblazatban foglaltuk 6ssze:

Gén Gén teljes név E _ 5
7] [&] = c
P c>‘§ = =
=) S S
o = x —-=
> s o Q
= IS £ K7
. o = @)
TRIM2 tripartite motif-containing 2 :-
APOBEC3B apolipoprotein B mRNA editing enzyme
BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2
TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2
C100rf38 chromosome 10 open reading frame 38
ADD3 adducin 3 (gamma)
IGFBP7 insulin-like growth factor binding protein 7
PRG1 proteoglycan 1, secretory granule

serine proteinase inhibitor, clade E,
SERPINE1  member 1

DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4
COX17 COX17 homolog

serine proteinase inhibitor, clade B ,
SERPINB2  member 2

latent transforming growth factor beta

LTBP2 binding protein 2

AOX1 aldehyde oxidase 1

RAGE renal tumor antigen
farnesyl-diphosphate farnesyltransferase

FDFT1 1

MAGED1 melanoma antigen, family D, 1

TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2

211538_s_at ---

TFPI tissue factor pathway inhibitor

DKK3 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

GPSM2 G-protein signalling modulator 2

3. tablazat Azon gének listaja, amelyek legalabb 5 kilodtgyzgyszerrel szembeni rezisztenciaval
0sszefliggést mutattak a 30 sejtvonal génexpressimiédzatanak elemzése sorén

Az egyes gének &lejelzésének hatékonysagat ugyanezen sejtvonaladsateltiik
agy, hogy a teljes statisztikai elemzést lefuttategy sejtvonal kihagyasaval (mindegyik
gyogyszerre kulon-kulén), majd ezutan ezt az egly@ealat osztalyoztuk az igy azonositott

génekkel. Ennek soran dsszesen 220 helyes (alddl detezisztenciat vagy az érzékenységet
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eléore tudtuk jelezni) és 36 hibas osztalyozas késaitiely eredmény a teljes kisérletre
vetitve 6sszesen 86%-0s pontossagnak felel meg.

Végezetil az egyes gyogyszerekkel szemben meghataiegfontosabb rezisztencia
gének kifejeddését TagMan RT-PCR-el is eltigiztik. A microarray technoldgia hatranya,
hogy olyan nagyszdmu gént azonositunk az elemzgésedn, hogy ezek mindegyikének
pontos elleirzése mar csak nagyon nehezen lenne megvalositedd. az RT-PCR soran a
legfontosabb 46 gén mérésértilk ki célul Az ellebrzés soran a kérdés azt volt, hogy a
microarray-eken megfigyelt kilonbség az RT-PCR w&kén is szignifikans lesz-e? Az RT-
PCR kiértékelésnél ezért nem korrelaciét szamolturdnem a sejtek rezisztencia-értékei
alapjan szétosztottuk az értékeket két csoporgaiqztens és érzékeny), majd ezt a két
csoportot hasonlitottuk 6ssze t-prébaval. Bar c4ékgént ellefiriztink, azonban olyan
géneket valasztottunk, amelyek tobb gyogyszerrem&eni rezisztencia-profilban is részt
vettek, igy 6sszesen 76 gyogyszer-rezisztenciatpdttink ezzel a fuggetlen médszerrel is

igazolni p<0,05-6s szignifikancia szint mellett.

4.2 A kemorezisztencia génjei melanoma malignumban

Osszesen négy, a melanoma kezelésében hasznéitsggog! (cisplatin, etoposid,
fotemustin és vindesin) szemben ellendll6 sejtvay@iexpresszidés mintazatat hataroztuk
meg, majd ezt hasonlitottuk a s&ildejtvonal mintazatahoz. Az eredmények alapjaereel
21-25%-a eltéf kifejezodést mutatott.

Négy kulonboé furtelemzést végeztink, amelynek célja volt, hoggghatarozzuk,
hogy az egyes rezisztens vonalak milyen mértékbesoriidak egymashoz. A legkisebb
kiilbnbséget a széil és a vindesin rezisztens leanyvonal kozott fijilemeg. A cisplatin és a
fotemustin rezisztens vonalak hasonlé - bar a &Hifili tavoli - mintazatot mutattak. Valos
ideji RT-PCR mérésekkel igazoltunk két gént, az SLC4@A{p=0,0005) és az LRAP-ot
(p=0,009). A furtelemzés eredményét és az egyealakrk6zotti hasonléan kifejezett gének
szamat az alabbi két dbran foglaltam 6ssze.
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tavolsag: Euklideszi tavolsag: Euklideszi
kapcsoltsag: teljes kapcsoltsag: atlagos

Il |

¥ o

MeWo ETO &
MeWo CIS 1
MeWo FOTE 40
MeWao —‘
MeWo VIN 5 —‘
MeWo ETO 5
MeWe CIS 1
MeWo FOTE 40
MeWo
MeWo VIN 5

tavolsag: Pearson tavolsag: Pearson
kapcsoltsag: teljes kapecsoltsag: atlagos

MeWo
MeWao

MeWo ETO &
MeWo CIS 1
MeWao FOTE
MeWo VIN 5

MeWo ETO &
MeWa CIS 1
MeWo FOTE
MeWo VIN 5

6. abra.A teljes genomot mé&génexpresszios chip segitségével meghatarozatizairalapjan
készitett furtelemzés mutatja, hogy a melanomddseten felhasznalt gydgyszerek kozil melyekkel
szembeni rezisztencia mutat hasonlé génexpressiidézatot.

Cisplatin Etoposide

10268 10701

Fotemustine Vindesine
9880 8913

7. ébra.A kulonbod sejtvonalak kozotti kozosen felll/alul expresséittek szama. A cisplatin és
fotemustine kdzo6tti rezisztencia hasonlosagat addal kozotti nagyszamu kozdsen valtozott gén is
alatamasztja.

A szakirodalomban koradbban szamos olyan gént atmtiak, amelyek az egyes
gyogyszerekkel szembeni rezisztenciaval Osszefiiggggattak 168 197199 &5 amelyeket

sikerllt a gén chip adatok felhasznalasaval isdlyazlasd kovetkezabra).
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MPP1, N74236
STK174, AA45IT54
STK17A, T95619
STK17A, AABETE22
STK17A, HOM184
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p5a,
p53, HE1357
BCL-2, H73130
BAX, AIB65203

MSHZ, HB7795
MSHE, N33054
MLH1, R10662
MGMT, AADTB354

(d)

SRP48, N72301
SRP48, WeT713
SRP45, We2118
SRP46, N30412
SRP46, AI9B554G
KTHN1, AA4ES106
KTH1, AABTBE2T
MME, HEG537
_ | DFMNAS, AA4SE350

DEK, HOZ836

8. dbra.Az irodalomban korabban leirt gének expressziozaka az altalunk vizsgalt sejtvonalakban.
Az egyes géneket Wittig (A), Kern (B), Lage (C3rttke (D) kozleményaib'® 19719y glasztottuk
Ki.

4.3. Tulélés direjelzése sejtkultira modellben azonositott gének
felhasznalasaval

A gén chip vizsgalatok éit meghataroztuk az egyes sejtvonalak relativ isajitésat
a gyogyszerek folyamatosan emel&dancentracioja mellett. Az alabbi reprezentativaab
jOl latszik, hogy a rezisztens leanysejtek szigmalaku sejtvitalitds-gorbéje a logaritmikus
skaldju koncentraciés tengelyen a stidejtvonalakhoz képest jobbra tolédott. Meg kell
jegyeznink, hogy a rezisztencia mért értékei alkmrodalmi adatokat is igazoltak, ezaltal

alatamasztva, hogy a rezisztencia a sejtvonaldiil staroklodo tulajdonsaga. A széil és
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leanysejtekre vonatkoz6 két gorbe kozotti hasadbktivé teszi, hogy meghatarozzunk egy
olyan koncentraciot, amelynél a sidililsejtvonalak mar szinte egyaltalan nem mutatnak
mérhet sejtvitalitdst, mikdzben a rezisztens lednyvonalakég alig mutatnak
vitalitascsokkenést. Ez az érték az, ahol a relatalitdsban a legmagasabb az eltérés - ezen,
az 4brakon piros nyillal jel6lt koncentraciok meleégeztik a sejtekibaz RNS izolalasat a

gén chip és az RT-PCR mérésekhez.

‘o 1
; v —O—HT29PAR
\ —=—HT29RDB
0.8

06 b

0.4

5 o n

0.001 0.01 0.1 1 10 100
koncentracié (pg/ml)

relativ sejtvitalitas

=3

;‘Z*\%?ﬁ“%;” 'Q\_

04 1 —o—HT29PAR \j\ k
0.2 {-{—m— HT29RNOV \OM

0 L o e e BLAa s e S R e
0.0001 0.001 0.01 01 1 10
koncentracié pg/mi)

relativ sejtvitalitas

9. abra.A HT29 sejtvonal (HT29PAR), valamint a daunorubi¢iT29RDB) és mitoxantron
(HT29RNOV) rezisztens lednyvonalai a daunorubi&nés mitoxantron (B) kilonbéz
koncentracioival kezelve eltésejtvitalitast mutatnak. A nyillal jel6lt konceatié mellett hataroztuk

meg az egyes sejtvonalak génexpressziés mintazatat.

A sejtvonalakat két csoportra osztottuk, és a daubicin / doxorubicin illetve
mitoxantron rezisztens lednyvonalakat kilon haswottlik a szihi vonalakhoz. Valamennyi
sejtvonalbdl készilt gén chip mérés, a chipeker@es géneket kulon ellénztik, hogy
valéban adtak-e mérkiefelet? Azon géneket, amelyek nem voltak legalétoim rezisztens
vonalban mérhéek, kizartuk az elemzésh igy Osszesen 38 ezer préba maradt a
doxorubicin rezisztens csoportban és 33 ezer psdlmitoxantron rezisztens csoportban.
Ezutan PAM elemzés elvégzésével rangsoroltuk aze8sgént és azonositottuk azokat a

legfontosabb géneket, amelyek a kiiszOb alkalmazd8a is szignifikansak maradtak.
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Eredményeink igazoltak tobb, korabban mar leirt gléi6 kifejezodését a rezisztens vonalak
esetében, mint a PGP és a BCRP.

A kovetked abran a doxorubicin és mitoxantron rezisztenci&egcsolatba hozott
legebsebb gének szerepelnek. Az abran két okbdl is kéiémeltem az ABCB1 gént.
Egyrészt a gén chipek harom kilonBdarébat is tartalmaztak a mérésére - ezen probak
expresszioja teljesen egyitt mozgott, masrészt saknlaogy mindharom préba szignifikans
expresszidvaltozast mutatott, de a flrtelemzésafoBn az egyes probak egyméas mellé is

kerultek.

Ezutan az ABCBL1 gén kifejgdését RT-PCR-el is lemértiik valamennyi sejtvonglban
amelynek sordn négy daunorubicin / doxorubicingaeins sejtvonal kézul haromban a gén
expresszio-kulonbségét sikerilt igazolunk - meglepdon a HT29 sejtvonalparon belll a

szUbi sejtvonal mutatta a magasabb génexpressziot.

Ezutan kovetkezett a vizsgélat legfontosabb résAéggetlen klinikai mintakon valé
tesztelés. Ehhez Sorlie és munkatarsai altal kaemdlidzolt adatokat® hasznaltunk, amely
vizsgalat 6sszesen 44, doxorubicin monoterapiavetek beteget tartalmazott. Ezen
vizsgalatban ugyanolyan gén chip platformot hasakalmint amivel mi a sejtvonalainkat
elemeztiik, az adatokat a Stanford Microarray Dadiél toltottik le. Sorlie-€k mérése
kordbban tortént, ezért az altaluk alkalmazottgfip még nem tartalmazta az 6sszes altalunk
is vizsgalt prébat (bar a technoldgia és az alkabttgorobak azonosak voltak). Az altalunk

azonositott legjobb gének emiatt nem voltak megdmaifetegekre is.

Ezen okbdl kifolydlag nem az &ltalunk azonositetjjobb géneket hasznaltuk az
osztalyozashoz, hanem egy alternativ kiértékelégextiink. Ennek soranéskoér kis#irtik a
sejtvonalakon késziilt gén chip adatokat, hogy ezakat a géneket tartalmazzak, amel§ekr
klinikai mintakbdl is volt adat. A kdvetkézZlépésben a PAM elemzést Ujra lefuttattuk, de a
kliszobot 1-re allitottuk be. A PAM beépitett ospdald funkcidjaval ezutdn az 6sszes betegre
készitettlink egy 6étejelzést. Az altalunk rezisztensként osztalyobetteg osztalyozasanak
alapja, hogy a ,doxorubicin rezisztens sejtvonatekimutatott nagyobb hasonl6sagot”, mig
az érzékenyként osztalyozott betegek az ,érzékenglakhoz hasonlitottak jobban”.
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10. 4bra PAM elemzéssel azonositott legfontosabb généfomkabraja a négy doxorubicin-
rezisztens (A) és a négy mitoxantron-rezisztenke @By sejtvonalnak a négy séiivonallal tortérs
0sszehasonlitdsa alapjan. Az abrék bal oldala uggan gének hierarchikus furtelemzésének abrajat
mutatja. A piros nyilak a centroid plot legsebb génjét jeldlik, a kék nyilak az ismételt pidba
reprodukdlhatosagat illusztraljak.
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11. abra Az ABCBL1 gén kifejédése valamennyi sejtvonalban. A HT29PAR sejtvanabgetlen,
ahol a szidi sejtvonalban magasabb a gén kiféjgzse
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A betegek osztalyozasa eredményeképpen két csop@ptunk, amelyeket Kaplan-
Meier elemzéssel hasonlitottunk Osgéesd kovetker abra). A rezisztensként osztélyozott
betegek (akiknél tehat azéetjelzés alapjan a doxorubicin monoterapia nem hegAsos,
n=23) tulélése 32,9+18,7 hdénap volt, mikozben azéleny betegek (akiknél tehat az
elérejelzés alapjan a doxorubicin monoterapia hatésss n=21) talélése 49,7+26,1 honap
volt. Hasonl6 elemzést a mitoxantron-rezisztenémsgélatara nem tudtunk végezni, mivel

nem allt rendelkezéstinkre ehhez felhasznalhat@aeyag.

1.2
1 IIILI
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2 '| ® kizart
o
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E I érzékeny
g 0.4 I-I
0.2
0 T T
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Tulélés hénapokban

12. dbra Doxorubicin monoterapiaban részesilt betegekéséégén chip adatok alapjan
rezisztensként és érzékenyként osztalyozott bétépétk szignifikansan eltért (p=0,0334). Az
osztalyozas a rezisztens, illetve érzékeny sejakiven mért génexpresszios mintazathoz valo

hasonlésag alapjan tortént.

4.4. A PSMB7 gén oki szerepének igazolasavitro ésin silico

A doxorubicin/daunorubicin rezisztencia génjeinakonositdsahoz rezisztens és
érzékeny, valamint gyogyszerrel kezelt erzékenyvepglak érzékenységét hasonlitottuk
0ssze. A mérések egy olyan koncentracié melletémndek, amely mellett a rezisztens vonalak
az érzékeny vonalakkal szemben még nem mutatnakijsl proliferacio-csokkenést. A
rezisztenciaval 6sszeflgggének kodzll azokat fogadtuk el szignifikAnsnakelek nem

mutattak eltéf expressziot a gyogyszerrel valdé kezelés hatas@gyis csak a rezisztens
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vonalakra voltak jellemiek. Az eltében kifejeddé gének kozott Osszesen Kett
proteaszéma-alegységet azonositottunk, a PSMD#&8-atPSMB7-etlasd kdvetkezabra).

ABCE1 PALM2-AKAP2
A1

ABEB1 RAD17
PLACE SCAMP1
HISTTHAC PHF10
THRAPS SCANP
16 C2655 FLI13576
KIAAI042 NRAS
LOC51337 LOC157567
FINA RAB26
GADDA5GIP1 CEorfiog
SLDS 212708_at
ZK PLAZGAB
OPRS1 EIF4B
OPRS1 PPM1E
PVR 218938 _at
TIMI13 SLCEAT
SHIBGRLS RNF44
AK1 EIF48
AGPATZ ZFP3EL2

BL3 ZNFaq
HMOX2 PFKL
ITM1 KlaA1042
DEAT1 PCDHGAT
KIAA1508 HCAP-G
C20arfa7 Locaz4az
DPM2 BRCAT
GFER L0 ca0808
3TA3 KIAAD286
S5SCA1 RECQL
MPPA RECQL
H HOSIP MKIET
! PSMB13 WKIGT
| PSMD13 Cl00r3
c&la6 APDC1
1 GOSR2 HIF
MG C10993 217520 _at
] NIIT1 200651 s_at

h TSTA3 FECN1
PANK FECHNA

h PSMB7 (- STIMMA

| L7 CREM
212148_at C12oris
212708 at SHEBPA
SEX2|P FLNA
RFL15 FLNA
PHF1D RRI2
RAD17 FLI10520
RAMP FLI1D828
APOGY RAMP
220651 _s_at HUMGT 1984
CsPee 200172
ANP3ZE cboe
TOPZE cbos
FAM3A PR
RECOL C18orm24
UPF3B FLI13912
MKIET FLI13912
CHDS AL
PCMT MAPRE1
PO GPATCA
PEM1 DDX52
KIAADOT3 DCK
212183_at CALU
217106 75_at TUBB
ZNF403 %
WMEHZ SLDS
S5A2 PTRF
DCP2 PSFH
SRPK2 REAFG00
DICER1 ALAS1
KNSL? GEMIN
SIRTA OPRS1
LEPROTL1 OPRS1
KIAADSSZ AK1
S5A2 NOSIP
BRCA1 PINT
LOCA0806 TGFE1
SPTLG1 F2smES
TAFT MRP512
REMSA MRPS12
LOCg2452 MRPE12
BUB3 GTSE1
Corl76 TYMS
oL POLR2G
WM& C16043 CKS1B
KIAAI50S SPAGS
TOP2A FLI10241
KIF11 KIF2E
ENPF KIFZC
SME2L1 DKFZP4348168
FLI21208 TRIP
GEAS OPA3
FLI13213 24569 _at
Wil DISWsITSe
SHOC2 AP251
APRIN PHE
ZRF1 200121
TBK1 NUP43
KIF14 HSPC163
usPa CYBS-M

13. abra Hierarchikus furtelemzés segitségével vizualikadt mindharom alcsoportot
megkulonbdztét(A) és a szdl és a kezelt szdil sejtvonalakat megkulonbozidiB) géneket. A piros
nyilak a proteaszéma alegységeket jeldlik. Pirds: spagasabb, zdld: alacsonyabb expresszio; par:

szUbi vonalak; RD: rezisztens lednyvonalak; treadD: gysrerrel kezelt vonalak.
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A GEO adatbazisaibdl 6sszesen 1592 beteg adaltg@ittiik le, ezekben a betegekben
a 64 ismert proteaszoma alegység expresszidjantdsdtavizsgaltuk a kidjulasmentes
thlélésre a génexpressziok medianja alapjan. Ossz&2 proteaszoma alegység mutatott
szignifikans hatast, amelyek kdzo6tt a két fentggteeg kozul a PSMB7 volt jelen. A PSMB7-
et az Affymetrix gén chipeken a 200786 _ati jetébaval hataroztuk meg. A PSMB7 p<l1E-16
mellett igen jelertis dsszefiiggést mutatott a tuléléssel - a medidnaghsabb kifejerést
mutat6 betegek progndézisa rosszabb volt, mind aanedl alacsonyabb kifej@dést mutato
betegeké. A rendelkezésre all6 klinikai adatok ydsagai miatt nem tudtuk vizsgalni, hogy
a gén kifejeddése milyen hatassal van a tulélésre a kulonipdatokollokkal kezelt betegek
esetében. A tovabbi vizsgalatok soran a tobbi akéget nem vizsgaltuk, mivel azok nem

mutattak 6sszefliggést a tuléléssel.

HR=25(21-29)
logrank P = 0
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14. dbra Kaplan-Meier tulélési elemzés 1592 érakos betegben. A betegeket két csoportra osztottuk
az alapjan, hogy a PSMB7 gén (200786_at préba ach@ren) expresszioja a median felett (magas)
vagy alatt (alacsony) volt.

A PSMBY7 funkcionalis hatasat RNS interferencigéKettel vizsgaltuk meg. A génre
harom kilonb6é siRNS oligot terveztiink, amelyek a 200-as, 548éss az 462-es
poziciokhoz kotottek be. A PSMB7 csendesitésénekékdt PCR vizsgalattal igazoltuk, a

PCR primerekek ugy terveztik, hogy a két ck@ly kozotti szakasz ne tartalmazzon
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kotohelyet az siRNS oligokhoz, hogy ezaltal azt a hatéjuk mérni, amely a mar aktivalt

dicer enzim &ltal lebontott mMRNS-ek mennyiségi nagtozasat is tartalmazza.

500 548 |i 560 i  kiprobalt siRNS oligok

W ! 5 A4 4 MRNS
—{ H H H H M - hossz:

‘-( V MUA AMAUA A 1012;1t

204 404 PCR primerek

15. abra A PSMB7 gén attekifiképe. Az exonokat szirke dobozok, az Affymetnoaniay-eken
talalhat6 probakat haromszogek jeldlik. A fektedmszdggel jelzett probak egy-egy exonhaddkék
be, az Ures haromszdgek az exonok kapcsolodo kégeek be. Az dbra félsészén a kiprébalt
SiRNS oligdk pozicidit, az alsé részén a PCR pn&bthelyeit nyilak jeldlik. TKH: transzkripcios

kezdhely
l Kontroll ' Kontroll
l PSMB-7 siRNS ' GAPDH siRNS
! (két oligo) ' (két oligo)

16. dbra Az siRNS-el végzett génelcsendesités hatasaeaménszidra. A leghatdsosabb (87%-0s)
PSMBY7 elcsendesitést az 548-as pozicidban d&kk6iRNS molekulaval értik el

A rezisztens sejtek 79,8%-a élt tul a doxorubikezelés mellett, amely 31%-ra
csokkent az 548-as poziciéra bek@iRNS oligoval végzett géncsendesités mellett. Az
SiRNS kezelt és kezeletlen, doxorubicinnal kezeditek kozott a kilénbség magasan
szignifikans volt (p=0,001). Az érzékeny sejtek 48%It tul doxorubicin kezelés mellett, mig

a negativ kontroll SIRNS kezelés utan a sejtek #Z3#taradt életben.

A rezisztenciara gyakorolt hatast paclitaxel kégzemellett is megvizsgaltuk. Az

érzékeny sejtek 43%-a élte tul a kezelést, mig rabioalt SIRNS és gydgyszeres kezelés
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hatdsara a rezisztens sejteknek minddssze 23%-adtméletben. A két csoport kozoétt a

kiilbnbség itt is szignifikans volt (p=0,03).

p=0,001

-
3%
|

-
—

o
[+4]
L

A

0.6 -

relativ sejtvitalitas
o
'S

o
]
1

o

MCF7 MCF7-Radr MCF7-Radr +

RNAi

I .

MCF-7 MCF-7-RAdr MCF-7-RAdr+RNAi

p=0,03

- = = e
= R B ® o
L ' . L A

B

relativ sejtvitalitas

o o o o
o M s O

17. abra A PSMBY7 csendesitésének hatasa a sejtek reitatiivésara gyogyszeres kezelés mellett a
kezeletlen vonalakhoz viszonyitva doxorubicin §¥)aclitaxel (B) kezelés mellett. A rezisztensiszUl
vonal (z6ld) nagymeértékpusztulast mutat, a rezisztens leanyvonal (MCFA@fRsarga) vitalitas-
csokkenése nem észlethétz elcsendesitett PSMB7 mellett a sejtek vitaigz érzékeny sill
vonalakéval volt azonos.

4.5. Parallel evolucios modell a parhuzamosan |éfji/ 6 rezisztencia
modellezésére

A rezisztens vonalak létrehozasa soran a konagdérhelések utan @&brdult, hogy
egyes vonalak olyan mértékben kihaltak, hogy atlbv&ezelés mar nem volt lehetséges.
Ezért a masfél éves kezelés eredményeképpen aZdintlu vonalbdl 27 rezisztens
leanyvonalat fejlesztettiink ki. Az IC50 értéke waémnyi sejtvonalban legaldbb a
kétszeresére att. Az egyes vonalakban a harom masik gyogyszerseembeni
keresztrezisztencia mérletolt, azonban nem mutatott dsszefliggést a széleézihasznalt

szerrel szembeni rezisztenciaval. Az aladbbi &bran rezisztencia Iétrehozasanak
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folyamatébrajat, valamint az egyes vonalakban azrtés gyogyszerrel szemben elért
érzékenység-valtozas mértékét tiintettem fel.

e +doxorubicin Leany-sejtvonalak Rezliszte’nc:ia
sejtvonal relativ mértéke
MDA-MB-231-R1

3.3
—>
e MDA-MB-231-R4 3.8
[, MDA-MB-231-R5 3.7
= £z e MDA-MB-231-R8 4.2
055 — MDA-MB-231-R9 26.4
N 23 —
Y o MDA-MB-231-R10 29.5
- O
= gg ., MDA-MB-231-R11 24.2
< 2 a e — MDA-MB-231-R12 4.5
(] == — —_— MDA-MB-231-R13 3.8
L 5 —_—
=00 : MDA-MB-231-R15 2.6
[, — MDA-MB-231-R16 5.0
— — MDA-MB-231-R17 4.1
— —_— MDA-MB-231-R18 3.1
L —_—
MDA-MB-231-R19 28.4
MDA-MB-231-R20 3.3
MCF7-R1 2.2
- MCF7-R2 3.4
— MCF7-R3 2.2
_ — MCF7-R4 4.3
EE ; MCF7-RS
aa — - 2.1
~ =2 — MCF7-R6 12.1
- 33 —_— MCF7-R7 4.7
1 —
LL Eﬂi . MCF7-R8 9.6
®) 2% +paclitaxel MCF7-R3 21
=5 a MCF7-R10 7.6
2o
OO0
0o I:: MCF7-R12 2.8
,_I_’_’_ —_— MCF7-R13 2.5
I:: t — MCF7-R14 3.2
> MCF7-R20 23

t=18 honap

18. abra A rezisztencia parhuzamosan létrehozott modeljénteking folyamatébraja és a
rezisztencia egyes sejtvonalakban elért relatimjgziNarancssargaval a paclitaxellel szemben
legellendllobb vonalakat, citromsargaval a doxowibnal szemben legellenallébb vonalakat jeldltem

meg.

Az RT-PCR-el vizsgalt prébadk a doxorubicin- és paclitaxel-rezisztenciaval
kapcsolatba hozott gének mellett hormon receptar@sa tuléléssel kapcsolatba hozott
géneket is tartalmaztak. Amikor azt vizsgaltuk, ywogelyik az a mechanizmus, amelyik
leginkabb hozzajarul egy adott sejtvonalban a eéeixia kialakulasahoz, akkor azt talaltuk,

hogy egy-egy sejtvonalban minddssze egy-két mezhars volt egyiddjleg aktiv. Az
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aramlési citometrids mérésekkel nem figyeltiink reggértelnii dsszefliggést a rhodamin

kiaramlas és a rezisztencia mértékek kdzott.

-3.0 1:1 30
et 3l ] )1 R, RPN

T T L eeie o
AReERL LR IR ST TN NONT, NOF D00,
Pttt macodddadgdd g Ldq
e R R R R AR R
oooooanonanaaaoa o
PESTRIP R i &1 R Eindind ikl v v o e o o o
0000000000000 0000L00LN0000LLL000
ES5553EEEEE53E33CEE3E3E33E3EEEEEE=S5=

ABCB1-Hs00 184500_m1
ABCC1-HsD0219005_m1
ABCG2-Hs00184079_m1
ARHGAP28-Hs00191351_m1
DOPEY2-Hs00182885_m1
ERBB2-Hs0017043m1
ESR1-Hs01048815_m1
FANCL-Hs00250843_m1
GAS1-Hs002687 15_s1
GASE-Hs00181323”m1
GIPC1-Hs00194807_m1
HDGFRP3-Hs00274888_m1
HSDL2-Hs00053680_m1
HSPAS-Hs00048084_g1
LYPLAZ2-HsD0855445 g1
MAP4-Hs007 37065_m 1
MAP T-Hs00902188_m1
MSLN-Hs00245879_m1
MVP-Hs00245438_m1

MY 0@B-Hs00188 108 _m1
MYRIP-HsD0530278 __m1
PGR-HsO017218m1
PHF1-Hs00256058_m1
PRPS2-Hs00287624_m1
PSMB7-HsD0160607_m1
SNCG-Hs00268306_m1
TOP2A-Hs03063307_m1
TSPANS-Hs00810327 _m1
TUBA1A-HsD0382387 _m1
TUBA1B-Hs00744842_sH
TUBA1C-Hs00733770_m1
TUBB2A-HsD0742533 1
TUBB2B-Hs00B03550_g1
TUBB2C-HsD0607181 g1
TUBB3-Hs00884862_g1
TUBB4Hs00760068 _s1
Z¥X-Hs00170200_m1

19. dbra Az RT-PCR-el mért gén expresszios értékek alazjinkdddal ellatott furtdiagram,
amelyben valamennyi sejtvonalat abrazoltunk. Arfpbétok azt a mintét jelélik meg, ahol az adott

gén a legmagasabb kifejiest mutatta.

A citogenetikai elemzés azt mutatta, hogy az jiveealak 60-110 kromoszémaval
rendelkeztek, amelyek kozul az 1-es, 17-es és XrarvoszOmak voltak a legtobb esetben
tobbszorozve. A G-sav festés alapjan a 3-as, 185 és a 21-es kromoszémak mutattak a
legnagyobb valtozékonysagot. Leggyakrabban tor8jp2il-es és a 18qg21-es teriiletek voltak.
Az atlagos Shannon-féle diverzitasi index 2,03 ,valszibi vonal (MDA-MB-231) 2,05-6t
ért el. A CIN pozitiv vonalak atlagos rezisztenagianagasabb volt, mint a CIN negativ
vonalaké, de a kuldonbség nem volt statisztikailagrsfikans.
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RT-PCR proba |Gén Gén neve Sprmn| p- |[Sprmn| p-
ertek ertek
vs. Doxorubicin| vs. Paclitaxel
Doxorubicin rezisztenciaval kapcsolatba hozott gérke rez. vonalak rez. vonalak
Hs00184500_m1{ABCB1 [ATP-binding cassette, sub-fam|ly0.42 | 0.030| 0.33 | 0.072
B (MDR), member 1
Hs00219905 m1|ABCC1 |ATP-binding cassette, sub-fam|ly 0.00 | 0.492| 0.27 | 0.073
C (MRP), member 1
Hs00184979_m1{ABCG2 [ATP-binding cassette, sub-fam|ly-0.25 | 0.085| 0.01 | 0.470
G, member 2
Hs03063307_m1| TOP2A |topoisomerase (DNA) Il alpha 0.48 | 0.003| 0.08 | 0.331
170kDa
Hs00245438_m1| MVP major vault protein -0.26 | 0.077| 0.42 | 0.009
Hs00946084_g1l |HSPAS5 |heat shock 70kDa protein 5 0.20 | 0.142| 0.37 | 0.019
Hs00160607_m1{PSMB7 |proteasome unit beta-type 7 -0.14 | 0.221| -0.18 | 0.164
Paclitaxel rezisztenciaval kapcsolatba hozott gének
Hs00362387_m1| TUBALA |tubulin, alpha 1a -0.34 | 0.033| 0.38 |0.018
Hs00744842_sH|TUBA1B |tubulin, alpha 1b -0.40 | 0.012| 0.14 |0.229
Hs00733770_m1| TUBA1C |tubulin, alpha 1c -0.32 | 0.042( 0.49 [0.003
Hs00258236_m1| TUBB1 |tubulin, beta 1 0.05 | 0.455| 0.10 | 0411
Hs00742533_s1 | TUBB2A |tubulin, beta 2A -0.35 | 0.026 | 0.42 | 0.009
Hs00603550_g1 | TUBB2B |tubulin, beta 2B -0.21 | 0.130( -0.21 | 0.127
Hs00607181_g1 | TUBB2C |tubulin, beta 2C -0.49 | 0.003| 0.19 |0.157
Hs00964962_g1 | TUBB3 |tubulin, beta 3 -0.45 | 0.006 ( 0.42 [0.010
Hs00893144 gl | TUBB4 |tubulin, beta 4 -0.34 | 0.033| 0.45 | 0.005
Hs00902188 m1| MAPT microtubule-associated protein tau0.28 | 0.066 [ -0.10 | 0.299
Hs00737065_m1| MAP4 microtubule-associated protein 4 -0.20 [ 0.138| 0.53 | 0.001
Emlérak hormon receptorok
Hs01046815 m1|OR Osztrogén receptor 1 0.11 | 0.273| -0.28 | 0.060
Hs01105519 m1|OR2 Osztrogén receptor 2 (ER beta)| -0.01 | 0.489| -0.45 | 0.085
Hs00172183_m1| PGR Progeszteron receptor 0.09 | 0.350| -0.13 | 0.297
Hs00170433_m1|ERBB2 |ERBB2 -0.05 | 0.401( -0.26 | 0.075

4. tabldzat Spearman rang korrelacié az RT-PCR alapu génesgaié és az MTT-vel mért IC50

értékek kozo6tt a doxorubicin- és paclitaxel-reeisgtvonalakban. Félkoévér: szignifikancia <0,01.

Sprmn: Spearman rang korrelacios koefficiens
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20. &bra.Az MDA-MB-231-es sejtvonalbol szarmaztatott vokizda mért ploiditas (felsdbra) és az

0j strukturalis eltérések szdma (als6 abra) kromdasmkeént abrazolva.
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21.abra Citogenetikai eltérések az MDA-MB-231-es vonahy@onalaiban. Fehér hattér: normalis
kromoszémakészlet; zold hattér: a székjtvonal kromoszomakészlete; piros hattér: dsmens
vonalakban talalt eltérések. Az RT-PCR-el mért gé&tieelyezkedését nyilak jeldlik a

kromoszémakon.
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4.6. Célzott terapias szerekkel szembeni reziszteac

A 45 sejtvonalban elvégzett rezisztencia-tesztedpjah az 6t gydégyszerre sorba

rendezett sejtvonalakat a kbvetkaablazatban mutatom be.

Sejtvonal Eredet lapatinib erlotinib sorafenib sunitinib gefitinib
CCRFCEM ALL SW948 0,26 NCI-H441 | -0,11 NCI-H69 -1,53 A-375 -0,15 Hep-3b | -0,09
MOLT-4 ALL K-562 0,43 HCT-15 -0,08  NCI-H441 | -1,25 caOVv3 0,07 HCT-15 0,06
K-562 Csontvel NCI-H358 = 0,48 caOVv3 -0,02 A-375 -1,04 HCT-15 0,08 SW403 0,11
SK-N-AS Agy HCT-8 0,48 SW948 0,09 caOVv3 -0,99 SW948 0,21 C-4ll 0,18
BT-20 Emb HCT-15 0,49 A-375 0,22 Hep-3b -0,91 NCI-H441 0,31 NCI-H358 @ 0,22
MCF-7 Emb HT-1080 0,54 NCI-H1993 0,24 C-4l -0,68 NCI-H358 0,33 NCI-H69 = 0,23
RAJI Burkitt 1. NCI-H441 0,56 NCI-H1650 0,28 SW-620 -0,63 SW-620 0,35 WIDR 0,28
C-33A Méhnyak MCF-7 0,62 NCI-H358 0,30 HT-1080 -0,58 SW480 0,38 caOVv3 0,29
C-4l Méhnyak caOVv3 0,65 C-4ll 0,31 HCT-15 -0,57 MCF-7 0,39 SNU-449 0,29
C-4ll Méhnyak SNU-475 0,65 SW480 0,39 DMS 79 -0,53 HCT-8 0,41 HT-1080 @ 0,29
HCT-15 Vastagb. Hep-3b 0,66 NCI-H661 0,42 C-4ll -0,50 A427 0,41 A-375 0,30
HCT-8 Vastagb. NCI-H1650 0,71 SNU-449 0,43 NCI-H1993 -0,45 Hep-3b 0,43 K-562 0,31
SwW403 Vastagb. A-375 0,73 C-4l1 0,47 SW480 -0,41 C-4ll 0,43 HCT-8 0,34
SW480 Vastagb. HOS 0,73 K-562 0,48 SHP-77 -0,36 | NCI-H1650 0,44 | NCI-H661 0,36
SW-620 Vastagb. BT-20 0,74 SNU-475 0,50 K-562 -0,34 HT-1080 0,51 MCF-7 0,41
SW948 Vastagb. SHP-77 0,77 MCF-7 0,51 A427 -0,33 NCI-H82 0,51 C-4l 0,41
WIDR Vastagb. CCRF-CEM 0,78 Hep-3b 0,51 HCT-8 -0,31 ES-2 0,51 | CCRFCEM 0,43
HT-1080 Fibrosarcom{ SNU-449 0,78 | CCRF-CEM 0,55 NCI-H358 -0,30 | CCRF-CEM 0,51 | SNU-475 0,47
A-498 Vese C-4ll 0,78 NCI-H69 0,55 SW403 -0,28 SNU-475 0,51 SW-620 0,47
Hep-3b Maj NCI-H1993 0,82 SW403 0,55 SNU-475  -0,28 WIDR 0,53 | NCI-H82 0,47
SNU-182 Maj SW480 0,82 HOS 0,58 | COLO-668 -0,25 | NCI-H1993 0,54 SW480 0,48
SNU-423 Maj C-33A 0,87 HT-1080 0,58 | CCRF-CEM -0,19 NCI-H69 0,56 ES-2 0,51
SNU-449 Maj WIDR 0,88 C-33A 0,59 MOLT-4 -0,18 HOS 0,59 | NCIH1993 0,51
SNU-475 Maj AN3_CA 0,89 AN3_CA 0,60 MCF-7 -0,16 | SNU-449 0,60 | NCI-H441 0,51
A427 Tuds SNU-423 0,90 ES-2 0,61 | NCI-H1975 -0,14 C-4l 0,61 C-33A 0,53
COLO668 Tud A-498 0,91 SW-620 0,61 SW948 -0,12 MOLT-4 0,61 DMS 79 0,54
DMS 114 Tud NCI-H661 0,95 BT-20 0,67 SNU-423  -0,12 K-562 0,63 | SNU-182 0,57
DMS 79 Tud SwW403 0,96 NCI-H82 0,68 SNU-449  -0,11 AN3_CA 0,63 SHP-77 0,64
NCI-H358 Tud C-4l 0,98 WIDR 0,70 C-33A -0,11 SNU-182 0,66 MOLT-4 0,65
NCI-H441 Tud DMS 114 0,98 MOLT-4 0,73 WIDR -0,11 BT-20 0,66 RAJI 0,65
NCI-H661 Tud RAJI 0,99 A-498 0,73 NCI-H82 -0,09 | COLO-668 0,71 | NCIH1650 0,67
NCI-H69 Tuds SNU-182 1,01 HEC-1-B 0,73 SNU-182  -0,08 A-498 0,72 A427 0,69
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NCI-H82 Tuds ChaGo-K-1 1,01 SNU-423 | 0,81 | ChaGo-K-1 -0,07 | SK-N-AS 0,72 BT-20 0,69
SHP-77 Tud NCI-H82 1,02 NCI-H1975 @ 0,82 RAJI -0,05 RAJI 0,72 AN3_CA 0,71
ChaGOK1 Tud MOLT-4 1,03 DMS 79 0,82 BT-20 -0,01 | NCI-H1975 0,73 SNU-423 0,73
NCIH1650 Tud NCI-H69 1,03 RAJI 0,82 DMS 114 0,00 | ChaGo-K-1 0,78 NCIH1975 0,74
NCIH1975 Tud ES-2 1,05 ChaGo-K-1| 0,83 HOS 0,01 SNU-423 = 0,80 A-498 0,80
NCIH1993 Tud NCI-H1975 = 1,08 DMS 114 = 0,89 NCI-H1650 0,14 NCI-H661 = 0,88 ChaGo-K1 0,81
RD Izom SK-N-AS 1,10 SNU-182 | 0,90 RD 0,20 DMS 79 0,89 HOS 0,87
CaOVv3 Petef. A427 1,10 COLO-668 | 0,91 SK-N-AS 0,20 SHP-77 0,90 DMS 114 0,93
ES-2 Petef. RD 1,12 HCT-8 0,95 ES-2 0,21 C-33A 0,91 SK-N-AS @ 1,04
HOS Szarkbma COLO-668 | 1,13 A427 0,98 HEC-1-B 0,31 DMS 114 = 0,92 | HEC-1-B = 1,07
A375 Bor DMS 79 1,20 SK-N-AS 1,00 NCI-H661 | 0,32 RD 0,96 RD 1,28
AN3_CA Uterus HEC-1-B 131 RD 1,01 A-498 0,49 HEC-1-B 0,98 COLO668 | 1,34
HEC-1-B Uterus SW-620 1,31 SHP-77 1,04 AN3_CA 0,61 SW403 1,08 SW948 1,45

5. téblazat A 45 kivalasztott sejtvonal az 6t gyogyszerrehszeni rezisztencia mertéke alapjan sorba
rendezve. A bekeretezett kozépsnalakat osztalyoztuk kozepeskeént, és az alzigé{tens) és fels
(érzékeny) csoportba sorolt vonalakat hasonlito#gkméassal dssze.

A fentebb ismertetett médon SAM-mel és rank proshatt meghatarozott géneket
PAM-mel teszteltik a sejtvonalakban. Ennek soré&ejtvonalak 92,8%-at helyesen tudtuk
osztalyozni az 0sszes gén felhasznalasaval ésteorspk 79%-at a legjobb 100 gén

felhasznéalasaval.

A legebsebb 63 gén kifejédésében mutatott kilonbséget ezutdn RT-PCR
felhasznalasaval teszteltiik, amelynek eredményekepfb gént igazoltunk p<0,05-6s
szignifikancia mellett. A legszignifikAnsabb génloénib esetében az ITGB4, gefitinib
esetében az IADA, sorafenib esetében a FAT4, kipagsetében a FURIN és az ME1,
sunitinib esetében pedig a KRT18, az LGALS8, a RAB% a CD9 voltak. Néhany gén tdbb
gyogyszerrel szembeni rezisztencidval is 0sszefiggéutatott (ami nem meglép ha
figyelembe vesszik a kdzos jelatviteli utak felépét) - ilyen volt a COL3A1, az ANXA3, a
RAB25 és a KRT19. Ezen tobb gydgyszerrel is 6sgggfigéneket az aldbbi kdrdiagrammon

("circos" dbran) mutatjuk be.
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22. 4bra A tobbszoros rezisztenciaval kapcsolatba hozstek (bal oldal) és az egyes gyogyszerek
(jobb oldal) kapcsolata. A szalagok vastagsagaragkécio mértékével ardnyos. A legtdbb gént a
sunitinib-rezisztenciaval hoztuk kapcsolatba, miggkevesebb kapcsolatot a lapatinib esetében

talaltuk.

A sejtvonalakban elvégzett igazolas utan a I|dgjaéneket veserakos
mintakban is megvizsgaltuk immunhisztokémiaval. Z8sen 39 betegjt gyijtottiink mintat,
a median teljes tulélés 14 honap volt (az atlagbs&és 20 honap). A tumorokbdl készilt
TMA-kban az LGALS8, a RAB17, és az EPCAM f&#ési intenzitasa illetve pozitiv sejtek

aranya szignifikansan dsszefliggott a jobb tulélédsea CD9 nem mutatott dsszefliggést.
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23. 4bra Az EpCAM immunhisztokémiai festése (bal oldalpjah két csoportra osztott veserakos
betegek tulélése szignifikansan jobb volt (joblabldaplan-Meier gorbe, p=0,01).
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4.7. A melanoma pathogenezisével kapcsolatba hozgtnlistak
dsszehasonlitasa

Osszesen kilenc olyan vizsgalatot azonositottumkelgek valamennyi feltételnek
megfeleltek??2-22 A kdzlemények egymastdl jeléisen eltértek, egy cikk csak sejtvonalakat
hasznalt, 6t kozlemény sejtvonalakat és tumormatidéett) kozlemeény csak tumormintékat,

egy cikk pedig vérmintak felhasznalasaval hatatoneig génlistat.

A kilenc kdzleményben a melanoma pathogenezisésstefliggésben 6sszesen 815
kilonb6® gént azonositottak. Ezek kozill 43 gént tobb viegga leirt. Osszesen 6t gént
(ERBB3, ADRB2, MERTK, SNF1LK és ITPKB) irtak le le@n vizsgélatban és egy gént
(RAB33A) négy vizsgalatban.

A gén-ontoldgiai elemzés eredményeképpen a lebmk&éllilreprezentalt kategoriak a
membranon ativél receptor tirozin kindz utvonalak (p=8,4E-10), ®&rstejlodés (p=9,4E-
09), a morfogenezis (p=1,7E-08), a szempigmentdici$zintézise (p=2,2E-08) és a virusokra
adott valasz (p=8,8E-08) voltak.

4.8. Az embrak progndzisaval kapcsolatba hozott génlistak kergzt-
elemzése nyers adatok Ujrafeldolgozésa utan

Hét olyan kdzleményt azonositottunk, ahol a nyeta ghip adatok is elértigk
voltak, ezekben a kdzleményekben 6sszesen 147@Beteészilt gén chipet kdzoltek le.
Mivel a klinikai adatok alapjan félht az egyes vizsgéalatok kozoétti nagyfokd hasonlpsag
ezért az 6sszes mintat sorba rendeztik az atlagddShhormalizalt génexpresszidk alapjan.
Azoknal a mintaknal, ahol az atlag egyezett, azesgyének szintjén is ellénztik, hogy
valéban ugyanarrdl a mintardl van-e sz6. Valamemwhyan gén chip, ahol az atlag egyezett,
az egyes gének szintjén is azonos volt. Osszes@nmedindans gén chipet azonositottunk,
amelyek 251 eredeti tobbszorts kozlését tartalrkaatZzonban az egyes vizsgalatokban mas
és mas klinikai adattal l1attdk el az adott betegeRajat elemzésiink soran ezeket a klinikai
adatokat 0sszegjtottik, és ezutan egy-egy betegre valamennyi addéshebtvé tettiink a

tovabbi elemzésekhez.

A végs$ adatbazis az 6sszesen 1470 gén digbak az 1079 egyedi gén chipet
tartalmazta. A redundans mintak eltavolitasavalirdkai adatok is jelertisen megvaltoztak:
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az atlagos kidjulas mentessitét évvel hosszabb lett, a nyirokcsomé pozitivebek aranya
kevesebb mint a felére esett. A végmlatbazisban a mintak 77%-a volt 6sztrogén recepto
pozitiv, 13%-a nyirokcsomoé-pozitiv, az altagos ulas-mentes iél 9.0 év volt, a betegek

atlagos kora 5613 év, a tumorméret pedig 2,3+IhPvalt.

Eredeti kozlemény Elemzés
) « _ o
& g o 2 o g | &, c x
o 8 S o 3 E N8 g F
X =] = £ >0 o 4 i g o
S £ S T g g |2sg| 2
o g < g = ¢ 58| §
M < <
89 Affymetrix 56 metagen| Kidjulas &lejelzése| ,,, ;
HGU9SAY2 74 préba 0.017
159 | Affymetrix 64 gén JO és rossz 0.00081
HGU133A progndzisi betegek | 212 | 72 préba| (GSE1456
elkilonitése nelkal*)
286 | Affymetrix 76 préba Téavoli attét éte- 0.00001
HGU133A jelzése nyirokcsomor 2 | 76 proba| (GSE2034
negativ betegekben nelkal*)
244 | insilico 7 gén Prognozis éfte-
jelzése nyirokcsomor 214 | 19 proba|  0.033
negativ betegekben
162 | cDNA chip 21 gén Klinikai kimenet
10,368 elérejelzése 2151 30 proba|  0.018
prébaval
135 | Agilent human | 70 gén Prognosztikus )16 )
1A oligo chip mintazat 91 proba|  0.00071
65 Agilent teljes | 822 gén Osztrogén-
genom gén szabalyozott 217 331 0.044
chipek génekkel kimenet préba '
elérejelzése
249 | Affymetrix 18 préba Grade 1 és grade 3 ¢ i
HGU133A+B megkilénboztetése 13 proba)  0.00007

6. tAbldzat Az 1079 egyéni gén chip mintdban a tesztelt Rongi@tazat kozul nyolc ért el statisztikai
szignifikanciat. *A datasetek itt az eredeti kozaagekben is felhasznalasra kerultek, ezért a ta@sild
a teszthalmaz atfedésének elkeriilésére ezeketukizar elemzésh

A kordbban kozolt vizsgélatok kdzott 6sszesen @06 génlistat azonositottunk,
amelyek kozul a fenti tabldn bemutatott nyolc g#aliért el statisztikai szignifikanciat

p<0,05-0s kisz6b mellett. A génlistak egyes gémjedtvégzett szamitdsok alapjan a
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képesek voltak a j6 és rossz progndzisu betegdidbdaiteni.

A gén-mintdzatok mellett a klinikai paraméterekrejelzs értékét is kiszamoltuk,
valamint a génexpresszids adatok alapjan egy alyasztalyozét is fejlesztettiink, amely az
0sszes 1079 beteg adatai alapjan készilt. Amermmyibgénexpresszids adatokat a klinikai
adatokkal kombinaltuk, ugy 44 gén felhasznalaséa magas szignifikanciat tudtunk elérni

(lasd kovetkezabra).

genexpresszio : nyirokcsomo statusz csomé-
TR — csomo+ ||
o 08
v
!m
i . T N I ™
N
1]
B o e L1 S ] L3 SRR
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>
S I R PP 5g-ememnenen
p=1.3E-12 p=0.01
o . . . 0 ‘ . . ‘
o 5 10 1 20 2 Ell 0 5 10 15 20 25 30
o)
‘D
(2]
3
=
N
]
2
©
>

24. abra Kaplan-Meier gorbék a legjobb 376 gén felhaszséal, a nyirokcsomo és OR- statusz,
valamint grade alapjan. A 44 gén expressziojatikdinvaltozokkal (nyirokcsomo-statusz és grade)

20
talélés (évek)

T T
20 25 3o

0.2 4

génexpresszio + kovariansok 0

15

20 245 a0

tulélés (évek)

kombinalva kevesebb génnel is nagy osztalyoz&ssbsgagot lehet elérni.
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4.9. Petefészekrakok szévettani altipusait meghatdzo6 és a varhato tulélést
elérejelzé gének igazolasa klinikai mintakban

A felépitett petefészekrdk adatbazis Osszesen &9 dhip mintat tartalmazott,
amelyek kodzll 806 petefészekrak, 23 pedig normtdfészek eredétvolt. A betegek koziil
199-hez rendelkeztiink talélési adattal is.OEént 38 korabban kozolt génlistat vizsgaltunk
meg ebben az adatbazisban (a génlistak azonoséig@ganhasik kdzleményiunkben mutattuk
be 219. Ezen mintazatok kozill csak azokat vizsgaltukelgak esetében a kozolt gének
legalabb 50%-at az Affymetrix gén chipek is meghattak®’: 9 101 103, 107-109, 111, 220-224 7
adatbazisban megnéztik, hogy a génlistdk menngpedek az egészséges és a rosszindulatu
daganatos szovetek, illetve a szdvettani altipegphknastol vald elkilonitéséfezeket lasd a
kovetked tablazatban) Azt is megnéztik, hogy a tuléléssejelzésére mennyire képesek
ezek a mintdzatok, azonban egyetlen lista senstatisztikailag szignifikans.

A vizsgalat masodik részében a teljes adattattha$enalasaval a szévettani altipusok
elkllonitésére és a tulélésomdjelzésére alkalmas géneket azonositottuk, magketza

géneket teszteltik az altalunkigiptt betegekben.

A Klinikai mintagyijtés soran 64 petefészekrakos betlegyijtottink tumormintat. A
betegek median kitjulds mentes talélése 24,5, steljgelése pedig 29 hdnap volt, négy
betegben masodlagos démkarcindma is kialakult. Az ezen mintakbdl izoldRNS-ek
felhasznalasaval harom vizsgélatot végeztink: ééssel, a szbvettani altipusokkal, és az
emlorak kialakulasaval kapcsolatba hozott géneket egtdh&lggetlenll vizsgaltuk. Az
egyes szlOvettani altipusokon belll az alacsony as#dm miatt csak a magas grédde-
szer6zus tumorokat hasonlitottuk dssze a toblpuEtdsszevont csoportjaval. A szignifikans
géneket a 8. tablazat tartalmazza. A tulélésseledisgd gének alapjan Kaplan-Meier talélési
gorbéket is készitettiink, amelynek soran a génegpi® medianja alapjan osztottuk a

betegeket két csoportra és ezeket hasonlitottukagyal 6ssze.

78



dc_718 13

Elsé szer®, év, referencia Gének p-érték
szama
A, rakos és egészséges szovetek elkuldnitésére képe
Bignotti et al, 2006° 116 < 0.0001
Donninger et al, 200%* 659 < 0.0001
Fedorowicz et al, 2009° 28 < 0.0001
Heinzelmann et al, 20082 20 0.0006
Warrenfeltz et al, 200%* 127 < 0.0001
Welsh et al, 200Y’ 17 < 0.0001
Grisaru et al, 2007* 68 0.0042
Quinn et al, 2009? 71 0.0014
Santin et al, 200%° 4 0.195
Zhang et al, 200%! 7 0.071
Klinck et al, 20083 37 0.011
Park et al, 2008 26 0.234

B, szdvettani altipusok megkulénbéztetésére képes

Bignotti et al, 2006° 116 < 0.0001
Donninger et al, 200¥* 659 < 0.0001
Heinzelmann et al, 2006 20 0.0007
Welsh et al, 200’ 17 0.0009
Quinn et al, 2009? 71 0.0023
Warrenfeltz et al, 200%* 127 < 0.0001
Santin et al, 200%° 4 0.0099
Mougeot et al, 2008’ 53 0.0007
Fedorowicz et al, 2069 28 0.383

7. tablazat Kordbban kdzolt génlistékat hasznéltunk osztélkémt 829 petefészekrakos beteg
tumoran végzett gén chip adatokon. A rosszindulagianatos és egészséges szoveteket ellklonit

listak (A) és a szovettani altipusok megkulonbézéze képes génlistak (B).
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Azonositd Gén Gén neve SAM g érték Hol lett a gén
szimbdlum pont eredetileg azonositva
Teljes tulélés minden betegben
Hs00172183_m1 PGR progesteron receptor 1.62 <0.01L Hormonreceptar
Hs01105519 ml OR2 Osztrogén receptor 2 (OR  1.55 <0.01 Hormonreceptor
beta)
Hs00610327_m1 TSPANS tetraspanin 8 1.54 <0.01 Altipus
Kidjulas mentes talélés
Hs00902188_m1f MAPT microtubule-associated -1.61 <0.01 Kemoterapias valasz
protein tau
Hs00268306_m1  SNCG synuclein, gamma (breast -1.67 <0.01 Endirdk specifikus
cancer-specific protein 1) gének
Magas grade szerdzus az 6sszes tébbi mintaval szemb
Hs00266715_s1 GAS1 growth arrest-specific 1 2.35 <0.01 Altipus
Hs01103751_m1 WT1 Wilms tumor 1 2.86 <0.01 Altipus
Hs00245879_m1 MSLN mesothelin 1.74 <0.01 Altipus
Hs00418568 _ml  NPR1 natriuretic peptide receptof 2.37 <0.01 Altipus
A/guanylatecyclase A
Hs00610327_m1 TSPANS tetraspanin 8 -3.71 <0.01 Altipus
Hs00181323 ml] GAS6 growth arrest-specific 6 0.94 2.53 Altipus
Hs00191351_m1 ARHGAP29 Rho GTPase activating 1.38 <0.01 Altipus
protein 29
Hs01065189 _ml1 MUC16 mucin 16, cell surface 1.73 <0.01 Altipus
associated
Hs00170299_m1| ZYX ESP-2, HED-2 1.53 <0.01 Altipus
Hs00188109 m1 MYQO9B myosin IXB 1.68 <0.01 Altipus
Hs00256958 m1  PHF1 PHD finger protein 1 0.86 2.53 Altipus
Hs00274988_m1| HDGFRP3 | hepatoma-derived growth| 0.94 2.53 Altipus
factor, related protein 3
Hs00268306_m1 SNCG synuclein, gamma (breasf 2.49 <0.01 Endirdk specifikus
cancer-specific protein 1) gének
Hs01046815 ml OR Osztrogén receptor 1 0.87 2.53 Hormonreceptar
Hs00160607_m1 PSMB7 proteasome (prosome, 0.89 2.53 Kemoterapias valagz
macropain) subunit, beta
type, 7
Hs00258236_m1| TUBB1 tubulin, beta 1 1.41 <0.01 Kemoterapias valasz
Hs00362387_m1] TUBA1A tubulin alpha 1a 0.96 2.53 Kemoterapias valasz
Hs00737065_m1l  MAP4 microtubule-associated 1.62 <0.01 Kemoterapias valasz
protein 4
Hs00742533_s1| TUBB2A tubulin, beta 2A 1.05 2.53 Kemoterapias valgsz
Hs00744842_sH| TUBA1B tubulin, alpha 1b 1.46 <0.01 Kemoterapias valasz
Hs00893144_gl1| TUBB4 tubulin, beta 4 1.13 2.53 Kemoterapias valasz
Hs00902188_m1f MAPT microtubule-associated 0.98 2.53 Kemoterapias valasz

protein tau

8. tblazat A gén chip adatok elemzésével azonositott géggktlien tesztelése 64 altaluniigitt

petefészekradkos mintan elvégzett RT-PCR mérés.soran
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25. abra Kaplan-Meier elemzés az OR2 (A) és a PGR (B)kyéreet petefészekrakos betegben. A gén
expresszios értékeinek medianja alapjan osztotitkdoportra a betegeket. (1: magas, 0: alacsony

expressziot mutatd mintak)

4.10. Microarray adatok ebfeldolgozasa

A statisztikai szamitdsok soran valamennyi génthkdllo mérésként kezeltink. A

log>-es értékek kozott Pearson korrelaciot szamoltunkjd ez egyes algoritmusok altal
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szamitott értékeket egyméassal Wilcoxon teszt saggtgel hasonlitottuk 6ssze. A median
Pearson értékek alapjan a FARMS algoritmus voltegjobb a biopszids mintakban, a
sejtvonalakban a PLIER+16. A legfontosabb algorgotu k6zott a kialénbség nem volt
szignifikans. A legrosszabb teljesitményt a DFW a&$sCRMA algoritmusok adtakAz

eredményeket az alabbi 4bran foglaltam 6ssze.

Biopszias mintak

FARMS | ] FARMS
RMA C—1 1 A
PLIER+16 — | PLIER+16
MASS [ 1] MASS
VSN C__1 1 VSN
PLIER —1 ] PLIER
MBEI [ | MBEI
GCRMA C— T GCRMA
pFw | | ] DFW

I | | 1
0.2 0.4 0.6 0.8 ® p<00?
Pearson korrelacio B 001<p<0.05
O 0.05<p<0.1
O 01<p<i
Sejtvonalak
PLIER+16 =) PLIER+16
RMA 11 RMA
GCRMA C_1 ] GCRMA
MAS5 C_ 1T 1 MASS
FARMS [ | FARMS
PLIER I | PLIER
VSN C 1T 1 VSN
MBEI C— 11 MBEI
DFW [ 1 ] DFW
| | ] 1
0.2 0.4 0.6 0.8

Pearson korrelacio

26. abra.Kilenc ebfeldolgozasi algoritmus 0sszehasonlitdsa vastagbé#it biopszids mintakban és
sejtvonalakban. Az abra bal oldala a gén chipekén gs az RT-PCR-el meghatarozott,leg
génexpresszios értékek kozotti korrelaciét muiaayobb érték = jobb korrelacio), az bra jobb
oldala az egyes algoritmusok egymashoz viszonkiiotlacidjat. Az algoritmusokat hatadsossag
alapjan sorba rendeztik, a legféla legjobb, a legalsé a legrosszabb.
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A Peason korrelacio soran az egyes értékeket egainldasonlitottuk 6ssze. Emellett
azonban azt is célsZzemeghatérozni, hogy a két mérés mennyire egyezik afptt gén
esetén, masként fogalmazva, a mérések aranya ment®yi el az egyes algoritmusok
esetében. Erre az ugynevezett log-arany-eltérésy-(atio discrepancy”, LRD) szamitottuk
ki 1% majd a lenti abrdn az LRD eltéréseket a Pearsumelédciohoz hasonlé maédon
abrazoltuk, illetve az egyes algoritmusokat itt sUkon teszt segitségével hasonlitottuk
egymassal 6ssze. Az egyes algoritmusok kdzotttameskek igy jeledsebbek lettek, azonban
a legjobb eredmeényt itt is a PLIER+16, valamintegrbsszabb eredményt a DFW és a
GCRMA algoritmusok adtak.

Biopszias mintak

PLIER+16 | | PLIER+16
PLIER ] PLIER
RMA | | RMA
MASS I | J MASS5
VSN [ ] VSN
FARMS 1 | FARMS
MBEI | | ] MBEI
GCRMA [y E—] GCRMA
DFW I | | DFW
I ] 1 I ] 1 1
04 06 08 10 12 14 16 B p<00t
log-arany eltéres g gg; :E 23?5
O 01<pe<t
Sejtvonalak
PLIER+16 | PLIER+16
PLIER | PLIER
MASs | ] MASS
FARMS | ] FARMS
RMA | | RMA
VSN | ] VSN
MBEI [ ] MBEI
GCRMA [ 1 ] GCRMA
DFW | | | DFW
| I | | | |
10 15 20 25 30 35

log-arany eltérés

27. abra.Kilenc ebfeldolgozasi algoritmus dsszehasonlitdsa vastagbeg#it biopszias mintdkban és
sejtvonalakban. Az abra bal oldala a gén chipekérn gs az RT-PCR-el meghatérozott kiféjs
log-arany kulonbségét mutatja (kisebb érték=kiselbpdrés vagyis jobb korrelacio), az abra jobb
oldala az egyes algoritmusok egymashoz viszonkiiotlacidjat. Az algoritmusokat hatadsossag
alapjan sorba rendeztik, a legféla legjobb, a legals6 a legrosszabb.
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4.11. Bioinformatikai fejlesztés génexpresszié alapbiomarkerek
tesztelésére

Létrehoztunk egy, a vilaghalon keresztiil eléhetindszert, amellyel egyes gének
expressziojanak tuléléssel valdé 0Osszeflggését letietgalni. A rendszert 2011-ben
kibovitettik, igy a betegszdm megn2344-re, majd 2012-ben meginbvitettik, akkor a
betegszam 2978-raétt. A rendszer fenntartasa sorén tovabbi opcidldgészitettik ki a
szir6ket, mint példaul a korabbi verziok hasznélata,iméségelledrzés, a részletes kezelési
opciok alkalmazasa. Az alabbi képen a honlap ebéshiletének aktualis verziéjarol készult

képernykép lathatd.

Kaplan- Breast Cancer
Meier
Plotter

Affy id/Gene symbol: |- gene here ()| Use multigene classifier Settings |
Survival: RFS (n=2880) - @

Split patients by: median + (@ Auto select best cutoff: [] @

Follow up threshold: all - @

Compute median over entire dataset: ] @

Probe set options

Using the selected parameters, the analysis wil run on
@ user selected probe set
Use © all probe sets per gene & crs
only JetSet best probe set @ patients. @

Plot beeswarm graph of probe distribution: [-] @

Restrict analysis to subtypes... Restrict analysis to selected cohorts...

ER status: (n=1925) al - | systemically untreated patients: include (1=996)
derive ER status from gene ] systemically treated patients:

expression data: (n=2960) endocrine therapy: any (n=2298)

PR status: (n=562

( ) all chemotherapy: any (n=2299)

Lymph node status: (n=2172) al patient cohort similar to SEER

Grade: (n=1553) all - prevalences @

Molecular subtype: (n=2960) 4l - @ | | [Uncheck |

Use earlier release of the database: 2012 version (n=2978)

Array quality control: exclude biased arays + (@)

Please note: the generated p value does not include correction for multiple hypothesis testing by default.

|_Draw Kaplan-Meier piot |

28. abra.Az elemd rendszer kezélelllete. A legegyszénb elemzéshez elég egyetlendnkitdlteni
(a vizsgalandd gén nevét), utana elinditani a st@shiAltipusokra és kezelési csoportokra
alkalmazott sirékkel lehet részletesebb elemzéseket végezni. szearfdlyamatosan mutatja, hogy

az elemzésbe hany beteg kerll bele.

A rendszer mikodésének bemutatasat eredetileg az ASCO altasgéitvaroliferacios
biomarkerek vizsgalataval végeztik el. A megkoeéslitieheiségeildl adédéan nem
sziikséges, hogy az altalunk eredetileg elvégzeta+s*>® adataira szoritkozzunk, hiszen az
adott géneket az adatbazis Ujabb verziodival is masgalhatjuk. Az ezen frissitett adatok
alapjan készitett () tbldzatot az alabbiakbanldszilettem. Az elemzés soran a kidjulas
mentes tuléléssel vald Osszefliggést vizsgaltuk l&ched) legjobb vagopont mellett. A
tablazatban csak az altalunk korabban a JetSetitalgssal??® azonositott legjobb probakat

tuntettem fel.
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Gén Gén neve Affy azonosité HR p érték
MKI67 A Ki-67 antitest altal azonositott antigén 22P1 s at 1,51 1,5E-09
CCND1 Cyclin D1 208712 at 0,9 0,13
CCND2 Cyclin D2 200953 s _at 0,57 <1E-16
CCNE1 Cyclin E1 213523 at 1,55 6,5E-1p
CCNE2 Cyclin E2 205034 at 1,95 <1E-16
CDKN1B | Cyclin-fugd kinaz 1B 209112 at 0,82 0,0085
CDKN1A | Cyclin-fuggh kinaz 1A 202284 s at 0,78 0,0002)7
TK1 Tymidin kinaz 1 202338 at 1,37 8,5E-0F
TK2 Tymidin kindz 2 204276 at 0,7 9E-08
TOP2A Topoizomeraz |l alfa 201292 s at 2,11 <1E-16
TOP2B Topoizomeraz Il béta 211987 at 1,29 0,00019

9. tablazat Az ASCO altal vizsgalt proliferacios markerekasifménye az elemeendszer altal
vizsgalt 2978 beteget tartalmazo6 adatbazisban légjmentes tulélésdkjelzésére

Figyelembe véve, hogy a gén chip adatokkal a hareweptor-statusz fliggetlen

meghatarozasa is lehetséges, ezért a rendelkearadatok alapjan dsszehasonlitottuk
egymassal a két platform altal adotbrefjelzést. Mar korabbi vizsgalatok is igazoltak az
immunhisztokémiaval meghatarozott fehérjeszint & mRNS szint kodzo6tti pozitiv
osszefiiggést?” 2282 A jelen vizsgélat keretein belil a gén chip aKatelhasznalasaval
elvégzett 6sszehasonlitas alapjan az mRNS alapadmoeceptor-statusz mérése 90% feletti
pontossagot mutatottlasd kovetkerz abra). Meg kell jegyeznink, hogy a kétszeres
normalizalas alkalmazasa miatt a korabbi 500-a$p@gthoz*® viszonyitott eltérés az egyes
betegek esetében megvaltozhatott. Azonban ez &sketirmalizalas tette lelieté, hogy
kilénb6d platformokat egymassal is kombinaljunk, hogy edak végé betegszamot

jelensen novelni tudjuk.

35000 - - -
OR negati\,- {immunhisztokémiaval) OR pozitiv

30000 -
25000
hibas pozitiv
(n=152) | /
valodi negativ
5000 - (n.:26?]

500~y /

~
o

valédi pozitiv
(n=1,438)

)‘//

Mintak
29. abra A gén chip alapu és az immunhisztokémia alapiiicigen statusz kapcsolata 1892 beteg
adatai alapjan. A vagopontként alkalmazott 5004é8ket az Y tengelyen nyil jeldli.
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30. abra A www.kmplot.com/breast oldal felhasznélasavat ik dbrak az ASCO Aéltal vizsgalt

proliferacios marker-jeldltek kozul az optimalizafigépont alkalmazasaval legjobban teljg&tgén

segitségével osztalyozott betegek Kaplan-Meideégilgorbéjét mutatjdk. Azdrkjelzés a kidjulas
mentes tulélés idejére vonatkozik.
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A beépitett Uj opciok tartalmazzak tobb

soran létrehozott Ujabb algoritmusokat

mintakat felhasznalé rendszerbe is. Az

Kaplan-: i,

i+ Meier:;
i Plotter

() Use muttigene classifier |

4.12. Fejlesztések tbbbgénes osztalyozok és optimalt vagdpont
szamitasara

A létrehozott rendszer a vilaghalon a http://wwevgdtot.com/ovar cim alatt érkéeel.
gén egyidegrésenek leh&tégét, a legésebb
vagopont kiszamitasat, a génexpresszios eértékeszléganak egydimenzidos abrazolasat,
valamint tovabbi, a petefészekrakra specifikuér@z alkalmazasat. A program fejlesztése
beépitettikkorabban elinditott e@tumoros
online &kl valamint a tébb gén beadasara

|étrehozott ablakot az alabbi abrakon mutatom be.

‘ KM plotter ‘ Home ‘ Download ‘

Affy id/Gene symbol: |-iicr gone here

Settings [

Survival: PFS (n=1171) - (@

Split patients by: median ~ (@ Auto select best cutoff: [ @
Follow up threshold: all - @

Compute median over entire dataset: [ @

Probe set options
@ user selected probe set
all probe sets per gene @
pu
- only JetSet best probe set @

Use

Plot beeswarm graph of probe distribution: [ @

Using the selected parameters, the analysis will run on

1171

patients, @

Restrict analysis to subtypes...

Stage: all

Histology: all

Grade: all

Average CA125 below lower B @
quartile:

Restrict analysis to treatment groups...
Debulk:

Chemotherapy: all patients

all

Use following dataset(s) for the analysis:

all -

Use earlier release of the database: 2013 version (n=1464) ~

Draw Kaplan-Meier plot

USE MULTIGENE CLASSIFIER

o

You can paste a list of Affymetrix
probe set IDs (HGU133A and
HGU133Aplus2z probe set IDs
only), and the analysis will run on
all probes. Each new ID must be
entered into a new line. Maximum
256 characters are allowed.

Search for gene

enter gene here

Use mean expression of the selected probes: ©

Apply Bonferroni multiple-testing correction: ©

.

~

31. abra Az vilaghalon keresztil eléridetlem3 felllet (feltl), amely tartalmazza az Uj szamitasi
lehetiségeket. A use multigene classifiergombra kattintva a felhasznalo elé felugrik eglakb

aminek segitségével tébb gént is be lehet egdgdeadni (alul).
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s
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32. abra Harom kivélasztott gén expresszidjanak osszefigggéuléléssel (bal oldali 4brak),
valamint ezen gének expresszidjanak egydimenzisal&a (jobb oldali 4brak). A P16-0s gént csak a
szuboptimdlis sebészet utani tulélés esetén vimggal tobbi gén vizsgalatdba valamennyi beteg

belekerult.
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A petefészekrak tulélésével kapcsolatba hozottegggének részletes elemzése
tulmutat jelen értekezés keretein. A szamitasolrsar legjobban teljesitgének a CA125
(HR=1,54, p=1,9E-07), a KLK6 (HR=0.79, p=0.002), I&NG (HR=0.81, p=0,004), a P15
(HR=1,3, p=0,0005), a P16 (HR=0,61, p=0,00011),0KN1B (HR=1,31, p=2,1E-04) és a
BIRC5 (HR=0,75, p=0,00017) voltak. Ezek kdzul atfefbrdn bemutatom a CA125, a
CDKNL1B, és a P16 hatasossagat és az expressaésliéggydimenzids eloszlasat.

4.13. Online diagnosztikai rendszer fejlesztése

A létrehozott diagnosztikai rendszer a vilaghalohttp://www.recurrenceonline.com
cimen érhet el. Figyelembe véve, hogy a rendszerbe a gén kétipgyesével kell feltdlteni,
ez idigényes lehet nagy mintaszam esetén, ezért elkésinit egy kulon lefuttathatd
automatizalt parancsfjlt is, amivel nagy mintameséget is ki lehet egyszerre értékelni. A
rendszer bemutatasa utaniéess soran(vagyis a kozlés és jelen értekezés megirasa kozott
eltelt ids alatt) harom megkeresés érkezett, amikor 100-nal nagpebdgszamon akartak a

szamitasok eredményét tudni.

A rendszer els verzidja leheivé tette, hogy a kiértékeléshez szilkséges egyes
paramétereket a felhasznal6 allitsa be. Ezek kiéirzézbtt az alkalmazhatdsagi teszt (amire
azért volt sziikség, mivel a ,recurrence score” asatokcsomoé negativ és dsztrogén receptor
pozitiv betegek esetén hasznalhatd), a ,range papaméter, ami az RT-PCR - gén chip
atalakitas soran fontos, és a prébak szamitasaddlanmAz Affymetrix chipek egy gént tébb
proébaval is mérnek, ezért leiség nyilik a gént mérprobak atlagos jelintenzitasat vagy a
legebsebb proba jelintenzitasat hasznélni, amelyet &agznalok sajat maguknak is
bedllithattak. Azonban a rendszeréedye alatt Iényegében elenyésdyan elemzés tortént,
ahol ezen valtozoknal azéeé bedllitott paramétereket megvaltoztattak, exéendszer Ujabb

verzibibol kivettik ezt a lehéséget.

Az elemzés végeredménye egy jelentés formajabarukéks ami PDF fajl formajaban
letolthety a honlaprol. A fajl grafikus moédon is abrazoljavarhaté tulélést a szamitott
pontértékek flggvényében, illetve a receptor-stateghatarozasa soran egy szinkoddal
ellatott csik mentén megjeldli a mért értéket, ahinegitségével a felhasznalé a vagoponttol

valo eltérés mértékére kap visszajelzést.
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Patient ID: XU

Age: 62

Lymph node status: Negative
Grade: 2

2010-09-28

CEL file (HGU133A or HGU 13342 array) =
location *: L Woidho B Microarray platform: HGU133A

— T e Eligibility Test: passed.

Array Quality Test: passed.
(* = mandatory fields}
Computed Recurrence Score: 14 (low risk)

COMPUTE

The recurrence score can be used to predict the probability of distant
recurrence in patients with breast cancer who have estrogen-receptor
positive tumors with no lymph nodes involved:

4 Array quality control

Check the CEL file for biases acquired during sample processing,

hybridization and array scanning. expected RFS
Recurrence Score 7
low-risk intermediate high-risk
=
statys. e and patit vith 5 =
;) =
unk de st i —
5 e | e
# 21-gene score g s F
iAdvanced parameters: : 5
i(not recommended to change)
: 1
| & Engibility chack
! o ,
P8 5 & B OB § % 88 &
~ o Ly W - ™ - a bk
; 2 8 B & B & %
iRange Top: * : computed recurrence scare

ER status: Positive. (MASS normalized gene expression: 9108)

 ER Status X )
4 HER2 Status, based on 125 50 1000 2000 4000 5000 26000 32000 G40
ER negative ER positive
HER2 status: Positive. (MASS normalized gene exp : 1266)
X
The results wil played ina pop-up windaw. If you would like to =
receive & copy, please enter your email address: m 1150 | 2300 4600 9200 m-
HER2 negative HER2 positive

33. abra A vilaghalon keresztil elérlickezedfellilet a részletes elemzési lefsgigekkel (bal
oldalon), és egy visszaadott jelentés, amelyenrh&ivalasztott teszt készult el (jobb oldalon)

(megjegyzés: a tovabbfejlesztések miatt a honlapg@entés aktualis képe dteltérhet)

A kutatds masodik |épése a létrehozott rendszmadse volt nagy betegszamon.
Ehhez 2472 gén chip adatait hasznaltuk fel, amdikd509 olyan nyirokcsomo negativ és
Osztrogén receptor pozitiv beteg volt, akiknél acprrence score” szamitasa nem utkozott
semmilyen akadalyba. A betegeket mind a ,recurresooee” algoritmus (p<1,78E-14), mind
a legefbsebb gének alkalmazasaval (p<lE-16) magas hat@gmdséudtuk csoportokba
osztani. A molekularis markerek alapjan végzett tdlgazas meghaladta a klinikai
paraméterek altal elérliebeosztas szignifikancigjat (6sztrogén recepto,302, grade:
nem szignifikans). A rendszer alapjaul szolgaléoatghus 6sztrogén-receptor meghatarozo

képesseégét egy korabbi fejezetben részletesemiathttam.
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A — B
' 2 T HR=2.8 (2.2-3.5) ’
logrank p<1E-16
o . o
. D
@ 9
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= o7 W -
= N
m \H'H*—‘—“—-‘- -+ L1
9 3 0 o4
©
g > 03 1 —— magas
s ——— 0,2 - = kozepes
° bk I p=1.78E-14
= alacsony 01 4— —— alacsony
b= 0
T T T ! 0 1 2 3 4 5 [¢] 7 8 9 10
o 5 10 15 20

Kidjulas-mentes tlélés (év) Kiujulas-mentes talélés (év)

34. abra A legjobb gének (A) és a ,recurrence score” (Bhhsznalasaval csoportositott
nyirokcsomé-negativ, 6sztrogén receptor pozitiedek kidjulas-mentes tulélése

Az osztalyozok teljesitményének oOsszehasonlitdR&IC elemzés segitségével
végeztik. Az ROC végzése soran egy fix vagopordlalizasa nélkil, a valéban pozitiv,
alpozitiv, valéban negativ és alnegativ betegekyaiaak valtozasa alapjan lehet késziteni
egy gorbét, amely a szenzitivitast mutatja az Xifipgds fliggvényében. A gorbe alatti
terilet (AUC) 0,5 és 1 kozott valtozhat, ahol 0,5tedjesen hasznalhatatlan teszt (a
véletlenszel osztalyozas), az 1 pedig egy tokéletes teszt lgszth képességét mutatja. A
legebsebb gének alkalmazasaval AUC=0,695-6t, a ,recogerscore” szamitasaval
AUC=0,637-et, az 6sztrogén-statusz meghatarozapadéy AUC=0,809-et ért el a rendszer.

100

80

60

40

1

Szenzitivitas

legerésebb gének:

3 -LN- ER# betegek

4 - LN+ betegek

5 "recurrence score"”
kel I | I L1 I L1 I - - | I
0 20 40 60 80 100

100-specificitas

20

llllllllllill]]llfll

35. abra Az egyes osztélyozok relativ teljesitményéneleliasonlitasa ROC elemzéssel. A varhat6
tulélést efrejelzs osztalyozbk esetében az dtéves tulélésig bekdgtitkeemeényt hasznaltuk fel
végpontként.
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5. MEGBESZELES

5.1. Tizenegy kemoterapias szerrel szembeni rezisntia-profil
meghatarozésa 30 rosszindulati daganatos sejtvorfalhasznalasaval

Az elgsként bemutatott kutatdsunk soran tizenegy kemoi&sapzerrel szembeni
rezisztencia-profilt hataroztunk meg 30 rosszintlutbaganatos sejtvonal felhasznélasaval. A

vizsgéalatunk eredményét® alapjan a kovetkeiket allapithatjuk meg:

» sejtvonalak felhasznalasaval sikeresen tudtunk nolgéneket és génexpresszios
mintazatokat azonositani, amelyek a gyogyszerekkeimbeni rezisztenciat éeé
tudjék jelezni;

 a DNS microarray technol6gia alkalmas arra, hogyeezkenység €s rezisztencia
transzkriptom szirit markereit azonositani tudjuk;

» sikerllt azonositanunk a gének egy olyan csopofpéd TRIM2, APOBEC3B),
amelyek tébb gydgyszerrel szembeni rezisztenci&bfmtos szereppel birhatnak.

A kutatas eredményei kozil az egyik legérdekedel# az irodalomban kordbban
intenziven vizsgalt multidrog-rezisztencia génelDRL, MRP1) kifeje#dése volt. Bar azon
sejtvonal, ahol az MDR1 kifejédése a legmagasabb (SNU449), az 6sszes vizsgalt
gyogyszerrel szemben ellendllé volt, de az MDR1verzdlis szerepe az 0sszes sejtvonalra
nézve mar nem igazolodott. Ezzel eredményeink ml@satottak a fenotipusos
kilonbodségek mogott a tumorok nagyfoku genetikai heterb@edt. Ennek
eredményeképpen a kilonkiogejtvonalak kilénbdy rezisztencia-mechanizmusokat tudnak

kifejleszteni(lasd még 4.5 és 5.5. fejezet)

Bar készlltek mas, sejtvonalakat felhasznaléd vedgk is, példaul az NCI-60
sejtvonalak felhasznalasavat 230 23! azonban az Aaltalunk végzett kisérlet jeisan
kilonbozik ezeldl. Mi ugyanis nem az ugynevezett GI50 értéket etk meg, hogy a
sejtvonalakat két csoportra osszuk. A GI50 értéknaatatja meg, hogy egy gyogyszélrb
melyik az a koncentracid, amely a szaporodast 58fngatolni tudja. Azonban a GI50 akar
olyan gyogyszerkoncentracio mellett is bekovetkezhamely mar klinikailag nem
alkalmazhat6 vagy a farmakokinetikai korlatok, vampdig a gydgyszerek toxikussdga miatt.
Ezért mi a korabbi vizsgalatokban megallapitothikiai koncentraciokat®? alkalmaztuk,

amelyek mar tartalmazzak a gydgyszer higulasatiilégét, bomlasi idejét stb. Az optimalis
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koncentracié kivalasztasa mellett vizsgalatainklyaro gyogyszereket vettiink be, amelyek a
rosszindulati daganatos betegek kemoterapias lsezebéan a legelterjedtebbek.

A vizsgélat sordn hdrom olyan tovabbi kutatasidiér jelentkezett, amelyek a

kovetkedkben elvégzett kutatasok alapkérdésekeént jelentk m

* lehetséges volna-e a sejtvonalakban azonositottekgésegitségével klinikai
betegekben is éte jelezni a kemoterapidval szembeni reziszten¢i@sd 5.3. fejezet)

* a vizsgélat sordn a sejtvonalak gyogyszer nélkignegpresszidos mintzatat
hasznaltuk fel - lehetne-e célzott terdpids szeslekkemben is rezisztencia-géneket
azonositani hasonla vitro vizsgalatokkal?lasd 5.6. fejezet)

* a statisztikai kiértékelés soran toblbfeldolgozasi algoritmust is hasznaltunk (pld
MASS5, RMA, VSN), azonban ezek eredményessége n#gtlémil egyezik - melyik

lehet a legmegfelébb normalizalasi modsze(asd 5.10. fejezet)

5.2 A kemorezisztencia génjei melanoma malignumban

A kemorezisztencia génjeit melanoma malignumbasgalo kutatdsunk eredményei

233 alapjan a kovetkéket allapithatjuk meg:

* rezisztens és érzékeny sejtvonalparok felhasznalbgghetséges volt olyan géneket
azonositani, amelyek kulonbék2ppen fejeGdnek ki az egyes vonalakban;

» flrtelemzés segitségével az egyes vonalak kozgtrosagot tudtuk azonositani;

» az irodalomban kordbban leirt géneket (pld STK1T¥NAS) sikeresen lehet

igazolni gén chip mérések felhasznalasaval.

Az 5.1 és 5.2. fejezetekben leirt projektek eremyeé egymast is megésitik,

amennyiben a kérdés a gén chipek felhasznalasdeakexgresszidbeli kulonbségek

azonositasa.

Hasonl6 vizsgélatok alapjan lehetséges tovabhy, eagy tobb kivalasztott gént
felhasznalé, a kemorezisztenciaval dsszafugmmarkerek azonositasa mas tumortipusok
esetén is. Meg kell jegyeznink, hogy ezen tanulmgmegmeényeivel szemben egy &ési
vizsgalatunkban a génexpresszidos mintdzatok alagjérelanoma attétképpzpotencialjaval

kapcsolatba hozott génlistakat nem sikerlt iganok?3* (lasd 5.7. fejezet).
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5.3. A varhato tulélés dlrejelzése sejtkultira modellben azonositott gének
felhasznalasaval antraciklin monoterapiaval kezelbetegekben

A biomarkerek sejtkultira alapt azonositdsa savatos kérdés, hogy az eredmények
mennyire alkalmasak klinikai mintadkban a terapiaasz vagy tulélés @&lejelzésére. Az ezen
kérdés megvalaszoldsara végzett kutatds soran wmgior monoterapiaval kezelt betegek
varhaté talélését becslltik meg sejtkultira moéellazonositott gének felhasznalasaval. A

kutatasunk eredmény®® alapjan a kovetkéiket allapithatjuk meg:

* Rezisztens és érzékeny sejtvonalparok felhasznaibkét gyogyszerrel (doxorubicin
és paclitaxel) szemben azonositottuk a rezisztéagfantosabb génjeit.

» Egy fliggetlen, 44 beteget tartalmazé betegmintd@lmbzva a génexpresszids
mintazatuk alapjan altalunk doxorubicin kemoterépi&rzékenyként osztalyozott
betegek tulélése tdbb mint 50%-al hosszabb volht rairezisztensként osztalyozott
betegek tulélése.

» Vizsgalatunk igazolta azin vitro rendszerek hasznalhatésagat Kklinikailag is

alkalmazhato érejelzs tesztek kifejlesztésére.

Az elemzés soran a PAM program osztalyozo6 funkedl készitettik el a klinikai
elérejelzést az dsszes betegre - de nem a legjobbkgfia@em a teljes génexpresszios
mintazat felhasznalasaval. Ezaltal 6sszességébmnariegjobb gének hatékonysagat néztik
€s nem egy toébbgénes osztalyozét igazoltunk, haaendltalunk elvégzett elemzéssel a
mintak hasonlésagat allapitottuk meg. Ez fontosnclkpcionalis kérdés, amivel tehat
elsssorban az altalunk felallitott modell rendszer nadlzatésagat igazoltuk, nem pedig egy

konkrét prediktiv tesztet allitottunkéel

A vizsgélat folyaman kilonbézszoveti eredét sejtvonalakat hasznéltunk. Az ettér
sejtvonalak alkalmazéasa leteé tette, hogy az egyes szdvettipusokra nem skesifi
rezisztencia géneket tudjunk azonositani. Ezaltal kardbbi vizsgalatok szoveti

kulonbodségre visszavezetlietechnikai gyengeségéitmentesilhettek az eredményeink.

Az altalunk felhasznalt klinikai mintak egy korabtizsgalatbdl szarmaztak. Sorlie
és munkatarsai azt is leirtak, hogy az altaluk aegtiott igynevezett lumindlis A altipusu
betegek varhat6é progndzisa jobb, mint a luminalilddve a tdbbi altipusba sorolt betegeké.
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Hogy az eredményeiket 6ssze tudjuk hasonlitanitalufk készitett osztalyozassal, ezért az
altaluk ugyanezen betegekre kozolt molekularispa#ti beosztast 6sszehasonlitottuk az
altalunk szamolt varhaté kemoterapias valasszdlazalis, a HER2 pozitiv és a luminélis B
altipus szinte kizarélag rezisztens betegeketltagzott, mikdzben a lumindlis A altipusba
kerllt a legtobb érzékeny beteg. Ezek alapjdn aeradményeink Sorlie-ék vizsgalatait
nemcsak megésitik, de Iényegében meg is tudjuk @zredményeiket magyarazni. A tébb
kemoterapiara érzékeny beteg Mdési kezelése utan varhatoé jobb terapids véalasz nigya
kozvetlendl is megjelenhet jobb progndézis formajgbAmit még ki kell emelni, hogy a
Sorlie-ék altal bevezetett molekularis altipus lkéis a betegek egy részét nem tudta
osztélyozni, mikdzben az A&ltalunk létrehozott kesamztencia-érejelzés ezekben a
betegekben is fikodott. Mindezen eredmények a sejtvonalmodellekalalkzasanak

lehetiségeit tamasztjak ala.

A doxorubicinnal szembeni rezisztenciara vonatk@édményeinket két korabbi
vizsgalattal is 6sszehasonlitottuk. Suganuma éskatarsai gyomorrakban vizsgaltak a
rezisztencia génjeit négy gyogyszerrel szemti&razonbarmbk nem kozoltek olyan konkrét
génlistat, amely a doxorubicin kezeléssel szembenisztencia génjeit tartalmazta volna.
Kang és munkatarsai szintén gyomorrakos sejtekkdfjodtak >3/, és 250 olyan gént
azonositottak, amelyek a doxorubicin-rezisztendidsszefligghetnek. Bar nem talaltunk
olyan gént, amelyik az altaluk kozo6lt génlistanaési sejtvonalainkban is érintett lett volna,
azonban ez nem zarja ki azt az elképzelést, anmdying egy adott rezisztenciat tobb

kilonb6z mechanizmus (génlista) egymastol fiiggetleniiltighédzhat>e,

Végezetll meg kell jegyeznink, hogy szerencségzédien voltunk, amikor az
altalunk vizsgalt betegek egy monoterdpiaval kezmlbportbdl szarmaztak. A ma is
alkalmazott klinikai protokollok esetén ez mar s$eirsoha nem realitds, a mindennapi
gyakorlat szamos szer egyitlejagy szekvencidlis alkalmazasat tartalmazza. Egytegy
gyogyszer izolalt hatasanak kisese, illetve forditva, az egy gydgyszerrel szemben

érzékenység és rezisztencia biomarkereinek azasasita sokkal nehezebb feladat.

95



dc_718 13

5.4. Genom-szink adatokkal azonositott PSMB7 gén oki szerepének
igazolasain vitro korilmények kozott

A fentebb leirt vizsgalatok soran egyrészt igadqlthogy a gén chipek segitségével
azonositani lehet az eltékifejezédést mutatd géneket, masrészt azt is bizonyitottagy az
ezen gének alapjan készitett mintdzatokkal ak#ikidi betegekben is &le lehet jelezni a
varhaté prognozist. Ezek alapjan azonban nem kdénteni, hogy egy adott gén ,csak egy
biomarker”, amely a vizsgalt kérfolyamattal egwithz6 potyautas (,passenger event”), vagy

pedig olyan gén, amelyik a korfolyamat Iétrejotielodi szereppel is bir (,driver event”).

A technikai korlatok miatt nem lehetséges az Gsszba j0& gén oki szerepének
egyideji vizsgalata, ezért érdemes a rendelkezésre alisiuadgyis a mar korabban kdzolt
irodalom alapjan azokat géneket, vagy géncsaladaildsztani, amelynek funkciondlis
szerepét feltételezhetjik. A sejtvonalakon végdzgny ilyen vizsgélatot, amelynek soran a

RAS jelatvitel gatlasanak szerepét vizsgaltuk ssmencia létrenozasabaiy,

Egy tovabbi ilyen széba jév géncsaldd a proteaszémékat fel@péneket
tartalmazza. A proteaszoma tobb katalitikus hellyghdelke# fehérjelebontdé komplex,
amely a szukségtelenné valt fehérjek ATP-fildggbontasaban vesz részt. A proteaszoOmak
részt vesznek a sejtciklus szabalyozasaban és (gdogképsddésben is. A fehérje tdbb
alegységbl all 6ssze, amelyek kozott alfa és béta alegysgelalamint még ezeken belll
szammal jelolt tovabbi kisebb részeket is tartalmaéz A katalitikus alegységek a PSMBS5,
PSMB7 és a PSMB6 egységeken helyezkednéK.el

A proteaszdmak vizsgalata azeért kulonosen érdakesl rendelkezéstinkre allnak
proteaszéma géatloszerek, amelyek a fehérjek lebantanegdllitidk. A géatlészerek
tumorellenes hatdsat mar korabban leirtak, a kkjtcbefolydsolasan keresztil programozott
sejthalalt indukalnakl. Az endoplazmatikus retikulumbdl stressz hatasanaulo
programozott sejthalal beinditasd? adja az el§ proteaszoma-gatlészer, a myeloma
multiplexben alkalmazott bortezomit?® hatasmechanizmusanak alapjat is. Ezek melletholya
vizsgalatot is koOzoltek, ahol leirtak a bortezom#ls a doxorubicin kezelés egymas
hatasossagat kolcsonosedsi®s hatasat*”. Azonban a doxorubicin rezisztenciara gyakorolt
hatasat, illetve maguknak a proteaszoma alegységelinszerepét mindezidadig még nem

vizsgaltak.
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A 4.4. fejezetben ismertetett projekt sordn egytgaszoma alegység génjenek oki
szerepét igazoltuk sejtkultiramodell, transzkriptarm adatok, RNS interferencia-alapu
génelcsendesités és publikus betegmintak felhaszndll. A vizsgalat eredményét alapjan

a kovetked megallapitdsokat tehetjik:

» A kezelés és a rezisztencia kozotti genom-fizikiilonbségeket felhasznalva
azonositottuk a proteaszOma fehérjekomplex PSMB&®gyakgét, mint a
doxorubicinnel szembeni rezisztencia egyik oki fydr”) génjét.

* A vizsgélat soran igazoltuk, hogy a genom-drziatatokkal azonositott célgének
Kisérletes korulmeények kdzott is magas relevanti@ralelkeznek.

* A nagy Klinikai mintan is igazolt eredmények alapgrossz prognézissal kapcsolatba

hozhato PSMB7 gén igéretes terapias célpont lehet.

Méar korabban is tudtuk, hogy egy-egy gén magasjdabeése Osszefugghet a
kemorezisztencia kialakulasaval, amire a legtobibseiit példak az ABCB1**® 24" és a
TOP2A2%8 289gének. Az siRNS-el valé csendesitése alapjan aB¥sgén hasznalhatdsaga is
tulmutat a sima biomarker jel6ltségen.

Meg kell jegyezniink, hogy az siRNS hatds mérés&réiag sejtkultiras kérilmények
kozott tortént. A homogén korilmények kozoétt tartdtonnyen transzfektalhatd sejtek
lehetivé teszik, hogy egy-egy gén izolalt hatasat tudjudeni. Ehhez az RNS interferencia
alapu géncsendesités az irodalomban bevett, dzében elterjedt mdédszer. Azonban ezek
az eredmények a modszer korlatai miatt klinikaitegn alkalmazhatéak azonnal - ennék f
oka azin vivo transzfekcid6 megoldatlan volta. Sejtekben szamoknko6z hatékony
technolégiat leirtak mar, mint a kationos lipidekianorészecskék, polietilénemin,
cyclodextrin, chitosan és a kollagén alkalmaz&8aAzonbanin vivo az RNS interferencia
mikddéséhez szikséges korilményeket nem lehet rdgibdtd és hatékony maodon
létrehozni. Emellett tovabbi probléma, hogy a hd&ssdikitése a rosszindulati daganatos
sejtekre szintén nem megoldott.

A PSMB7 gént korabban alig vizsgaltak rosszindulganatos betegekben. Magas
expresszidjat dokumentaltak vastagbél-carcinomabdn A proteaszéma-gatioszerekkel
tortérd kezelés utdn a PSMB5, PSMB6 és PSMB7 alegységalesszioja meditt egerek

maj, tud, vékony- és vastagbelében. Jelenleg még rendkiinyos ismereteink ellenére
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agy ftinik, hogy a magas proteaszoéma expresszio szeipehat a nagy fehérje-komplexek
altal kozvetitett betegségekbertis

Jelen vizsgélatunkban a PSMB7 nemcsak sejtkultl@siimények kozott volt
hatasos, de a klinikai mintdkon is. Ezen vizsgéla¢két csokkenti, hogy a kezelési adatok
nem alltak rendelkezésre, ezért nem tudtuk megitebgy az 1592 beteg kdzil mennyien

részeslltek valéban doxorubicin-kezelésben.

5.5. Parallel evoluciés modell alkalmazasa a parhamosan létrejo\o
kemorezisztencia modellezésére

A fenti vizsgélatok soran alkalmazott sejtkulturasdellek alapja az a feltételezés,
hogy a Kkisérletes korilmények kozott tartott sejtek vald vilaghoz hasonlo
rezisztenciamechanizmusokat fognak ,alkalmazni'erehasonlésag vizsgalatara a fentiekt
elté médon parhuzamosan hoztunk létre rezisztens vkeitalanajd ezeket egymassal

hasonlitottuk 6ssze. Eredményefikalapjan megallapithatjuk:

* A sejtvonalakban tortén parhuzamos kezelés révén sikerllt 27 sejtvonalban
létrehoznunk a parhuzamos evollcié modelljét egpkkét szelekciés nyoméssal
szemben.

e TObb, kordbban mar leirt kilonféle mechanizmusvakiidasat (pld TOP2A, TUBB3,
ABCBL1) tudtuk igazolni a rezisztencia létrejotte&n

* Minddssze 1-2 mechanizmus aktivalédasa mar elégségit ahhoz, hogy a

rezisztencia létrejojjon.

A kutatds egyik legfontosabb kérdése, hogy egwditklinikailag relevans-e az
altalunk alkalmazott megkozelités. Az RT-PCR ésaeamlasi citometrias mérések soran
olyan mechanizmusokat és géneket vizsgaltunk, aketyaz irodalomban mér tébben is
leirtak, ezeket a mechanizmusokat sikeresen tudtlitrehozott vonalakban is kimutatni.
Ezek alapjan sejtvonalmodelliink alkalmas lehet ,ahagy ezzel a megkozelitéssel U

mechanizmusokat is azonositsunk.

Erdekes megfigyelés, hogy nem talaltunk olyan latnaamiben egy gyogyszer
hatdséra keresztrezisztencia j6tt volna létre &itilzsgalt szerrel (doxorubicin, paclitaxel,

cisplatin, 5-fluorouracil) szemben is. Ezen eredyeémk alapjan a valédi ,multidrog-
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rezisztencia” egy igen ritka esemény - ez egyeziknaklinikai megfigyelésekkel, amelyek
szerint egy szerrel szemben ellenalléva valt tukatranasodik vonalban mas gyogyszerrel

még hatasosan lehet kezeitfi

Az egyes parhuzamosan fejlesztett sejtvonalalszeamiciaja eltért, ami felveti, hogy
klinikailag is létrejohet hasonl6 jelenség. Ezteag tumor tobb részéb(vagy akéar a tavoli
attétekiol) vett tObbszorés mintavétel alapjan lehetime vivo is vizsgélni. Alternativ
megkozelités lehet a tumor heterogenitasanak Visgéagyetlen mintabP°, vagy a kering
tumorsejtek tobbszords dsszehasonlitd vizsg&zitaHasonld vizsgalatok klinikai értéke
azonban tovabbra is kérdéses, hiszen a |éthaj@xzisztenciaért akar a tumorsejtek egy olyan

kis hanyada is feléksé tehét, amelyeket tobbszoros mintavétellel sem tudnaokegitani.

5.6. Ot célzott terapias szerrel szembeni reziszteia és érzékenység
vizsgalata 45 sejtvonalban

A fentiek soran a citotoxikus gyogyszerekkel szembezisztenciat tanulmanyoztuk.
Egy Ujabb kutatds soran ot célzott terapias gydgysz (lapatinib, erlotinib, sorafenib,
sunitinib és gefitinib) fokuszaltunk, ezeken az.Sdjezethez hasonl6 kisérletet végeztink.

Vizsgalatunk 4.6. fejezetben ismertetett eredméfiyailapjan megallapithatjuk:

* Az alkalmazott, sejtkultira és transzkriptom szietemzések kombinaciojara égil
megkozelités alkalmasnak bizonyult arra, hogy délmrapids szerekkel szembeni
relativ rezisztenciat étejelzs biomarkereket azonositsunk.

* Veserakos mintdkban igazoltuk a RAB17, az LGALS8 & EpCAM gének
0sszefliggését a sunitinib-rezisztenciaval.

« A legtdbb Kkeresztrezisztenciaval 0Osszefliggént a sunitinib-rezisztenciaval
kapcsolatba hozott génlista tartalmazta.

Felvetdik a kérdés, hogy miért a sunitinib-rezisztenciagaszefiig§ génlista
tartalmazta a legtbbb olyan gént, amely egy masiéban is szerepelt? Ez a megfigyelés
ellentétben all a rendelkezésre all6 irodalmi akleaf ahol a sunitinib-rezisztenciaval sokkal
kevesebb gént hoztak kapcsolatba, mint a masik ggggyszerrel szembeni rezisztenciaval.
Emiatt a sunitnib-rezisztencia génjeire koncenirdf és ezekben végeztik el a Klinikai
tesztelést. Bar eredményeink igazoltak a génekréggét, azonban a vizsgalt betegmintak
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alacsony szama miatt (39 beteg) a talalt 0sszefizggé mindenképpen tovabbi, joval
nagyobb klinikai vizsgalatoknak kell igazolniuk.

A gybgyszerek hasonlé hatasmechanizmuséat ismeeglemb, hogy egyetlen olyan
gént sem taléltunk, amely mind az 6t vizsgalt steszembeni rezisztencidval dsszefluiggést
mutatott volna. Négy gyogyszerrel szembeni rezigdéval is mindossze kétigén fliggott
Ossze. Az ANXA3 részt vesz a novekedéssel osszéfjagtvitelben®® korabban platina-
szerekkel szembeni rezisztenciaval is kapcsolabzeak®>®, valamint az EGFR mutécio altal
létrehozott génexpresszios valtozasok is ériffitk A RAB25 a RAS onkogének csaladjaba
tartozik, és bar vastagbélrakik&l és a receptor-negativ ejrikkal 262 mar 6sszefiiggésbe
hoztak, de nincs adat a tirozin kinaz gatlészerekél® kapcsolatardl.

Az elvégzett kisérlet nagyban hasonlit adlédst bemutatott vizsgalatunkra. Ez nem
véletlen, mivel ebben a projektben felhasznaltuk edizé vizsgélatban gijtott pozitiv
tapasztalatokat. Ezek kozott van a rezisztencia tékémek meghatarozasa héarom
koncentracié mellett, a sok kulonkibzeredet sejtvonal alkalmazasa a tumortipustdl
fuggetlen gének azonositdsahoz, a klinikailag alkabtt koncentracié hasznélata és a
tobblépcés statisztikai kiértékelés. Jelen projekt azonbatilfis mdalta a korabbi
vizsgélatunkat, mivel tdbb sejtvonalat haszndltuak,gén chip mérések haromszoros
ismétlésben készlltek, és a legjobb géneket figgétinikai vizsgalatban is ellénztik.

5.7. Korabbi kbzleményekben a melanoma pathogenegigel kapcsolatba
hozott génlistak 6sszehasonlitdsa

Az 5.2. fejezetben mar bemutattuk, hogy sajakskjira alapu vizsgalataink soran a
melanoma kemorezisztencigjaval 0sszeéliggeéneket tudtunk azonositani. Kérdéskeént
vetodik fel, hogy az irodalomban azonositott génexmiéss mintazatok mennyire
reprodukélhatéak fuggetlen betegmintdkban is. Aenelkzérdés megvalaszolasara végzett, a
4.7. fejezetben 6sszefoglalt projektiink eredméffealapjan a kovetkézmegallapitasokat
tehetjik:

* A melanoma génexpresszidés mintazatok alapjan gergFalistak kulonbodgsége a
tumorok nagyfoku heterogenitdsat mutatja.
* A génexpressziés mintdzatokat generaldé experimentd Kklinikai vizsgélatok

reprodukalhatésaga alacsony.
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A kutatas alaphipotézise alapjan azonositott matemspecifikus gén minddssze
egyetlen egy volt (a RAB33A), amely Ras-asszogjati®®*. A Ras jelatviteli Gtvonal génjeit
egy masik kbzleményiinkben alaposan eleme?tiik

Tobb oka lehet annak, ami miatt az egyes vizsgalatedményeinek 95%-a nem
reprodukélhat6. Az egyes cikkekben felhasznalt stk eredete jelefgen eltért egymastol
(tumorok, attétek, sejtvonalak). A klinikai mintdlsztasagat nem ellérizték, ami miatt
jelents lehet a szennyédés vérrel vagy készovettel. A tanulmanyokban vizsgalt mintak
Klinikai paraméterei is eltértek egymastol.

A vizsgalatok soran tobb esetben nagyon alacsoetgzsmokkal dolgoztak, amely a
megbizhatdé biomarkerek azonositidsat lehetetlers@. tAz altalunk fentebb mér részben
emlitett, de a kovetkézfejezetekben részletesen is elemzett kutatdsairdnspontosan az
volt az egyik & célunk, hogy a kiulénbézeredeit adatok integraldsaval egy olyan adatbazist
hozzunk létre, amely leh®té teszi, hogy az egyes vizsgalatokban elért st
hatasossagot jeldéigen meghaladé elemzéseket tudjunk végezni.

Meg kell jegyezniink, hogy a vizsgélt tanulmanyokkakalmazott technolégia is
jelentsen eltért. Ez egyrészt a fizikalis méréshez hdszyzeén chipek kilonbdz voltat
tartalmazza, de az adatok statisztikai kiértékes&sdan is eltér algoritmusokat vetettek be.
Mindezek a kilonbségek felvetik, hogy csak abbarseatben fogunk tudni megbizhatd és
reprodukélhat6 transzkriptomikus vizsgalatokat zégeha a kisérletek kérilményeit a lehet

legnagyobb mértékben standardizalni tudjuk.

Osszességében tehat azt Allapithatjuk meg, hogy 6sszehasonlithaté és
reprodukélhaté eredmények generaldsahoz szikségesal kutatdsi programok soran a
mintagyijtés, a mintak ékészitésének, feldolgozdsadnak és a statisztikaktékeésnek
standardizélasa.

5.8. Korabbi kézleményekben emdirak progndzisaval kapcsolatba hozott
génlistadk keresztelemzése nyers adatok ujrafeldolgasa utan

Az elbz6 fejezetben targyalt, altalunk végzett éelkeresztelemzési vizsgalat egy
jelents gyengesége, hogy nyers adatok hianyaban az iesgeetk altal mar feldolgozott
adatok alapjan készitett génlistakat hasonlitotegiymassal 6ssze. Mindezek alapjan

felvetsdott a kérdés, hogy lehetséges lenne-e az erditdérkények nyers adatait kombinalni
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és teljesen Ujra feldolgozni a fenti irAnymutaté§igkelembevétel, valamint hogy ebben az
integralt adatbazisban ell&tizve az egyes gének vagy génexpresszios mintaastidi

teljesitménye mit fog mutatni?

Az ezen kérdés mentén végzett, a sajat eredmémyemn 4.8. fejezetben bemutatod

kutatasainK’ alapjan a kovetkézmegallapitasokat tehetjiik:

» Kordbban kozolt adatok felhasznalasaval létrehdzteqy integralt, klinikai és
génexpresszids adatokat tartalmaz6 adatbazist,yam@rognosztikus biomarkerek
keresztelemzését leldgt teszi. Ezen adatbazist kbb tovabbi vizsgélatok soran is
fel tudtuk hasznalri®®.

e Az irodalomban k6zolt mintazatok tobbsége nem kéfies a j0 €s rossz prognoézisu
betegeket egymastdl elkiloniteni. Az altalunk sdigansnak talalt génlistak (n=8)
hatasossagat ekdzben egy fliggetlen platformon ligézo

* Az adatbazis felhasznalasaval azonositott génekilkkevesebb is elég egy (j
osztélyozdba, ha a klinikai paramétereket is figgdbe vesszik.

* Nagyszamu redundans gén chipet kozoltek korabbehkiznyekben (n=640).

A redundans gén chipek kozlése egy igen érdekaisaszal tarsult. thben az el$
kozleményt Miller és munkatérsai hoztdk nyilvangsadGSE3494-es GEO azonositdszam
alatt 26’ Amint ezt a kézleményt elfogadtak, a rakovetkempon adtak fel a kovetk&z
Sotiriou és munkatarsai altal fémjelzett cikkgtamelyhez az adatokat GSE2990-es szamon
regisztraltak. Ezutan ugyanezt a modszert folytattavdbb Ivshina és munkatarsai
(GSE4922Y18 illetve ké$bb Loi és munkatarsai (GSE653%F. Erdekes kérdés, hogy ez a
modszer vajon nem etikatlan-e? &srban a kutatoknak jeldist koltségmegtakaritast
eredményezett, hogy azonos befektetett munkaval fHlozlemeényt is el tudtak fogadtatni.
Azonban Iényegében arrél van sz0, hogy aé klzlemény sordn a rendelkezésre all6 adatok
egy részét visszatartottak, ami a figgetlen igaplfletve az adatok felhasznalasat mas

vizsgalatokban jeletis mértékben megneheziti.

Ezen tilmetien azonban van egy sokkal nagyobb probléma isundéhs kozléssel.
Egyes vizsgalatokban hozzank hasonléan masok ikadnek a flggetlen tesztelésre.
Amennyiben egy ilyen flggetlen tesztelésbe két &figanek &iné adatbankot vonnak be,
amelyek azonban nagyfokd hasonlésagot mutatnak G8&3493 és GSE4922), akkor a

fuggetlen tesztelés hatasossagat jékari lecsokkenti a par tobbszorbsen kdzoélt minta.
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Ebben az esetben ugyanis lényegében nem mas kjméini hogy ugyanazon minta sulya a
végd osztalyoz6 hatasossagara oriasi mértékben énegmnek hattere mogott az all, hogy
legtobb esetben az alkalmazott statisztikai tesatakprobara épulnek. Azonban a t-proba
sordn a szorast is belevessziik a statisztikai $idlpai. Ertelemszéen azonos mintak
alkalmazasa a szorast rendkivili mértékben csokkamulldhoz kdzeliti), ezért valamennyi
statisztikai eredmény é&en megkérgielezhet. A fenti, véleménylnk szerint hibas
megkozelitésre a legjobb példa a Breastmark rentidéindezek az eredmények mutatjék,
hogy a nyilvanosan is elérlieadatok magasabb kontrolljara lenne szuk¢klggjegyezzik,
hogy vizsgalatunk kozlése utdn a GEO-ban kiegéskitea megfelél GSE szamokat egy
utalassal, amely a tdbbi hasonlé kodzleményre ufahtimalis esetben azonban nem

megtartani, hanem teljesen t6rdlni kellene a redamsdadatokat.)

Gén chip vizsgalatok alapjan azonositott biomakeiftiggetlen igazoldsa minden
esetben elengedhetetleniil a vizsgélat része kgl lemyen?®®. Egyes szekk mar korabban
is felvetették, hogy ezt egyetlen (ugyanazon) ptatf felhasznalasaval kell a masik (vagy
nagyobb) beteganyagon elvége?Hi. Lényegében ez az, amit mi ebben a vizsgalatban a
korébbi chip adatok alapjan elvégeztink.

Kritikaként merllhet fel az 6k6 pozitivum, hogy a vizsgalat soran a géneket egy
platformra vetitettiik, ugyanis ezzel egyes, nefedeh tlikrozhétgének kiesnek, illetve mas
géneket eltér hatasossaggal tudunk lemérni. Ezeifivatet soran azt a kordbbi megfigyelést
vettiik alapul, hogy a gén chipek egy-egy konkréh gipresszidjat megbizhatdé és
reprodukalhaté moédon tudjak meghataro2fi Emiatt az egyes platformok hasznalata
kevésbé kritikus, amennyiben az altalunk valaszjétteket mér prébak nem kétnek be tdbb
génhez is. Egyrészt a gén chipeket tebvagek torekedtek arra, hogy ez ne fordulhassgn el
masrészt viszont tobb esetben is fluggetlen techrl@éldaul RT-PCR - lasd kdvetkez

fejeze) segitségével is igazoltadk egyes kivalasztott g&fteis kifejezodését.

% http://cancerres.aacrjournals.org/cgi/contentighdf24_MeetingAbstracts/P3-04-12?rss=1
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5.9. Petefészekrakok szovettani altipusait meghatdzo és a varhato tulélést
elérejelzé gének igazolasa klinikai mintakban

A kovetked kutatdsunk soran nemcsak a génlistakat azonasifotte altalunk
gyijtott fuggetlen beteganyagon is eldeiztik az egyes gének eltekifejezbdését. Sajat

eredményeink’® alapjan a kovetkézmegallapitasokat tehetjiik:

* Az altalunk elvégzett kiértékelés soran azonositotiiléléssel legjobban dsszeftigg
gének a PGR, az OR2 és a TSPANS voltak.

* Az Altalunk gyjtott klinikai mintakban RT-PCR alkalmazaséaval angéhipeken
azonositott gének tdbb mint 90%-at sikeresen tuidfakolni.

* A korabban kozdolt génlistak kozil nyolc volt kémeszdvettani altipus elkllonitésére,

de egy sem tudta a tuléléstr jelezni.

A korabbi vizsgalatokban elért alacsony statisitéo, illetve az eredmények rossz
reprodukélhatésaga miatt még nem készllt olyanstiaiptom szini vizsgalat, amely a
klinikai dontéshozatalt is befolyasolhatta volngled vizsgalatban nemcsak a nagy betegszam
jarult hozza a statisztikai &rnoveléséhez, de a flggetlen technolégia felhadzéaahl

elvégzett igazolas is az eredményekésir.

A legérdekesebb eredmény az OR2 és a PGR 0Osséshigy tuléléssel. Irodalmi
adatok alapjan az 6sztrogén receptor fokozott dafejése inkabb az alacsony malignitasu
tumorokra volt jellemé 27% Jollehet a kutatasunk soran az OR-t nem talaithdg a
legeBsebb gének kozott, azonban az OR2 azonositasaeteljg@ratlan lelet volt. Mindezek
az eredmények azt sugalljak, hogy a petefészelga&l&se soran a hormonterapianak is lehet

helye, ha a megfekglbeteganyagot ki tudjuk szelektalni.

A kutatas soran létrehozott adatbazis tovabbiafethalasi lehésége, hogy flggetlen
klinikai teszteléseket végezzink Ujonnan publikélbbgénes vizsgalatok eredményeinek
igazolasara. Ennek soran lehet az egyes vizsgalakakon-kulon igazolni, ahogy fent tobb
vizsgélat sordn méar bemutattuk. Egy alternativ roegktés, ha ezt a lelésgEget minden
kutatonak a kezébe adjuk, ami a vilaghalon kerésit@almazott programok fejlesztése révén

ma megvalosithatd cél - ezt fogom bemutatni a Katfejezetekben.
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5.10. Microarray adatok eléfeldolgozasa

A4.1., 4.4. 4.6., 4.8.és 4.9. fejezetekbern laitatdsaink soran a mérési adatokat gén
chipek (més néven génexpresszios microarray-oka$zinalasaval generaltuk. A technoldgia
alkalmazasa soran az eredményt egy leolvasé (,ecdrsegitségével hataroztuk meg, amely
egy képfajl formajdban menti le a mért adatokaterEképfajlban az egyes képpontokat
elhelyezkedés alapjan azonositja a program, hazdélieaz adott pozicibban elhelyezett
prébahoz, majd a kapott intenzitasi értékeket egyekked fajlban tarolja el. Az egyes
génekre vonatkozé kifejédést ezen fajl tovabbi feldolgozasaval tudjuk kisafni, amely
folyamatot ebfeldolgozasnak (,pre-processing”) nevezzik, mivel még az egy kisérleten
belll elvégzett tobb mérés dsszehasonlitagalelkell futtatni.

Az ebfeldolgozas harom tovabbi részlépésre oszthatd,t rainhattér korrekcid
(amelynek soran az a célunk, hogy az esetleg néhétérzajt kistrjik), a normalizalas
(melynek soran célunk, hogy a kiulénBomintdk esetében kapott génexpresszios értékek
egymassal 6sszehasonlithatd skalan legyenek) ésbagzint adatok 6sszesitése (melynek
soran célunk, hogy az egy gén kifdjdesét mér tobb proba adatait egyetlen értékre
alakitsuk at). Erre a folyamatra szdmos algoritmiggiesztettek ki, amelyek azonban
egymastol jelerdisen el is térhetnek. Figyelembe véve, hogy kutatlkssoran egyrészt mi
magunk is jelerdts szamu microarray meérést végeztiink, masrészt g vizsgalatok
keresztelemzése, illetve a Kbéb targyalt tovabbi fejlesztések ¢Hdltétele az adatok
0sszehasonlithatosdga, ezért szikséges volt edéeldelgozasi algoritmusok részletes

elemzése.

Az algoritmusok Osszehasonlitdsara elméletben tébbtség is van. A kordbban
alkalmazott modszerek kozott vedehelyen szerepelt az ismert koncentraciéju RNS
hozzdadasa a mintakhoz (,spike-in”), majd ezen RNcentracidjanak dsszehasonlitasa az
algoritmusok altal generalt értékekk&?. Egy masik megkozelités soran két kiloriboz
mintat kilonbdd aranyban kevertek 0Ossze, majd az egyes mérésefpinassal
osszehasonlitottak. Bar ezen vizsgalatok lelieé tettek olyan keresztelemzéseket, ahol az
egyes modszereket egymashoz hasonlitéttakazonban a teljesen eltgmétt, laboratériumi
megkoOzelités nem tette lefie€, hogy a klinikai kérnyezetben varhatd variaci@lletti
teljesitményt meg lehessen pontosan becsilni.
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Mivel klinikailag lehetetlen teljesendke definidlni egyes gének varhatd értékét, ezért
ilyen esetben egy flggetlen mddszer alkalmazédset lmegoldas. Ennek soran a kérdéses
gén kifejeddését ezzel a mddszerrel is meghatarozzuk, majdgges algoritmusok altal
szamitott eredménnyel 0sszevethetjuk. Meg kell gegynk, hogy ebben az esetben nem
tudjuk az egyes gének kifefgdését abszolut értelemben meghatarozni, azonbaeyges
algoritmusok egyméashoz viszonyitott teljesitménigz&molhato.

A 4.10. fejezetben bemutatott sajat vizsgalatunkedményei 19 alapjan

megallapithatjuk:

* alegjobban teljesiteléfeldolgozasi algoritmus a PLIER+16 volt,

* alegelterjedtebb algoritmusok hasonléan jol téigiek.

Az irodalomban az Affymetrix gén chip adatok fedhaaldsa soran leggyakrabban
alkalmazott algoritmusok kozott a MAS5, az MBEI @& RMA szerepelnek®. Ennek
hétterében a korai megjelenésiik, a felhasznalélpaogramok (MAS5 és MBEI), illetve a
gyors szamitasi i (RMA) szerepelhetnek. Eredményeink soran ezen riahgasok

mindegyike ol teljesitett.

Ki kell emelnink a MASS5 algoritmust, amely abbaiildab6dzik valamennyi tobbi
programtol, hogy akar egyetlen gén chip feldolgérasis felhasznalhaté. Fontos
hangsulyozni, hogy az egyetlen mérésen bellli fgtids lehdivé teszi, hogy kilénbéz
vizsgalatokba bevonjuk ugyanazt a mintat, amelyheZesgalatokban mindig ugyanazzal az
értékkel fog szerepelni. Bar ezt nem lehet elmondabbi algoritmusrol, azonban azoknal
megvan az az elméletiéely, hogy a mintaszam ndévelésével az algoritmus gssdiga is
névekedni fog. A MAS5-re vonatkoz6 korabbi 6sszehdigd vizsgélatok kdzott volt olyan,

ahol nem ért el j6 hatasossaddt mig mas vizsgalatban szintén jol teljesitétt

A Kkeresztelemzések és rendszerfejlesztések soéhmnkc volt az adatbazisok
folyamatos Bvitése és tovabbfejlesztése, ezért a |0l tefjesoritmusok kdzott a MAS5-6t
valasztottuk, amely egyetlen gén chipre is elvég®zhvValamennyi, ezen statisztikai projekt

utan elvégzett gén chip feldolgozas soran a MA§6ramust hasznaltuk.
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5.11. Online rendszer fejlesztése az eéndk progndzisat ebrejelzo
génexpresszid alapu biomarker-jeléltek tesztelésére

A részben a 4.8. fejezet eredményeire &pld 4.11. fejezetben részletesen

ismeretetett bioinformatikai fejlesztéseiffR alapjan a kovetkézmegallapitasokat tehetjiik:

» Létrehoztunk egy, a vilaghalon keresztil eléshetndszert, amely leh#té teszi a
rendelkezésre allo transzkriptomikus adatok keedsatzésével 22277 gén biomarker-
szerepének valésadblen tortél vizsgalatét.

* A lekérded felliletet kiegészitettik 8mkkel, amelyek alkalmazésaval az elemzést
egy-egy kivalasztott klinikai csoportban is el leliégezni.

* A rendszer felhasznalasaval elvégeztik a korabledr legfontosabb tuléléssel

kapcsolatba hozott biomarkerek keresztelemzéseét.

A Kaplan-Meier rajzol6 etsverzidjat embrakos mintak felhasznalasaval fejlesztettik
ki. Ennek az volt az oka, hogy ebben a tumortipugkadkivil nagyszdmu gén chip adat allt
rendelkezése, amely a keresztelemzés alapjat aatbaais |étrehozasahoz kulcsfontossagu

volt.

Altalanossagban elmondhat6, hogy egy biomarkéitj@lzonositasa utan kilontidz
lehetiségek allnak rendelkezésre, hogy az azonositétt gterepét igazolni tudjuk. Bar erre
az egyes geének direkt vizsgalata, példaul immubdigmia vagy RT-PCR az
altalanossagban alkalmazott ,arany standard”, amordgpkszor a biomarker-jeléltek nagy
szama miatt ez nem lehetséges. Ezekben az esetskbkeeg van egy d&etes sirésre,
hogy ki tudjuk zarni azokat a géneket, amelyek atirthn egyaltalan nincsenek a vizsgalt

betegséggel kapcsolatban. Az altalunk kifejleszésttiszer Iényegében pontosan erre készlt.

A szamitasok soran Kaplan-Meier elemzés késziddmit génnel. A Kaplan-Meier
elemzés nagy éhye, hogy nem csak azokat a betegeket lehet bewosmamitasba, akiknél a
vizsgélt esemény (kitjulas vagy haldl) bekovetkezZEhelyett Ugynevezett proporcionalis
tulélést lehet szamolni, ahol azon betegek arasgamoljuk, akiknél az adott dgillanatig
még nem kovetkezett be esemény. Amennyiben mindéhkian ismert esemény, akkor a
Kaplan-Meier gorbe nem tér el az empirikus elogalasKlinikai korilmények kozott
azonban ez szinte soha nincs igy, hiszen egyegdietakeriilnek egy vizsgalatbél, mas
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okbdl is bekdvetkezhet az esemény, vagy egyéb déayed jelentkezhet, ami miatt egy-
egy beteget egy adottdpillanatban ki kell zarni. Mindezek mellett a Kapi®eier gorbe,
amely az id fuggvényében abrazolja a kovetett betegek szaméarakyat, altalanosan is

konnyen érthét Ezek miatt dontéttiink a Kaplan-Meier gorbe alkadsa mellett.

Azonban tovabbra is nyitott kérdés volt, hogy psan milyen vagopontot
alkalmazzunk, amelynek felhasznélasaval a betedektatsoportra lehet osztani. Alapbdl az
irodalomban legelterjedtebb megoldast, a mediamlmlkzasat épitettiik be a rendszerbe.
Tovabbi vagépontok lehetnek az also és a&febgyedek, illetve az alsé és felsarmadok. A
vagopont tovabbi optimalizaldsat a kovetkefejlesztésiinkil szélo 4.12. fejezetben

részletesen is targyaljuk.

Meg kell jegyeznink a rendszer egyik gyenge ponga pedig a betegek szelektalt
kivalogatasa az eredeti k6zleményekben. Amennyibeazerdk egy-egy konkrét csoportot
elemeztek, akkor a tobbi betegredsisrban koltségcsokkehbkbdl nem végezték el a gén
chip méréseket. Ennek tipikus példaja a kezeldiletegek bevalogatasa: az adatbazisban a
bazalis altipusba tartoz6 betegek majdnem fele kegmott kemoterapias kezelést, mikdzben
az aktudlis klinikai ajanladsok ezen betegcsoporetédmen egyérteltien kemoterapiat
javasolnak. Bar a betegek ilyen bevalogatasat nebgtlindokolni (példaul a kezeletlen
betegek vizsgélata jobban lebwt teszi a betegség lefolyasanak megértését,aleik olyan
vizsgalat volt, amikor a betegek igi¢se még a jelenleg alkalmazott protokollok beteze
elétt tortént), azonban ez szamunkra felvetette a egmizalhatésagi’ kérdést. Ezt ugy
oldottuk meg, hogy létrehoztunk egyiisit, amelybe 500 véletlenszen kivalasztott olyan
beteget vontunk be, akik esetében az egyes Klipkaaméterek (hormonreceptor-statusz,

grade, stb.) megegyeztek az aktualis SEER-benWw&Atbeli prevalenciakkal.

A rendszer hasznalatanak bemutatdsa soran az Ap©leraciés biomarker-
jelolteket teszteltik. Az eredmények alapjan a TORRCCND2 és a CCNE2 rendelkeznek a
legjobb ebrejelzs képességgel. Kilon ki kell emelniink, hogy a kétliay egymashoz
viszonyitva forditott 0sszefliggést mutat a kiGjukdentes tuléléssel. M&s széval, mig a
CCND2 esetében a magasabb kifégexs jobb prognozissal tarsul, addig a CCNE2 esetébe
ez pont forditva van. Bar az altalunk elvégzettsgéatok nem teszik letiete. hogy a

géneket direkt Osszehasonlitsuk egymassal, ezedmérgek arra utalnak, hogy a két

108



dc_718 13

sejtciklust befolyasold gén ellentétes hatasa niagitanazon szabalyozé rendszer kdlcsonos
befolyasolasa allhat.

5.12. A vilaghalon keresztil elérhdt keresztelem# rendszer
tovabbfejlesztése tdbbgénes osztalyozok és optinaalii vagopont
szamitasara

A rendszer tovabbfejlesztésének 4.12. fejezetbenletezett eredményei alapfha

kovetked megallapitasokat tehetjik:

* A vilaghalon keresztll elérhigt tuléléssel kapcsolatba hozhaté biomarkerek
elemzésére létrehozott rendszert kiegészitettikmapralt vagopont és tobbgénes
osztalyozok alkalmazéasat lebieé te\b algoritmusokkal.

* A rendszert elkészitettiik petefészekrak biomarkeéeektelésére is, €s az algoritmus

felhasznalasaval elvégeztik 37, az irodalombahbde@marker keresztelemzéseét.

A petefészekrak-adatbazis létrehozdsa soran az bhagglél 505 beteg egyetlen
adatbazisbol (a TCGA-bd’® szarmazott. A TCGA esetében az eredeti kutat@sdp
vizsgalta egyes gének 0Osszefliggését a tulélészelal@dlunk létrehozott rendszerben is
lehetvé tettiik, hogy a teljes elemzést egy-egy kulonéldlemény adatain kilon le lehessen
futtatni, ez&ltal a TCGA-ban azonositott génekldikeresztelemzése is kivitelezbet

A rendszer felépitése lelége teszi, hogy folyamatosan adjunk az adatbazishoz
tovabbi betegeket. Az eredetileg kozolt 1287 bdteigetalmazé adatbazist is tovabb
bévitettiik, és a jelen értekezésben elkészitett dbrak az Gjabb, 1464 beteget tartalmazo6
adatbazis felhasznalasaval késziltek.

A rendszer tovabbfejlesztésének kovetk&pése lehet a klinikai valtozokisdként
val6 alkalmazéasa helyett Kibitett multivaridns Cox regresszids szamitasok gsgzJdllehet
egy ilyen elemzés sordn csak azokat a betegeket bvonni a statisztikai szamitasokba,
akiknél minden adat rendelkezésre all, azonban emgkozelités jelefis ebnye, hogy az
okozati Osszefliggések mélyebb megértését teszioleheBar az értekezés elkészitésének
idején még nincs kdzolt ilyen rendszerink, méar dolgk ezen platform Iétrehozésan.

A adatbéazis folyamatos novelésének és az (] feflesknek koszonh&tn a Kaplan-

Meier rajzolé felhasznaltsaga folyamatosan ndvettede elmualt harom év folyaman. A
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legutols6 mért hénapba013 majushz egyedi latogatdk szama nagyobb volt, mint a& els
év folyaman 6sszesdlasd alabbi abra)

2010 2011 2012 2013

36. abra.Awww.kmplot.commendszer havi egyedi latogatdi szamanak alakuésa

elmult 3 év folyaman a Google Analytics adatai g@ap

5.13. A vilaghalon keresztil elérhdt diagnosztikai rendszer

Az eddig bemutatott bioinformatikai szamitasokf@tesztések soran a biomarkerek
azonositasasolt a cél. A biomarkerellkalmazasaraelvégzett, 4.13. fejezetben bemutatott
bioinformatikai projektiink eredményéia kdvetke#kben foglalhatjuk dssze:

* A betegek osztadlyozasa gén chip mérések alapjaetsiéfpes és a korabbi
diagnosztikai tesztek hatdsossaganal jobb.

* A létrehozott, vilaghalon awvww.recurrenceonline.contimen keresztil elérhiet

rendszer rendkivil rovid elemzésioidmellett (10 perc) lényegében 100%-0s
reprodukélhatésagot kindl.

 Tobb kulonbd# diagnosztikai mérés kombindlasa egy rendszerbénitelag
megvaldsithaté.

A tobbgénes tesztek terjedésének alapja, hoggwgént vizsgalo tesztekhez képest a
rosszindulati daganatos sejteket jobban tudjakradizni. Azonban jellenéen ezen tesztek
fuggetlen igazolasa nem lehetséges, mivel egyr@saetegmintakat nem lehet egy Kiils
csoporthoz is eljuttatni, masrészt pedig az alkabtta tesztek egy rutin
immunhisztokémiahoz viszonyitva tul bonyolultak ahhhogy alap patologiai intézetben a

mérést el lehessen végezni. Az Aaltalunk elvégzgtedztés sordn nemcsak egy eszkozt
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hotzunk Iétre a gén chipek kiértékelésére, de magyaszamon el is végeztik a rendszer
tesztelését.

Az Altalunk létrehozott kiérték&lrendszer tovabbi éhye, hogy maga a szamitas
mindbdssze néhany percet vesz igénybe. A hagyomamggkozelités soran a betégbett
mintat egy kdzponti laborba kell bekuldeni, ahahérés és a kiértékelés megtorténik, majd a
beteget kezél belgydgyasz illetve onkolégus visszakapja a diagto Ez j6l nikddik a
receptor-statuszok meghatarozdsa soran, azonbdbbménes tesztek esetében a teljes
folyamat tipikusan honapos nagysagnemibbe kertl, amely alatt a beteg nem kaphatja meg
a megfeled kezelést. Az altalunk Iétrehozott rendszer konmeydisan arra épiil, hogy a gén
chip mérés azonnal a beteget kézdinikan (vagy a legkdzelebbi genomikus kézponjban
megtorténik, ami a dtét utdn 24-48 oran belil lehetséges. Ezutan a&selitt nyers fajlokat
a honlapra feltdltve a diagnézis Iényegében tovatitvieszteség nélkil azonnal elkészl.

Ki kell emelni, hogy a létrehozott program hat&sgm meghaladja az RT-PCR-re
épub 21 génes teszt hatasossagat. E mogott a gén abigEdzéséhez sziikséges friss minta
megbizhatdébb génexpressziés profilja allhat. AzFROR-hez az RNS-t FFPE mintakbol kell
izolalni, amelyekben azonban az RNS téredezetzbe¥s lebomlott allapotban van jelen. A
mitét soran készitett friss fagyasztas az eredeti 8&&al jobb me¢rzését teszi lehévé.

A rendszer magasabb hatasossaganak egy masiksdotehet a jéval nagyobb
betegszam alkalmazasa. Mikozben a korabbi tesz4eR38 beteget hasznéltak az eredeti
kozleményekbepr® 66 88 "1 addig a www.recurrenceonline.com rendszert tobii @400 gén
chip felhasznaldsaval teszteltik. A statisztikaztek soran sok esetben nagyobb statisztikai
erét lehet elérni nagyobb mintaszam esetén.

Végezetll meg kell emliteni, hogy a rendszer szetelbl addéddan (vagyis hogy egy
program) a tovabbfejlesztése viszonylag egyszé&igyelembe véve, hogy az eirdk
genetikailag heterogén betegség, ezért tovabbiesegjcsoportokra fejlesztett osztalyozok
alkalmazasa is hatasosabb lehet, mint az olyant, tesnelynek felhasznalasa soran
lényegében csak két korabbi csoport kozil azt vithslg meg, hogy melyikhez &ll a mi
konkrét beteglnkdl kivett rosszindulatl daganatos szdvet ,genetikgjlenyomata’

kdzelebb.
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6. A SAJAT KUTATASI EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. A kutatasok els f6 csoportjaban a legjobb biomarker-jelolteket azonoiottuk in

vitro kisérletekben transzkriptom szinti adatok alkalmazasaval.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.5.

1.6.

Tizenegy kemoterapids szerrel szembeni rezisztgmofidt hataroztunk meg 30

rosszindulati daganatos sejtvonalban, majd gén &dptok felhasznalasaval

sikeresen tudtunk olyan géneket és génexpresszitidzatokat azonositani, amelyek
a gyogyszerekkel szembeni rezisztencidireeltudjak jelezni. Azonositottunk 22
olyan gént, amelyek a multidrog-rezisztenciabdornsos szereppel birhatnak.

A kemorezisztencia génjeit melanoma malignumbaniszéens sejtvonalparok

felhasznaldsdval azonositottuk. Firtelemzés segisé az egyes vonalak kozotti

hasonldsagot tudtuk azonositani, valamint igazolhdgy az irodalomban kordbban
leirt géneket eredményesen lehet igazolni gén midiggsek felhasznalaséaval.
Rezisztens és érzékeny éndlk-sejtvonal parok felhasznalasaval két gyogysterr
szemben azonositottuk a rezisztencia legfontosalémjeig Egy fliggetlen
betegmintdn alkalmazva a génexpresszids mintdzdfydfan altalunk kemoterapiara

érzékenyként osztalyozott, doxorubicin monoteréaid&ezelt betegek tulélése tdbb

mint 50%-al hosszabb volt, mint a rezisztenskéntabgozott betegek tulélése.

A transzkriptomikus adatokkal azonositott proteaszé fehériekomplex eqyik

alegységének oki szerepét igazoltuk kisérleteslk@niyek kozott RNS interferencia

alkalmazasaval. A kezelés és a rezisztencia koz@tiom-szint kilonbségeket

felhasznalva azonositottuk és klinikai mintdkbamgazoltuk a PSMB7 gént, mint a
doxorubicinnel szembeni rezisztencia egyik oki iydr’) génjét.

A sejtvonalakban torténparhuzamos doxorubicin és paclitaxel kezelés réuéariilt

[étrehoznunk a parhuzamos evolicié modelljét eggkkét szelekcids nyomassal

szemben. A 27 sejtvonalban tobb, kordbban leirthaizmus aktivalodasat tudtuk

igazolni a rezisztencia létrejotte soran (pld TOREBAABCBL) és bizonyitottuk, hogy
mindbdssze 1-2 mechanizmus aktivalodasa mar elégségé ahhoz, hogy a
rezisztencia létrejojjon.

Ot célzott terapids szerrel szembeni érzékenysémegalatuk 45 sejtvonalban és a

relativ rezisztenciat étejelzd biomarkereket azonositottunk. Veserakos mintakban
igazoltuk az LGALS8, a RAB17 és az EPCAM gének éBsggését a sunitinib-

rezisztenciaval.
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2. A kovetkezé kutatasok soran a cél a korabban azonositott biomkerek igazolasa
volt transzkriptom szintii adatok keresztelemzésével és klinikai mintakon val
teszteléssel.

2.1.A korabbi kozleményekben a melanoma pathogenediskapcsolatba hozott

génlistak 6sszehasonlitasa altal igazoltuk nagyfb&terogenitasat génexpresszios
szinten.

2.2.Korabban kozolt endrdakos adatok felhasznalasaval Iétrehoztunk egyiiate 1079

beteg klinikai és génexpresszios adatait tartalmaddtbézist, amely kordbbi

prognosztikus biomarkerek keresztelemzését teideieszi.
2.3. Petefészekrakok szovettani altipusait meghatarezé@ &arhatd tulélést dkejelzs

gének azonositasara épitettiink fel adatbazist &8giminta felhasznalasaval. Az
altalunk keészitett gén chip adatbazis kiértékelésaronositott, a tuléléssel legjobban
osszefiigy gének a PGR, az OR2 és a TSPANS voltak, amelyekepét 64 sajat
betegben is igazoltuk.

3. A kutatdsaink harmadik fé csoportjdban expresszios gén chip adatok feldolgazat
lehetéve tévb bioinformatikai rendszereket fejlesztettlink.
3.1.El6szor a gén chip adatokoétldolgozasara elérhietalgoritmusokat hasonlitottuk
0ssze. A _legelterjedtebb algoritmusok (MAS5, PLIERMA) hasonléan ol

teljesitettek.
3.2.Létrehoztunk egy, a vildghalon keresztil eléfhegndszert, amely leh@até teszi

2977 embrakos minta transzkriptomikus adatanak keresztadsgwwel 22277 gén

biomarker-szerepének valésbimbn torté vizsgalatat. A rendszer felhasznéalasaval

elvégeztiik a korabban leirt 11 legfontosabb biomrakleresztelemzését.

3.3.Ezt a rendszert elkészitettik petefészekrak bioenadtdltek tesztelésére is. A

program felhasznaladsaval elvégeztik az irodalomledmn 37 biomarker kereszt-
elemzéseét.
3.4.A biomarkerek alkalmazéaséra elkészitettiink egy gh#don keresztul elérhiet

diagnosztikai rendszert, amely dmilkos betegek varhatd tulélését tudigelielezni,

valamint 8sztrogén- és HER2 receptor statusz mégbheisara is alkalmas. A

betegek osztalyozasa gén chip mérések alapjan ablkodiagnosztikai tesztekhez
képest magasabb hatasossagot és reprodukalhat&g#ot
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KOSZONETNYILVANITAS

A leirt kutatasok soran sokminderiitkaptam tdmogatést. Mivel ezeket nem lehet
rangsorolni, ezért titendben szeretném Aattekinteni azokat a legfontosaldmasokat,

amelyek nélkil ez a munka nem szilethetett volng. me

Negyedéves hallgatd koromban kezdetem TDK munlégezni a Semmelweis
Egyetem |. GyermekklinikajavVasarhelyi Barna vezetésével. Neki kdszoném, hogy a
tudoméanyos kutatds rendszerével megismertetettfami¢git tudomanyos kdzlemények és
eléadasok készitésére és elinditott kutatéi palyamonDK munka soran egyutt dolgoztam
tobb hallgatétarsammakocsis Istvannal, Vannay Adammal, T6th Judittal és Fekete
Andreaval, akiknek kdszondm az akkori €és az azota eltéltathtt végzett kutatasok soran

nyujtott segitségét.

Az egyetem elvégzése utan PhD hallgatd let8rabd Andrasvezetése alatt. Neki
k6szondm, hogy az experimentalis kutatas modszersdrmegismertetett, hogy a kulféldi
egyuttmikddések fontossagara és a kutatads rendszerezewgégeiikségességére felhivta
figyelmemet. Kdszondm PhD hallgatdé tarsaimnak,éssgban Treszl Andrasnak és

Krikovszky Déranak a PhD soran végzett kutatdsokban nyujtott egyikéuéest.

A PhD képzés utdn a Berlini Charité Patologiaieéhetében kezdtem dolgozni
osztondijasként. Koszondm mentoromn&einhold Schafernek, hogy a tirelem és az
empétia fontossagare felhivta figyelmemet és megitatie velem a német kutatasi rendszer
felépitését. Koszondm ottani posztdoktor kollegdakyn Violetta Serra-nak Pawel

Surowiak-nakésJan Budcziesnakaz azéta is tartd egyuttikodest.

Visszatérve Magyarorszagra Ujra a Semmelweis Egyeh kezdtem dolgozni, és
azota isTulassay Tivadar kutatoécsoportjdban vagyok. Neki kdszondm, hogetite tette a
kutatdsokat, hogy Onzetlen tamaszt nyqjtott kriikuypillanatokban, valamint a

megoldhatatlannakin6 kérdésekhez adott tanacsait.

A Semmelweis Egyetem-i kollegak kozil készondmehnllt évek alatt nydjtott
szakmai egyuttitkodéstSzasz Marcellnek, Timar J6zsefnek, Rasd ErzsébetneRinya
Eleknek, Haltrich Irénnek, Széke Dominikanak, Tulassay Zsoltnak, Kulka Janinanak,

Nagy Gyula Richardnak, Rigé Janosnak, Molnar Bélank és Galamb Orsolyanak.
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Kdszondm az egyiittikddés soran nydjtott munkat a Semmelweis Egyeterkietli
egyuttmikddd hazai kutatasi partnereimneRongor Sandornak, Szallasi Zoltannak, Pete

Imrének, ésLiko Istvannak.

Kilén kdszondm PhD hallgatéimnaliunkacsy Gyongyinek, Gybrffy Andrasnak,
Tegze Balintnak, Pénzvalto ZsofianalkesMihaly Zsuzsannanaka kézés munkéat. Meg kell
emliteni azokat a gradudlis hallgatokat is, akikyetgmi diplomamunkajukat készitették
témavezetésemmelanczky Andrast, Benke Zsombort, Kokas Martont, Sztipinszki
Zsofiat, Weltz Boglarkat, Tilesch Esztert, Vikor Attilat ésBalazs Balintot.

Kdszénbm a nemzetkdzi egyufikbdésben végzett munk&termann Lage-nak,
Luca Magnani-nak, Igor Roninson-nak, Carsten Denkertnek, Aron Eklund -nak, Oleg
Tchernitsa-nak Manfred Dietel-nek ésRula Abdul Ghani-nak.

Végezetll koszondbm az anyagi tdmogatasat azoknakzeavezeteknek, amelyek
palyazatokon keresztll leliee tették a kutatasok elvégzés@TKA, Eurdpai Unio,
Kutatasi és Technoldgiai Innovéacios Alap, ETT, Magsry Posztdoktori Osztondij,
Semmelweis Egyetem, Breast Cancer Research Foundmtj Fuss a rakkutatasert

Alapitvany és aNemzeti Fejlesztési Ugynokség.
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