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2.Roviditesek jegyzeke

A roviditések és a dolgozatban el6forduld gének nevei (a roviditéseket az elsd

eléfordulés helyén a dolgozatban is definidlom):

rovidités

angol kifejezés

magyar kifejezés

5-FU 5-fluorouracil 5-fluorouracil

AKT rac-alpha serine/treonine-protein kinase rac-alfa szerin6/treonin protein kinaz

ANXA3 annexin a3 annexin a3

ATCC american type culture collection amerikai sejtbank

ATM ataxia telangiectasia mutated ataxia telangiectasia mutalt

ATP7A ATPase, copper transporting, alpha polypeptide g(];:;izp’tirgz transzporter, alfa

ATP7B ATPase, copper transporting, beta polypeptide g(];:;izp’tirgz transzporter, béta

ATR ataxia telangiectasia and rad3 related ataxia telangiectasia és rad3 kapcsolt

AUC area under the curve gOrbe alatti tertilet

BAK1 bcl2-antagonist/killer 1 bcl2-antagonista 1

BAX bcl-2-associated x protein bcl-2-associalt x fehérje

BCL2 b-cell lymphoma 2 b-sejtes limféma 2

Ber-Abl breakpoint cluster region - abl proto-oncogene | téréspont re’gi(')_-abl_ pro_to:onkogén 1,
1, non-receptor tyrosine Kinase nem-receptor tirozin-kindz

B-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog b ggér szarkoma virus onkogén homolog

BRCA1 breast cancer 1, early onset emlérak 1, korai

BRCA2 breast cancer 2, early onset emlorak 2, korai

C1 concentration 1 koncentréacio 1

Cc2 concentration 2 koncentracio 2

C3 concentration 3 koncentréacio 3

CA-125 cancer antigen 125 rak antigén 125

CCLE cancer cell line encyclopedia rakos sejtvonal enciklopédia

CCT3 chaperonin containing tcpl, subunit 3 ;(isé;:ér;almazo Saperonin, negyes

CD9 cd9 molecule cd9 molekula

cDNS complementer DNA komplementer DNS

CHEK1 checkpoint kinase 1 ellendrzdépont kinaz 1

CHEK2 checkpoint kinase 2 ellendrzépont kinaz 2

CML chronic myeloid leukemia kronikus mieloid leukémia

CMS centers for medicare and medicaid services egészségligyi szolgaltatasi kdzpont

CNOT8 CCR4-NOT transcription complex, subunit 8 gg?;—eNg}(l)s'g;ranszkrlpués komplex,

CO, carbon-dioxide szén-dioxid

CSDE1 cold shock domain containing el hideg sokk domént tartalmazé el




CSF-1R colony stimulating factor 1 receptor kolonia stimulalé faktor 1 receptor
CTR1 copper transporter 1 réz transzporter 1

DAB diaminobenzidin diaminobenzidin

DMEM Dulbecco's modified Eagle medium Dulbecco mddositott Eagle tapoldat
DMSO dimetil-sulfoxid dimetil-szulfoxid

DNaz deoxyribonuclease dezoxiriobunkleaz

DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid etilén-diamin-tetraecetsav

EGFR epidermal growth factor receptor ?E{;g;{g;é“s novekedési faktor
EOC epithelian ovarian cancer epitelialis petefészek karcinoma
EPCAM epithelial cell adhesion molecule epitelialis sejtadhéziés molekula
ERCC1 excision repair cross-complementation group 1 tgvég?ejg\éir:?;cli(gsrisszgéort 1
ERCC4 excision repair cross-complementation group 4 tgvég?ejg\éir:?;cli(gsrisszgéort 4
ERK1/2 extracellular signal-regulated kinases extracellularis jel regulalt kindz
FAT4 cadherin family member 14 kadherin csalad, 14-es tag

FDA USA Food and Drug Administration 3?;{:?&' ét;lelmlszer és gyogyszer
FISH fluorescent in situ hibridisation fluoreszcens in situ hibridizacio
FDR false discovery rate fals talalati arany

FLT3 fms-related tyrosine kinase 3 fms-kapcsolt tirozin kinaz 4

FN fals negative fals negativ

FP fals positive fals pozitiv

FUBP1 far upstream element (fuse) binding protein 1 fuse kot6 fehérje 2

FURIN paired basic amino acid cleaving enzyme paros aminosav hasité enzim
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
GEO gene expression omnibus gén expresszios omnibusz

GFR growth factor receptor novekedési faktor receptor

GITC guanidinium thiocyanate guanidinium thiocianat

GOG gynecologic oncology group négyogyaszati onkologiai csoport
GSE gene expression omnibus (geo) series ggPoezz(pressmn omnibus (geo)
GSH gluthatione glutatuion

HCI hydrogen chlorid hidrogén-klorid

HER2 human epidermal growth factor receptor 2 r:crgsyofgltellélls novekedesi faktor
HMG high mobility group magas mobilitasi csoport

HR hazard ratio kockazati arany

ADA adenosine deaminase adenozin deaminaz

IAP inhibitor of apoptosis apoptozis inhibitor

IC50 half maximal inhibitory concentration fél teljes inhibitoros koncentracid
IHC immunohistochemistry immunhisztokémia

ITGB4 integrin, beta 4 integrin, béta 5

JNK1/2/3 c-jun n-terminal Kinase c-jun n-terminalis kinaz




JRK jerky homolog jerky homoldg

KIT mast/stem cell growth factor receptor Gssejt novekedési faktor receptor

K-RAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog Klrster] patkany,szarkoma virus
onkogén homoldg

KRT18 keratin 18 keratin 19

L-15 Leibowitz 15 media Leibowitz 15 tapoldat

LGALSS8 galectin 8 galektin 8

MAD2 mitotic arrest deficient-2 mitotikus késés deficiens 2

MAPK mitogen-activated protein kinase mitogén-aktivalt fehérje kindz

MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 mitogén-aktivalt fehérje kinaz 14

MAPKK mitogen-activated protein kinase kinase mitogén-aktivalt fehérje kinaz kinaz

MAPKKK | mitogen-activated protein kinase kinase kinase E;{gzgen—aktlvalt fehérje kinaz kinaz

MAS5 microarray suite 5.0 microarray csomag 5.1

ME1 malic enzyme 1, nadp(+)-dependent, cytosolic mallc enzim 1, nadp(+)-fiiges,
citoszolaris

MEK1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 mitogén-aktivalt fehérje kinaz kinz

MGED microarray gene expression data microarray gén expresszios adatok

MLH1 mutl homolog 1 mutl homoldg 1

MM mismatch nem illeszkedd

MMR mismatch repair nem ill6 parok javitasa

MRNS messenger RNA hirvivé RNS

MSH2 muts homolog 2 muts homolog 2

MSH3 muts homolog 3 muts homoldg 3

MSH6 muts homolog 6 muts homolog 6

MTT dimethylthiazol-diphenyl-tetrazolium-bromide b(jr'c)nr'T?:élt'Ith'aZOI'd'femk'tetraZOI'um'

NCCN national comprehensive cancer network nemzeti rak halézat

NER nucleotide excision repair nukleotid kivago javitas

. . aktivalt t-sejt nukleéris factor,
NFAT2CIp | Nuclear factor of activated t-cells, cytoplasmic, | ;1o yatcineurin fiiged 2
calcineurin-dependent 2 interacting protein e D eras

kolcsdnhaté fehérje

PAM prediction analysis of microarrays microarray predikcios elemzés

PBS phosphate buffered saline foszfat puffer oldat

PCR polimerase chain reaction polimeraz lancreakcid

PDGFR platelet-derived growth factor receptor vérlemezke eredetii ndvekedési faktor
receptor

PFP portion of false positives hibasan pozitivak aranya

PI3K phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase :‘(?rs]gfzatldll|n02|tol-4,5—b|szfoszfat 3

PM perfect match tokéletes illeszkedés

PMS1 postmeiotic segregation increased 1 pOSZtmEIOtIKHS szegregacioban
megemelked? 1

PMS2 postmeiotic segregation increased 2 pOSZtmEIOtIKHS szegregacioban
megemelked6 2

PMT PFS: progression-free survival progresszié mentes tulélés

PPL periplakin periplakin




PSA prostate-specific antigen prosztataspecifikus antigén

gRT-PCR | qualitative real-time PCR kvalitativ valds idejit PCR

RAB17 RAB17, member RAS oncogene family RAB17, a RAS onkogén csalad tagja

RAB25 RAB25, member RAS oncogene family RAB25, a RAS onkogén csalad tagja

RAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog \r:(-)rrinfo‘laggér szarkdma virus onkogén

RAS rat sarcoma viral oncogene homolog Ez%ir;ggszarkoma virus onkogen

RET ret proto-oncogene ret proto-onkogén

RI resistance index rezisztencia index

RNS ribonucleic acid ribonukleinsav

ROC receiver operating characteristics receiver operating characteristics

RP Rank Products Rank Products

RTF1 pafl/RNA polymerase Il complex component, | paf1/RNS polimeraz Il complex
homolog (s. cerevisiae) komponens homol4g (s.cerevisiae)

SAM significance analysis of microarray microarray szignifikancia elemzés

SH2 src homology 2 src homol6hia 2

SiRNS small interfering RNA kis interferal6 RNS

SRT short tandem repeat rovid tandem ismétlodés

TCGA the cancer genome atlas a rak genom atlasz

TMA tissue microarray szdveti microarray

TN true negative val6s negativ

TNM tumor, nodes, metastasis tumor, nyirokcsomo, attét

TP true positive val6di pozitiv

TP53 tumor protein 53 tumor fehérje 54

TT OS: overall survival teljes talélés

UPR unfolded protein response feltekeretlen fehérje valasz

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor }/;Etzoliularls endotelialis novekedesi

WT1 wilms tumor 1 wilms tumor 2




3.Bevezetés

Disszertaciomban a szolid tumorok szisztémas terdpiara adott rezisztenciajaval
¢s annak elOrejelzésére alkalmas biomarkerek fejlesztésével foglalkozom. A
gyogyszeres kezeléssel szembeni rezisztencia megjelenése gyakori jelenség minden
tumor tipusnal, és a sikeres szisztémas terapia elsédleges akadalya. A beteg adott
terapiara  valo  fogékonysdganak elOrejelzésével a  terdpia  hatékonysaga,
koltséghatékonysaga maximalizalhatdo eés a beteget ér6  gyogyszerterhelés
minimalizalhat6. A rezisztenciamechanizmusok megismerése pedig Ujabb lehetséges
gyégyszercélpontokat jelél ki. A prediktiv és prognosztikus biomarkerek a jelenlegi
terapias lehetéségek kontextusdban a racionalis terdpiatervezés fontos elemei és

elterjedésuk varhatéan sokat finomit a jelenlegi kezelési protokollokon.

Dolgozatomban ketté vizsgalat eredmeényeit szeretném részletesen feldolgozni:
els6ként az ovarium karcindmak platina rezisztenciajaval kapcsolatos kutatasaink
eredményeit [1], majd a tirozin-kindz inhibitorok prediktiv biomarkereit kutato
vizsgalatainkat [2]. A két téma modszereit és eredményeit kilon-kilén mutatom be a
konnyebb kovethetéség kedvéért. Tovabbi harom publikacionkbol [3-5] pedig a
bevezetd részben és a megbeszélésben emelek ki részeket. Ezek a munkak is szervesen
kapcsolodnak a szisztémas daganatterapidval szembeni rezisztencia és biomarker

kutatasokhoz, de a terjedelmi keretekbdl adoddan nem targyalom Oket részleteiben.
3.1.Kemoterapia - célzott terapia

A modern kemoterapia torténete az elsé vilaghabort idejére nyulik vissza. A
mustargaz antitumoralis hatasat figyelték meg, és lefutottak az elsé modern értelemben
vett klinikai kisérletek is. 1931-ben tizenkét paciensen alkalmaztak a vegyilet oldatat
intratumoralis injekcidban és minden esetben leirtdk a tumor regresszidjat az egy
honapos megfigyelési id6 alatt [6]. A klasszikus kemoterapids agensek mara hihetetlen
diverzifikaciot értek el, fébb csoportjaik az anti-metabolitok (pl.: 5-FU, methotrexat,
merkaptopurin), alkilal6  &gensek  (cyclophospamid, melphalan, carmustin),
mikrotubulus gatlok (taxanok és vincristinek), topoizomerdz inhibitorok (doxorubicin,



daunorubicin, irinotecan) és a citotoxikus antibiotikumok (doxorubicin, mitomicin). A
klasszikus kemoterapia alapelve azon a felismerésen nyugszik, hogy a tumorsejtek
korlatlanul és gyorsan osztdédnak, a szervezet mas sejtjeihez képest. A klasszikus
kemoterapikumok a szervezet 0sztddo sejtjeire hatnak, azokat pusztitjdk el. Ez a
megkdzelités tehat nagyon kevessé szelektiv, szamos mellékhatassal jar, és nem szamol

a daganat nyugvo (nem, vagy csak ritkan osztodo) sejtjeivel.

A molekularis biologia fejlédése, a rak természetének jobb megismerése
paradigmavaltast sirgetett. Felfedezték a tumorszupresszor géneket [7], a tumorokban
aktivalt foszforilacios jelatviteli dtvonalakt [8], a viralis onkogének mellett leirtak az
els6 human onkogéneket [9], felfedezték az angiogenezis, mikrokdrnyezet, onkogén
addikcio fogalmait. A daganat jellemz6i a novekedési faktorokkal valé megfeleld
ellatottsag, novekedést gatld faktorok iranti csokkent érzékenység, az apoptdzis
elkertilése, korlatlan osztodasi képesség, érképzo képesség, genom instabilitas, invazio,
és metasztazis kepzes, az immunvalasz elkeriilése, a tumort segité gyulladasos reakcio,
és a daganatsejt anyagcseréjének atalakulasa [10]. A rék definicidja tehat tovabb
finomodott a ,korlatlanul 0szt6dd sejthalmaz” fel6l. 1996-ra datalhatd egy jelentds
fordulat a rosszindulatii daganatok kezelésében, az els6 célzott terapias szer, az imatinib
bevezetése, amely a kronikus mieloid leukemiara jellemz6 Ber-Abl (breakpoint cluster
region - abl proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase) aberrans kinazt célozza
meg [11]. Ez a kindz egy kromoszéma transzlokacio (Philadelphia kromoszoma)
eredmeényeként jon létre. A konstitutivan aktiv kindz olyan sejtciklus stimulélo jeleket
kild, amelyek a tumorsejteket folyamatos osztodasra késztetik. A Bcr-Abl a
Philadelphia kromoszémaval rendelkezd kronikus mieloid leukémiak ,,driver-e”, azaz
kivaltdja és fenntartoja a tumor kialakulasanak és ndvekedésenek. A Bcr-Abl kinaz
gatlasaval, kikapcsolasaval az aberrans kromoszomat hordozd daganatsejtek osztddasa
ledll. A példa alapjan dsszefoglalhatjuk: a célzott terapia tehat olyan kezelés, amely a
tumor progresszidjat a névekedésben és progresszioban kulcsszerepet jatsz6 specifikus

molekulak gatlasan keresztiil akadalyozza meg.

Az imatinib alkalmazasa CML-ben (kronikus mieloid leukémia) és
gasztrointesztindlis sztromdlis tumorban radikalis tulélés javuldshoz vezet, de csak

azokban az esetekben, ahol a beteg tumora mutatja a megfelelé driver mutéciét. Az
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EGFR (epidermal growth factor receptor) inhibitorok alkalmazédsa csupan 10%-0s
valaszadasi ratdt mutat, ha valogatatlan populdcioban alkalmazzédk. Az EGFR
mutacioval rendelkezd betegekben azonban rendkiviili hatékonysaggal mikodik [12]. A
két eset tanulsaga, hogy a célzott tirozin-kindz inhibitorok csak azokban a betegekben
hatékonyak, akiknek tumoraban, a tumor kialakuldsadban és progresszidjaban vezet6
szerepet tolt be az adott molekula, mutacio. Azaz a célzott terapiak alkalmazasahoz
mindenképp szilkség van a betegek valogatasara. Erre szolgalnak a prediktiv
biomarkerek, amelyek megjo6soljak, hogy a beteg fog-e reagalni az adott terapiara, vagy
sem. Az USA Food and Drug Amdnistration-tol (FDA) szarmazo elsé célzott terapias
szerekkel kapcsolatos ajanlas szerint e szerek elrendelését olyan diagnosztikus tesztnek
kell megeléznie, mely bizonyitja a szer hatékonysdganak kulcselemét: a célmolekula
Iétét (tulaktivaciojat, stb.) és hogy adott beteg esetén mindig a leghatékonyabb célzott

terapias szer kertljon kivalasztasra [13].

3.2.Biomarkerek

A daganatok preciz kategorizaldsa, a progresszio, agresszivitas elorejelzése és a
terapiatervezés egyarant hasznal biomarkereket. Biomarker annyit tesz, mint egy
objektiven mérheté indikatora valamilyen bioldgiai folyamatnak vagy terapias
beavatkozasra adott valasznak [14]. A biomarkerek kategorizalasa azonban nem

egyértelmul.

Az anatomiai feltérképezésbdl allo TNM rendszer 1958 Ota létezik és finomodik
[15]. Parhuzamosan megjelentek a molekularis biologiai biomarkerek is. A
biomarkereknek funkcié szerint harom tipusat kulonboztethetjlk meg: 1. a

diagnosztikus biomarkerek, 2. prognosztikus biomarkerek és a 3. prediktiv biomarkerek.

A diagnosztikus biomarkerek kdzé sorolhatjuk a korai felismerést, sziirést célzd
markereket. Az ugynevezett tumor markerek (pl.: PSA, CA-125) szintjét a
vérszérumbol mutatjak ki. Utankovetésre es szlirésre egyarant alkalmasak. A
diagnosztikus biomarkerek masik csoportjaba azok tartoznak, amelyek a daganat
pontosabb jellemzésére szolgalnak. Az eltérd molekularis szubtipusokba valo besorolas

rendkivil fontos lehet a daganat viselkedésenek és terdpias érzékenysegének
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becslésében. Kivalo példa erre a petefészek daganatokndl megfigyelhetd diagnosztikus
forradalom (lasd kés6bb) vagy az emlorak alosztalyok kialakitasa melyet 6sszefoglald

munkénkban targyalunk [4].

A prognosztikus biomarkerek a daganatprogressziordl, talélési esélyekrol
nyljtanak tajékoztatast, informalhatnak a kiGjulasi esélyekr6l is. Az informativ
prognosztikus biomarkereknek szerepe lehet a terapiatervezésben. J6 példa erre az
emlOrakokban alkalmazhat6 OncotypeDX tesztje melyr6l részletesen [4]-ben irunk. A
teszt 21 gén expresszidja alapjan ad a betegeknek ,,recurrence score”-t egy nullatol
szazig terjedd skalan. A score ardnyos annak valdszinliségével, hogy a daganat tiz éven
beltal kiujul. A magas vagy alacsony rizikd ismerete segithet a betegnek és a

kezeldorvosnak eldonteni az adjuvans kemoterapia sziikségességét.

A prediktiv biomarkerek pedig alkalmasak arra, hogy definialjanak egy olyan
szubpopuléciét a betegek kozll, melyek jo eséllyel reagalnak egy adott terapiara. A
hatékony prediktiv biomarkerek képezhetik a személyre szabott terapia alapkovet [16].
A prediktiv biomarkerek leggyakrabban gyodgyszercélpontok, és az adott hatdanyag
célpontjanak meglétét ellendrzik. Ugyanakkor a prediktiv biomarker paletta arnyalasa
szilkséges, hiszen a célmolekula megléte ellenére is igen gyakran talalkozunk
rezisztenciaval. Fontos a paralel jelatviteli Gtvonalak feltérképezése és az innen
szdrmazO biomarkerek azonositasa. Kivalo példa erre a HER2 molekula emlérakok
esetén, melynek szerepét [4]-ben szintén targyaljuk. A HER2 0Onmagaban rossz
prognozist indikald prognosztikus biomarker [17, 18]. A trastuzumab, HER2 ellenes
monoklondlis antitest klinikai bevezetése azonban fordul6pontot hozott és a HER2
pozitiv betegek a hatékony terapianak koszonhetéen mar kezdvezd prognozisu
csoportba esnek, a HER2 prediktiv biomarkerré valt [19]. Ennek ellenére a
trastuzumabbal szembeni rezisztencia a HER2 pozitiv betegek kozel hetven
szdzalékéanal jelentkezik [20] és tovabbi prediktiv biomarkerek leirdsa szilkséges a
terapias hatékonysag noveléséhez.

Klinikai alkalmazas el6tt a biomarkereknek ugyanolyan validalasi 1épéseken kell
atmenniltk, mint az Uj gyogyszereknek. Ez az amerikai rendszerben egy FDA elbiralast
jelent, ami kedvez6 esetben megallapitja, hogy a biomarker hatékony és biztonsagos,

illetve egy CMS (Centers for Medicare and Medicaid Services) elbiralast, amely
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megallapitja, hogy a biomarker szlikséges eés gazdasagos. Ezek azok a 1épcs6fokok,
amelyet ritkan ugrik meg egy biomarker. A biomarker kutatas kritikus pontja hogy még
a legigéretesebb vizsgalatok esetén is nagyon ritkan sikerll a fliggetlen validacio. A
vizsgalando klinikai végpontok, az elfogadhaté hatékonysdg €s a hasznalandd

statisztikak korul folyamatos a vita [21].

3.2.1. Monogénes es multigénes markerek

A daganatok mutaciok halmozasan keresztil alakulnak ki, és mind az onkogén
addikcio, mind a rezisztencia dontéen multifaktorialis jellegli. A kutatasok jellemzden
egy-egy gén vagy jelatviteli Utvonal szerepét vizsgaljak a rezisztencidban, igen
fokuszaltan eés a funkciondlis hattér meghatarozasanak igényevel. Egy masik
megkozelitésben (ezt a megkdzelitést képviselik a disszertaciomban targyalt
vizsgélataink is) azonban a leir6 megfigyelésektél indul a biomarker kutatas: azaz,
megfigyelni nagyszamU mintan, melyek azok a gének melyek eltéré expresszidja,
amplifikacidja, mutacioja egyiitt jar a rezisztens fenotipussal. igy sok esetben egy
egyveleget, egy génlistat kapunk. Ezek természetesen funkcionalis validalasra és foként
klinikai validalasra szorulnak, de a multigénes tesztek prediktiv vagy prognosztikus
hatékonysaga sokszor nagyobb az egy-egy marker vizsgalatan alapul6d klasszikus
patologiai madszereknél. Igy lehetséges, hogy példaul az emltumorok teriiletén a
Mammaprint és az Oncotype DX multigénes tesztek igen gyorsan elfogadottd és
elismertté véaltak és utat nyitottak a multigénes markerek extenziv fejlesztése felé.
Példaként korabbi cikkink [4] alapjan egy 6sszefoglald tablazatot mutatok be az

emlérakokban hasznalt multigénes tesztekrdl (1.tablazat ).
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1. tablazat: Multigénes, génexpresszio alapu tesztek az emlérak diagnosztikaban.

(F/F: friss fagyasztott minta, Ffp: formalin-fixalt, paraffinba agyazott minta.)

Teszt jellemzo6i Technika Funkcid, cél
Név Cég Elérhetd Gének Szovet | Technika
szama

MammaPrint Agendia EU, USA 70 FIF Microarray | Prognézis 61 éven felul
Oncotype Dx Genomic EU, USA 21 Ffp PCR Prognozis, tamoxifen kezelést

Health kovet6 kiujulas predikcio
Theros Breast Biotheranostic | USA 2(5) Ffp PCR PM progn6zis, endokrin terapiat
Cancer Index 5 kovetd kiujulas predikcio
MapQuant Dx Ipsoggen EU 97 FIF Microarray | Prognozis
Breast Bioclassifier | ARUP USA 55 Ffp PCR Progonozis
Celera Metastatic Applera - 14 Ffp PCR Progndzis, tamoxifen kezelést
Score kovetd kiujulas predikcio
Breast Lymph Node | GeneSearch UK 76 FIF Microarray [ Intraoperativ metasztazis
(BLN) Assay Veridex kimutatas
Invasive Gene - - 186 FIF Microarray | Prognozis
Signature
Wound Response - - 512 FIF Microarray | Prognozis
Indicator
Nouvera Veridex - 30 - Prognézis, tamoxifen és taxan
Biosciences kezelést kovet6 kitjulas
eXagen eXagen - 3 Ffp FISH Prognézis

Diagnostics
Mammostrat Genomics USA 5 IHC Menopauza utani prognozis

Ez a hihetetleniil diverz kép azonban nem jellemzé minden tumor tipusra. A

dolgozat egyik f0 targyat képezd petefészek daganatok esetén is szdmtalan multigénes

marker keres6 vizsgalat futott az elmult években [22-25], ezek kdzill azonban egy sem

kerult klinikai alkalmazasba (6sszefoglalo [3]).

3.3. Microarray

Vizsgéalatainkban microarray alapu génexpresszids mérésekbdl inditjuk a

biomarker keresést. A microarray vagy mas néven gén chip technoldgia génexpresszio

mérésére ad lehetOséget, egyidejlileg szamos gén expresszidja mérhetd, igy a multigénes

mérések €s az 1) biomarkerek keresésében jelentds eszkoz.

Az Affymetrix expresszios microarray-ek esetében egy szilard hordozdhoz

(Oveglapka) 25 bazisbol all6 oligonukleotid probak vannak rogzitve. Ezekhez a

14




prébakhoz hibridizaltatjadk a mintabdl szarmazdé RNS-r6l reverz transzkripcioval
készilt, fluoreszcensen jeldlt egyszald cDNS-t. Minden transzkriptumot 11 probaparral
fednek le, a 11 prébapar egylittesét proba szetnek (probe set) nevezziik. Egy probapar a
tokéletesen kapcsolodd probat (perfect match, PM) és a nem specifikus kotédés, és a
kereszthibridizacio becslésének merésére alkalmas partnerprobat (mismatch, MM)
tartalmaz, a PM probahoz képest a 13 bazison egy nem komplementer bazist talalunk
[26].

Egy Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array expresszios chip 47,400
transzkriptum expressziojanak egyidejii merésere alkalmas. A chip méres eredménye a
DAT f4jl, a részben processzalt, kvantifikalt proba intenzitas értékeket tartalmazo
szarmazéka a .CEL fajl. A vizsgalt genek expresszids szintje a hibridizacioban mért

fluoreszcens intenzitasbdl adodik.[27]

3.4.Kemoterapia rezisztencia

A rosszindulatd daganatok kezelése napjainkban harom pilléren nyugszik:
sebészet, radioterapia és kemoterdpia. A daganatsejtek igen gyakran jelentkez6
rezisztenciaja a kemoterapias kezelésekre a terapids kudarc egyik elsédleges oka. A
rezisztencia a klasszikus értelmezés szerint lehet belsé (eleve meglévé), vagy szerzett.
A héattérmechanizmusok gyakran azonosak, a megkulonboztetés elsésorban a terapia
tervezésének szempontjabol jelentds. Belsd rezisztencia esetén a tumor a kemoterapias
kezelés megkezdése eldtt mar bir a rezisztencidhoz sziikséges molekularis eltérésekkel,
igy mar az els6 vonalbeli terapia is hatastalan, a tumor a kezelés ellenére progredial.
Szerzett rezisztenciardl akkor beszélink mikor a kezdetben jol reagalé tumorban alakul
ki a rezisztencia. Ez létrejohet a kezelés soran jelentkez6 Gj mutaciok altal, vagy a
genomot nem ¢érintd adaptacidos mechanizmusokkal (epigenetikai, expresszid szintl

valtozasok) [5].

Sokszor ez a megkuldnbdztetés azonban mesterseges: a képalkoto eljarasok nem
képesek egy korulbeltl egymillié sejtnél kisebb goc kimutatasara, igy a patoldgiailag
komplett remisszid esetén is lehet sz6 a szervezetben megmaradt tumorsejtekrél. A
tumorok mikroevoluciojaval foglalkozd elméletek kiemelik a tumor heterogenitas

jelentéségét: a daganat egymassal versengd, heterogén sejtpopuléciokbol all, a
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kemoterapias kezelés pedig szelektdl a rezisztens sejtekre, a szenzitiv sejtek
elpusztitasaval versenyeldnybe hozva a rezisztens fenotipusu sejteket [28]. Ezekbdl
gyakran még a kezdeti igéretes klinikai kép ellenére is klondlis expanzidval igen
gyorsan létrejon a kiGjulat, amely gyakran az eredeti tumornal joval agresszivabb
viselkedésti, rezisztens fenotipusu (1. abra ). Sajat korabbi munkank soran hasonld
kovetkeztetésekre jutottunk: a rezisztencia azonos gyogyszerterhelés mellett
parhuzamosan valtozatos médokon kialakulhat és azonos fok( rezisztencia hatterében

szamos ok huzodhat meg, a mikorevolucio klonalis jellegi [5].

Normal Daganat Eszlelhets, Kemoterapia  Rezisztens Eszlelhets, rezisztens kivjulat
sejt sejt heterogén tumor sejtek

. !

1. abra: A kemoterapia, mint a rezisztencia okozdja: a heterogén daganatbol a

pszformacio ilis expanzio ‘m

kemoterapia szelekciés nyomésa alatt kivalogatddnak a legratermettebb

rezisztens sejtek. Ezekbdél alakul ki a kezelhetetlen, rezisztens kiujulat.

A rezisztencia hétterében farmakokinetikai és farmakodinamikai tényezok
allhatnak. A gyogyszer tumorhoz jutasat gatld tényezOket nevezziik Osszefoglaldan
farmakokinetikai  akadalyoknak. Itt a gydgyszer felszivodasat, eloszlasat,
metabolizmusat és eliminacidjat érintd valtozasokrol van sz [29]. Ezeket a dolgozat
tovabbi részében nem targyalom. A farmakodinamikai tényezOk azok a sejtszintii
valtozasok, melyek Kkifejezetten a daganatsejtekben, esetleg a mikrokdrnyezetben
alakulnak ki és vezetnek a daganatsejt tuléléséhez a kemoterapias kezelés ellenére. A
rezisztenciat tovabb kategorizalhatjuk pre, on, post és off-target csoportokba Galluzzi

és munkatarsai rendszerét kovetve [30, 31].
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Pre-target rezisztencia esetén a gyogyszer citotoxikus képessége még a
célmolekuldhoz kotés elétt lecsokken, az aktiv gyogyszermennyiség csokken. Ez
létrejohet a gydgyszer csokkent felvételével, megndvekedett leadasaval és celluléris

metabolizmus éaltal.

On-target rezisztenciamechanizmusok esetén maga a célmolekula alakul &t Ggy,
hogy a gyogyszer hatastalanna valik. Célzott terapids szerek esetén ez peldaul lehet
olyan masodlagos mutéacio a célzott kindzban, aminek hatasara a térszerkezet ugy

valtozik, hogy a gyogyszermolekula képtelen lesz kétni a célmolekulat.

Post-target rezisztencia esetén a gyogyszer ugyan kifejti hatasat a célmolekulan,
de a hatdsmechanizmus tovabbi Iépéseiben olyan valtozasok jonnek létre, hogy végsd
soron a sejt talél a gyogyszer mellett. Gyakori példa erre az apoptotikus utak valtozasai,

mikor a gyogyszer altal indukalt apoptdzis jelatvitel elhal és a sejt tovabb él.

Off  target rezisztenciamechanizmusrdél — akkor  beszélink, ha a
gyogyszermolekula kifejti hatasat, de ezt a hatast mas mellék mechanizmusok képesek
kompenzalni. Célzott terapiaknal gyakori jelenség, hogy a gyogyszer ugyan hatékonyan
gatol egy molekulat, a jelatvitel mégis aktiv, vagy a célmolekulatdl lefelé elhelyezked6
mas molekuldk konstitutiv aktivitasa altal, vagy, mert a jelatviteli Utvonalak

redundancidja miatt aktivalodik az atvonal [32].

3.5.Carboplatin rezisztencia petefészekrakokban

3.5.1. A petefészekrak, molekularis szubtipusok

A petefészek daganatok osztalyozasaban jelent6s atalakulasok torténnek. Egyre
hangsulyosabbak azok a vélemények, miszerint ezeket a gyakran kiilonb6z6é szervi
eredetli €s jelentdsen eltérd morfologidju és viselkedésii tumorokat nem szabad pusztan
a megjelenés terilete alapjan egy kategoriaban kezelni [33]. Az ovarium tumorok harom
alaptipusa: az epithelialis daganatok (EOC) (az ¢sszes ovariumtumorok korulbeliil 70%-
at adjak), a gonadlécek tamasztosejtjeibdl ered6 tumorok, (10%-a az 0sszes
ovariumtumornak) és csirasejtes tumorok (20%-a az 0sszes esetnek) [34]. Az

esetszamokbodl adddoan legjelentdsebb tehat az EOC [35], a klinikai és preklinikai
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kutatasok elsdsorban erre a gyakori formara koncentralnak, igy ennek osztalyozasat
nézziikk meg kozelebbrél. A négy legjelentésebb altipusa a szerdzus, a mucinozus a
vilagos sejtes és az endometrioid tumorok. A szerdzus karcindbmaknak
megkilonboztetjuk alacsony és magas grade-ii tipusait. Ezek eltéré patogenezissel
rendelkeznek [36], ugyanakkor jellemz6 kozos markeriik a WT1, amely sok esetben
segit elkiiloniteni 6ket mas epithelialis ovarium tumoroktol [37]. Az alacsony grade-i
tumorok kialakuldsaban, gyakori Iépések a B-RAF [38, 39], K-RAS [40-42], HER2[43]
gének mutéacioi, mig a magas grade-ii tumorokban ezek a mutacidk igen ritkak,
ugyanakkor az esetek 80%-aban TP53 (tumor protein 53) mutécidval talalkozunk [44].
A diagnoézis jellemzéen mindkét esetben magas stadiumnal torténik, dontéen kétoldali
megbetegedéssel. Gyakoribb el6fordulasu a magas grade-ii tumor, az 6sszes EOC-ok
70%-at, mig az alacsony grade-ii karcindma az esetek kevesebb, mint 5%-at adja [45].
A mucinézus karcindbma ritka, az 06sszes EOC-k 3%-aban talalkozunk vele [45],
diagnosztizalaskor jellemzben egyoldali, grade I-es [46]. A vilagossejtes tumorok rossz
prognodzissal tarsulnak [47], jellemz&éen rosszabbul reagalnak a kemoterapiara mint a
szerozus karcindbmak [48]. Molekuléris patoldgiajukrol relativ keveset tudunk, az ésszes
EOC-k 10%-at adjak [45]. Az endometrioid tumorok jellemzdéen alacsony stadiumnal
diagnosztizaltak, az 6sszes EOC-k 10%-at adjak [45].

Az epitelidlis petefészek karcindma félrevezeté elnevezés, mivel ezek a
tumorok gyakran nem ovarium epitél eredetiick [49]. A disztalis petevezetd szekretoros
sejtjei gyakori kiinduldsai magas grade-i szerdzus tumoroknak [50]. A mucindzus
tumorok jellemzbéen gasztrointesztindlis attétek az ovariumban [51], kihivést jelent a
ritka, primer mucinozus tumorok elkllénitese a gasztrointesztinalis metasztazisoktol
[52, 53]. Endometrioid, vilagossejtes karcindma prekurzora az endometridzis az esetek
nagy szazalékdban [54, 55]. Az epitelidlis petefészek karcindmét tehat nem egy
betegség szubtipusaiként hanem kiilonbozé hisztologidji, szervi eredetii [56]

betegsegként kell felfogni [33].

3.5.2. A epitelialis petefeszekrak gyogyszeres terapiaja

A petefészekrdk kezelése elsddlegesen (az aktudlis NCCN (National

Comprehensive Cancer Network) titmutatd szerint) sebészet és azt kovetd platina-taxan
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alapu kemoterapia [57]. Az 1996-0s GOG111 (Gynecologic Oncology Group) Klinikai
kisérlet eredményei alapjan kerult bevezetésre a platinum-taxan kombinacié. A
vizsgalatban a ciszplatin-taxan kombinécié 73%-o0s a ciklofoszfamid-taxan kombinacio
60%-0s valaszadasi ratat eredményezett, a progresszid mentes talélés korilbel 6t
honappal, a teljes talélés pedig tébb mint egy évvel volt tébb a ciszplatin kombinacids
csoportban [58]. A GOG158 vizsgalatban a ciszplatin cseréje a kombinacidban
carboplatinra enyhébb toxicitast és enyhe talélés ndvekedést (PMT (progresszié mentes
talélés): 19.4 vs. 20.7 hénap, TT (teljes talélés): 48.7 vs. 57.4 honap) eredményezett
[59]. Ez alapjan a gold-standard elsGvonalbeli kezelés ma a paklitaxel-carboplatin
kombinécié. Masodvonalban szamtalan kezelési protokoll kozil valaszthat a
kezel6orvos (2. dbra). A betegek zome kedvezOen reagal a platina alapl terapiara,
mégis 25%-ukban hat honapon belil kigjul a tumor [60]. A kezelés megkezdésétol
szamitott hat hdénapon belll kidjuld, vagy a kezelés ellenére progredialé tumort

Ve

szembeni rezisztencia biomarkereit a [3]-ben foglaljuk 6ssze részletesen.
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3.5.3. A platina rezisztencia

A ciszplatin és a carboplatin azonos hatdsmechanizmussal rendelkeznek és teljes
keresztrezisztenciat mutatnak, de a carboplatin alacsonyabb neuro és nefrotoxicitassal
bir, a carboplatin legjellemz6bb mellékhatasa a mieloszupresszio [62]. Platina
vegylleteket (ciszplatin, carboplatin, oxaliplatin) szamos daganatos megbetegedésben
alkalmaznak, eltéré hatasfokkal: mig a heredaganatokban gyakorlatilag kurativ
kezelésnek szamit, a petefészek daganatos betegek hetven széazaléka reagal az
els6vonalbeli kezelésre, de ezek huszonét szazalékaban megjelenik hat honapon belll a
kiGjulat, amely mar platina rezisztens és az 6t éves tulélés igy alig huszonot szézalek
[60].

Aldbb attekintem a platinavegyuletek ismert hatasmechanizmusait és a
jelentdsebb rezisztenciamechanizmusokat, koncentrdlva a klinikailag is vizsgalt

rezisztencia markerekre.

3.5.3.1. Acarboplatin hatdsmechanizmusa

A carboplatin 6nmagaban inert, aktivalodasahoz a sejtben spontan lezajlo
aktivald reakciok szikségesek, melynek soran a carboplatin molekula viz csoportokat
koét. Az igy kialakult pozitivan toltott molekula igen reaktivan két minden nukleofil
molekulat, DNS-t, RNS-t, fehérjéket. A citotoxikus hatasért ezek koziil elsGsorban a
DNS kotést tartjuk felelésnek [63]. DNS kotésekor a platina agensek jellemzden a purin
bazisok imidazol gylirijének N7 atomjaval reagalnak. Létrejohetnek fehérje-DNS
adduktumok, a DNS lézioknak pedig harom tipusa lehetséges: monoadduktumok (90%-
ban tovabb alakulnak keresztkotésekkeé), szalon beliili keresztkotések és szalak kozotti
keresztkotések (3. abra). A legnagyobb ardnyban a szalon belili keresztkdtéseket
talaljuk, részben a kimagaslo szdmuk miatt ezeket tartjak a sejt szamara
legveszelyesebbnek [64]. A platina vegylletek bekotése a DNS szélba a DNS
torzulasahoz vezet, a legerdsebb torzulast a szalak kozti keresztkotések idézik eld, a

torzulas végso soron DNS toréshez vezethet.
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2. dbra: A: A carboplatin molekula. B: A lehetséges platina DNS adduktumok:
monoaddukt, szalon bellli keresztkotés, szalak kozotti keresztkotés, DNS-fehérje
keresztkotés.

A platina adduktumok felismerése a hatas kovetkez6 1épése. Erre szamos fehérje
és DNS hibajavitd molekula képes. A HMG (high mobility group) fehérjék a szélon
bellli platina keresztkotéseket ismerik fel, és gatoljak a transzlézids szintézist és a
nukleotid kivago javitast (NER), ezzel a platina szenzitivitast promotalva, st a
transzkripcid is blokéad ald kerul [65]. A legf6bb jelatviteli Gt, ami a platinum okozta
DNS sériilések miatti sejthalalhoz vezet az ATR (Ataxia telangiectasia and rad3 related)
és CHEKL1 (az ATR legfébb szubsztratja) molekuldk aktivalodasan keresztul torténik,
ami végsé soron a TP53 molekula foszforilacidjdhoz vezet, eléidézve annak
stabiliz&cidjat. Az aktivalt TP53 pedig apoptozist indukél. Az ATM, egy mésik fontos
DNS sériilés felismerd fehérje a ciszplatin indukalta sejtciklus leallasban vesz részt, f6

célpontja a CHEK2, ami letalis jelet is generalhat [30].

A platina vegyiiletek citotoxikus hatasat tehat elsdsorban a DNS karositashoz
kotjuk, a valésadgban azonban nem elhanyagolhato a citoszolaris aktivalt carboplatin
toxikus szerepe. Erre utal, hogy a sejten beluli ciszplatinnak csak mintegy egy
szzalékat talaljuk magi DNS-hez kotott formaban [66] és a sejtmagtdl megfosztott

sejteken ugyanugy kifejti citotoxikus hatasat [67-69].
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Az aktivalt carboplatin gyorsan kot olyan nukleofil fehérjékhez, mint a GSH,
metionin, és mas cisztein gazdag feherjékhez. Mindez két kdvetkezmennyel jarhat,
egyfeldl a citoszolbdl kiritkulnak a reduktiv &gensek, oxidativ stressz alakul ki, ami
direkt citotoxicitassal jar, masfeldl a kémiailag aktiv platina nagy részenek kikotesével

egy protektiv hatas is létrejon, tehat a rezisztenciaban is lehet szerepe [31].

Sejtmagtdl megfosztott sejteken észlelték, hogy a ciszplatin kezelés az
endoplazmatikus retikulum stressz Utvonalat aktivalja [68, 69]. Amikor az
endoplazmatikus retikulum stressz el6all, a fehérjék feltekeredése tokéletlen és az UPR
(feltekeretlen fehérje valasz) aktivalodik, mely a kaszpaz 12-n keresztul apoptdzishoz
vezet. A carboplatin nem csak a magi, de a mitokondrialis DNS-hez is kot és ezzel

szintén képes apoptdzist aktivalni.

Elmondhatjuk, hogy a carboplatin hatasa és igy a vele szemben kialakulo

rezisztencia egyarant multifaktorialis természetii, szamos 1épésében nem ismert.

3.5.3.2. Pre-target rezisztencia, aktiv carboplatin koncentracio csokkentése

A csokkent intracellularis koncentracio eredhet a csokkent influxbdl,
megnovekedett effluxbdl, vagy ezek kombinacidjabol. A ciszplatinrol és carboplatinrol
sokaig azt gondoltak, hogy csak passziv diffazidval jut &t a sejtmembranon [70], ma
mar tudjuk, hogy jelentds hanyadban réz transzporterek aktivan szallitjadk a membranon
at. A CTR1 pumpa a ciszplatin felveteléért [71], mig az ATP7A és ATP7B az effluxért
felelés [72]. Ezek expresszidja a klinikumban is Kkorreldlt a taléléssel és a
rezisztenciaval [73] [74] [75]. A réz kelatorok, mint szenzitizalé agensek klinikai
alkalmazasa is felmertlt [76], habar a biologiai értelmezés ellentmondasos, hiszen a
rézmolekulak ugyan versengenek a ciszplatinnal a sejtbe valé felvételért, de ugyanugy

az effluxért is, tehat a ciszplatin akkumuléciora a réz jelenléte két iranyban hat.

Az aktivalt platinavegyiletek nagy affinitassal kotnek a nukleofil fehérjékhez.
Ez részben hozzajérulhat a citotoxikus hatdsukhoz, de a rezisztencia mechanizmusa is
lehet, hiszen a Kklasszikus célmolekulahoz, a magi DNS-hez kevesebb aktivalt
gyogyszermolekula jut el, igy ezek a fehérj¢k egy hatdscsokkentd pufferként is
felfoghatdéak. A GSH (gluthation) magas szintje a klinikumban is korrel&lt a ciszplatin
rezisztenciaval [77] (habér itt is taldlunk vizsgélatokat, ahol nagy mintaszdm mellett
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sem talaltak korrelaciot a platinum kezelt betegek tulélése és a GSH szint kdzott [78]).
Az aktivalt ciszplatin spontan kotédik a GSH-hoz, de a GSH-S-transzferaz enzim is
gyorsithatja a reakciot. Ez az enzim egy igen altaldnos xenobiotikum detoxifikalo,
sejtvédd rendszer része és igy fontos rezisztencia faktor, nem csak a platina agensek
esetén. Hatasat doxorubicin rezisztens sejtvonalakon nem tudtuk igazolni [5] (Klinikai
vizsgalat az enzimexpresszio és a carboplatin rezisztencia kapcsolatara: [79]). Bar a
GSH kotése a platindhoz teljesen egyértelmii oka a rezisztencidnak, mas 1épések is
lehetnek a hattérben: a megemelkedett GSH szintnek szerepe van a DNS hibajavitas

aktivalasaban, s6t direkt antiapoptotoikus hatasa is ismert [80].

3.5.3.3. On-target rezisztencia, a carboplatin-DNS adduktumok eltavolitasa

Bar egyre nagyobb hangsulyt kap a kutatasokban a platina agensek nem magi
DNS célpontjainak vizsgalata, a megel6zé irodalom a platina hatdsért a DNS
adduktumok kialakuldsat tartja els@sorban feleldsnek. Nem meglepd, hogy nagy
altalanossdgban DNS hibajavité mechanizmusok azok, amelyek a platina rezisztenciaért
felelések (hiszen ezek képesek a platina okozta DNS 1ézidk javitasara, €s igy a
daganatsejt életben tartasara). Azzal az ellentmondasos helyzettel talaljuk magunkat
szemben, hogy mig a megfeleld DNS hibajavitast a genom 6rzdjeként tartjuk szamon és
a daganatok esetén mindig jobb progndzist kapcsolunk hozza, a platina kezelés esetén

az elégtelen hibajavitas az, ami kedvez6bb prediktiv faktor.
Az on-target rezisztencia esetén harom hatast kilénbdztethetlink meg:

1. A hibajavitds fokozddasa révén a sejt extrém mennyiségli platina

adduktumot képes eltavolitani a DNS-bél.

2. A DNS leziok felismerése és igy az apoptotikus jel generalasa nem jon

létre.

3. A sejt tolerdlja a DNS léziokat és a sejtciklus tovabb porog a transzlézios
szintézisnek (a DNS szintézis, replikacié megtorténik a kijavitatlan hibak

jelenlétének ellenére) koszonhetden.

A platina adduktumok eltavolitaséért elsésorban a NER (nukleotid excizids
javitas) a felel6s. Ebben az esetben a DNS 1ézi6 mindkét oldalan vagés, majd a hibas
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rész Gjraszintetizalasa torténik, a folyamat korulbell hadsz fehérje aktiv részvételével
zajlik. Az 5’ végen az ERCC1 és az ERCC4 heterodimerje végzi a bemetszést, az
ERCC1 molekula expressziojat szamos preklinikai és Kklinikai vizsgalat hozta
parhuzamba a platina rezisztenciaval [81, 82], habar egy friss tanulmany megkérddjelezi
az immunhisztokémia alapd ERCC1 aktivitasméres lehetségességét [83]. Az expresszio
mellett az ERCC1 polimorfizmusokkal is tobb vizsgalat foglalkozik: a 118-as kodon
AAC cseréje AAT-re ugyan egyarant aszpargint kodol, de csokkenti az mRNS
stabilitasat [84].

A MMR (mismatch javitds) alapvetéen a hibas bazisparosodast javitja,
kozvetlenil a replikacio utan [85], esetlinkben a DNS-platina adduktumokat felismeri,
ugyanakkor a javitdsra nem képes, és ez a keptelenség az, ami a proaptotikus utakat
aktivalja. Ebbdl kovektezéen az MMR rendszer egyes komponensei gyakran mutéltak
vagy alulexpresszaltak platina rezisztencidban. Az MMR-ben részt vevo fehérjéket az
aldbbi gének kodoljak: MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6, és MSH3. Ezek
alulexpresszioja, kiesése a ciszplatin rezisztenciaban t6bbsz6résen megfigyelt jelenség
[86-88].

A transzlézids szintézisrél (mas néven replikacids bypass) akkor beszéliink
mikor a DNS szintézis, replikacio megtorténik a kijavitatlan hibak jelenlétének ellenére.
Ehhez egy specidlis DNS polimeraz osztalyra is szikseg van (polimeraz B, n, {, 1) a
klasszikus polimerazok (o, 8, €) nem képesek a 1éziok atugrasara [89, 90]. Az MLH1 és
MSH6 mutaciok kapcsolhatéak a megndvekedett transzlézids szintézis aktivitashoz is.
A transzlézios polimerdzok és az MLH1 megvaltozott expresszidja, mutécidja szintén

megfigyelhetd platina rezisztenciaban [91].

A platina bekdtése indukélhat szalon bellli keresztkotéseket is, amelyek kettos
torésekhez vezethetnek. Ezek a hibdk normalisan a sejtciklus S fazisaban a homolog
rekombinacio folyamata révén javitddnak. A homolog rekombinécios geépezet keét
kulcsfontossdg molekuldja a BRCAL és BRCA2 gének termékei. Ezek mutécidja a
familiaris eml6 és petefészek daganat hattérmechanizmusa [92] (petefészek daganatokra
vonatkoztatva: BRCAL mutacio esetén az esély a petefészekrak megjelenésére 50 éves
kor elétt 70%, BRCA2 mutacio esetén 20% [93]). A mutans gént hordoz6 daganatokban

a homolog rekombinacio hibas, igy a daganat érzékenyebb a platina agensekre [94].
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Ismert az a jelenség, amikor egy masodlagos mutacio helyreallitja a BRCA funkciot és a

sejt igy elvesziti platina érzékenysegét [95].

3.5.3.4. Post-target rezisztencia

A sejtpusztulds szabalyozasdban szamos molekula, ellenérzé és védelmi
mechanizmus vesz részt, és ezek mindegyikén létrejohet a post-target rezisztencia, az
apoptotikus jelatviteli utak megvaltozasatol kezdve a sejtpusztulasért felelés gépezet
aberraciojaig. Mivel a daganatsejtek alapvetéen hajlamosak az apoptdzis elkeriilésére
[10, 96], ezeket a mechanizmusokat ritkan tekinthetjik a platina specifikus rezisztencia
részeinek, jellemzden védenek minden DNS karosité anyaggal szemben [31]. A platina
agensek citotoxikus hatdsmechanizmusaban a tobbnyire p53 fiiggé BAX és BAKL
aktivaciot koveti a mitokondrialis kiils6 membran permeabilizacid, majd ennek hatasara
kaszpaz figgd és fliggetlen Gton beallhat a sejthalal. Igy a post-target platina
rezisztenciaban fontos elem a p53 jelatvitel elégtelensége [97], a vad tipusi p53-at
hordoz6 petefészek daganatos betegek érzékenyebben reagalnak a ciszplatin terapiara
[98].

3.5.3.5. Off-target rezisztencia

A daganatsejtek érzekenységét a platindval szemben limitalhatjadk olyan
valtozasok, amik a platina hatasat kompenzal6 tulélesi, osztodasi jeleket generalnak a
sejtben. Az off target rezisztencia mechanizmusok definicidszerien nem a platina
hatasara aktivalodnak, bar sokszor nem tudunk eleget a hattérmechanizmusrél, ahhoz
hogy ezt kijelenthessuk.

Példa az off-target rezisztenciara a HER2 felllexpresszid, ami intenziv tulélési
szignalt kozvetit a PI3K/Akt atvonalon (bar, ahogy eddig is, a nagy beteganyagon
dolgozé Klinikai vizsgalatok ellentmondasos eredmenyekre vezetnek [99] és az Ujabb
tanulméanyok nem talaljak meg a sejtetett korrel&ciét [100]). A jelatvitel alsobb elemeit
(PI3K [101], ciklin E [102]) szintén kapcsolatba hozta néhany tanulmany a platina

rezisztenciaval.

Emellett megfigyelheté olyan altalanos stressz valaszok talmiikbdése, mint az
autofagia, hdsokk reakcio, amiket in vitro vizsgalatokban szintén kapcsolatba hoztak a

platina rezisztenciaval [103, 104].
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Ujabban keriil a figyelem kozéppontjaba a mikrokdrnyezet szerepe a
rezisztenciaban és egyre tébb tanulmany mutat ra, hogy a platina rezisztencia nem csak
intracellularis eredetli lehet. A ciszplatin mas kemoterapidkhoz képest sokkal kisebb
hatékonysaggal indukal immunogén valaszt [105] és a mikrokdrnyezet mezenchimalis

sejtjei, sztroma elemei is jelentésen befolyasoljak a platina érzékenységet [106].

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a platina rezisztencia rengeteg Uton
1étrejohet, szamos folyamat ezek koziil alapvetden kapcsolhatd a tumor kialakulasahoz
és a malignitdshoz, a daganatsejtek altalanosan jellemz6 sajatossaga. A platina
rezisztencia jellemzden multifaktoridlis jellegli, tobb egymastdl fiiggetlen molekularis
valtozas tamogatja az erésen rezisztens fenotipus kialakuldsat sét, a rezisztencia akar a
daganatsejten  kiviilr6l, a mikrokornyezetb6l is eredhet. Ez a komplexités,
multifaktorialis jelleg megkérdbjelezi a kemoszenzitizald agensek fejlesztésének

potenciljat.

3.6. Tirozin-kinaz inhibitorok és a velik szembeni

rezisztencia

3.6.1. Tirozin-kinazok, RAS jelatvitel

A tirozin-kindzok szerepe foként jelatviteli rendszerek milkodtetésében van,
szemben a szerin és treonin kinazokkal. A foszforilalt tirozin fiziol6gias pH-n hasonld
stabilitdst, mint a foszforilalt szerin vagy treonin, azonban a foszforilalt tirozint
tartalmazd feherjék féléletideje alacsony, és a tirozin-kinaz molekulak erés negativ
regulécié alatt allnak, igy a foszforilalt tirozin-kinaz szubsztratok aranya jellemzéen
alacsony a sejtben. Ez az alacsony koncentracié és annak szigoru szabalyozésa teszi
lehetévé a jelatviteli szerep betoltését [107]. A jelatvitelhez nélkilozhetetlen a
foszforilalt tirozint nagy affinitassal felismeré SH2 doménnal rendelkezd jeltovabbitd

molekulak jelenléte [108].

A tirozin-kinazoknak két tipusa a nem-receptor tirozin-kindzok (nem
membrankapcsoltak, lokalizacidojuk dontéen citoplazmatikus, esetleg magi (pl.: c-Abl

[109]) és a receptor tirozin-kinazok (ezek extracellularis N-terminalisa ligand kot
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funkcioval bir, tartalmaznak egy transzmembran és egy intracellularis (kindz aktivitasd)
részt). A receptor tirozin-kindzok az inzulin receptoron Kivil monomer formaban
vannak jelen a sejtmembranban. A ligandkotés indukalja dimerizaciojukat és az aktivald
auto-, keresztfoszforilaciot az intracelluléris doménen, ami az intracellularis jelatvitel
elinditdja. Az altalunk hasznalt gydgyszerek elsédleges tamadasi célpontja a VEGFR,
PDGFR és EGFR csalad tagjai. A csaladok tagjai igen komplex, a sejt tuléléesevel,
proliferaciojaval, differencicidjaval, migraciojaval es vaszkularicazioval kapcsolatos
szignaltranszdukcids kaszkadok élén allnak. A receptorcsaladok, illetve a jelatviteli
utvonalak egyes elemeinek aberrans aktivitasa, regulacios zavarai (felllexpresszio,
mutacio, konstitutiv aktivacid) gyakran szerepet jatszanak a tumorgenezisben eés a
progresszidban, és szdmos rosszindulatu korkép esetén rosszabb prognozissal jarnak
[110-115]. Az atvonalak kozponti eleme a RAS fehérje. A RAS jelatvitel jelent6ségét
jol jellemzi, hogy rengeteg daganatellenes gydgyszer és hatéanyag létezik, melyek a
jelatviteli kaszkad egyes elemeit célozzak. A jelatvitel vazlatat és a gydgyszertamadasi
pontokat Gyorffy és Schifer osszefoglald munkaja alapjan [116] a 4. abran mutatom
be.

Vatalanib

AMG706 Sunitinib HER mAB:

Pazopanib Sorafenib Cetuximab anti-VEGF mAb:
Cediranib Erlotinib |

lv Panitumumab Bevacizumab
- . Lapatinib Trastuzumab )
ngpa Ff\é Gefitinib Grb2 <«— shc Pertuzumab %t
Lonafarnib, Sos BAY43-9006
1S152503 15155132
FTI, FTS X281
v 1Y294002 @
RASSF Wortmannin PDO0325901
ARRY-142886
SCH51344 1 l PD98059 AYD6244 l
PIP3 U0126

RAC ’L”’:" PD184352 ) Ral
MSTL UCNo1 }
MEKKL

PKB/Akt Do B ] 6

rho  PAK cox2 v v v ¥ v v
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migracio és PGE2 KLF5
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3. abra: A RAS jelatvitel vazlata a Kkiilonbozé tamadaspontu gyégyszerekkel.
Mddositott abra [116] alapjan.

tulélés
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Az EGFR csaldd négy tagja (EGFR/ErbB1/HERL; ErbB2/Neu/HER2; ErbB3/HERS;
ErbB4/HER4) egy transzmembran egyszeres hélix régidval, egy extracellularis
ligandkotd régioval és egy intracelluldris kindz aktivitassal bird régioval rendelkezik
[117]. A tagok koziil a HER2 un. arva receptor, sajat ligandkotd képességgel nem
rendelkezik, ellenben igen aktiv heterodimerizéaciés partner. A HER3 pedig kinaz
aktivitassal nem rendelkezik, igy ez a molekula is csak heterodimerben aktiv (2.
téblazat ).A VEGFR csalad harom f6 tagja a VEGFR1, VEGFR2 és VEGFR3, ezek a
VEGFA, B, C, D kotésen keresztul aktivalodnak és elsdsorban angiogén jeleket

kozvetitenek, csakuigy, mint a PDGFR csalad elemei.

2. tdblazat: Az EGFR csalad tagjainak f6bb jellemz6i.

EGFR HER2 HER3 HERA4
Li dok EGF, AR, TGFa, NRG1, NRG2,
eIl BTC, HB-EGF, | nem ismert NRG1, NRG2 NRG3, NRG4, BTC,
EPR HB-EGF, EPR
Tirozin-kinaz .
2 van van nincs van
domén
Dimerizacio ligand kotés utan | folyamatosan | ligand kotés utan ligand kotés utan

3.6.2. Tirozin-kinaz inhibitorok

A tirozin-kinaz inhibitorok kis molekulaju, a sejtmembranon diffuzidval atlépd
hatéanyagok. Vizsgalatainkban a sunitinib, sorafenib, lapatinib, erlotinib, gefitinib
hatéanyagok szerepeltek. A gefitinib és az erlotinib EGFR inhibitorok, a lapatinib
celpontja az EGFR mellett a HER2, a sunitinib és a sorafenib pedig szélesebb
spektrumlG multikinaz inhibitorok. Bar mindegyik hatdéanyaghoz Kkothetd egy
daganattipus, melyben hasznalata elterjedt, rengeteg klinikai teszt fut valtozatos

daganattipusokban a hatékonysag felméréesére és az indikécids panel szélesedik.
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o Gefitinib: A gefitinib az elsé leirt szelektiv EGFR inhibitor, az EGFR ATP kot6
zsebéhez kot, elsésorban EGFR funkcionyeréses mutaciot, talaktivaciét hordozé
daganatokban aktiv [118].

e Erlotinib: Az erlotinib szintén EGFR inhibitor és az aktivalé6 mutaciot hordozé

tiidérakokban alkalmazzak els6 sorban [119].

e Lapatinib: EGFR, HER2 inhibitor, HER amplifikacidval, felllexpresszioval
rendelkezé emlddaganatok az elsddleges célcsoport, azonban a teljes valaszadasi

rata még ebben a racionalisan szelektalt célcsoportban is csupan 24% [120].

e Sunitinib: Multikinaz inhibitor, célpontjai a PDGFR, VEGFR1,2,3, KIT, RET,
CSF1R, gasztrointesztinalis-sztromalis tumorok és veserdkok kezelésében

hasznalt elsGsorban.

e Sorafenib: A sorafenib angiogén receptorokat (PDGFR-beta, VEGFR1,2,3) és a
KIT, RET, RAF kindzokat géatolja [121, 122], vilagossejtes veserdkban 10%-0s
valaszadési rataval [123] alkalmazzak.

3.6.3. Tirozin-kinaz inhibitorokkal szembeni rezisztencia

Az EGFR inhibitorok koziil a gefitinib az els6 az erlotinib a masodik leirt szelektiv
inhibitor, els6sorban EGFR funkcidnyeréses mutdciot, talaktivaciét hordozo
daganatokban aktivak [118]. Nem Kkissejtes tiidérakokban az EGFR-t érint6 mutaciok
tobb mint 90%-a a 19-es vagy a 21-es exonban keletkezik. A konstitutivan aktiv,
megvaltozott szerkezeti EGFR foszforilalja a HER3 receptort majd a PI3K/Akt
utvonalon &t proliferacios, tulélési szignalokat tovabbit [124]. Az erlotinib és gefitinib
szenzitivitas elsddleges biomarkere az EGFR mutacio megléte [125, 126]. Ugyanakkor
még ezek kozott a kezdetben jol reagald betegek kozott is igen gyorsan megjelenik a
rezisztencia és az atlagos progressziomentes talélés csupan 8-10 honap [127, 128].
Ennek hatterében gyakran egy szekunder (T790M) aktivaldé mutdci6 az EGFR
molekulaban all [126, 129, 130]. A rezisztencia kikUlszobdlésében szerepe lehet a széles
spektrumu ErbB-géatlo gyogyszereknek (canertinib) és a HER3 gatloknak (MM-121).
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A HER2 molekuldban a lapatinib rezisztenciat €s szenzitivitast eldrejelzd
mutaciokat is ismerlink [131-133]. A kompenzalo uatvonalak aktivacioja, példaul
PI3K/Akt Utvonal, vagy Osztrogén jelatvitel, szintén okozhatnak rezisztenciat, ahogy
példaul az ADAML17 altal medialt ERB2, ERB3 aktivalddas is [134].

A sunitinib és a sorafenib els6ésorban antiangioigén terapiaként keriilt bevezetésre,
de hamar kiderllt, hogy direkt daganatellenes hatdsuk is van €és in vitro is igen
hatékonyak. Egy metaanalizisbél (1056 eset alapjan) megtudhatjuk, hogy a betegek
26%-a mar elsé vonalban sem reagal a sorafenib és sunitinib kezelésre [135] és a
kezdetben jol reagdld betegek jO része is 6-12 hdnapon belll rezisztens betegséggel
progredial, a kezelés ellenére. A szerek antiangiogén hatasaval szemben kialakulo
rezisztencia alapvetd modelljei a kovetkezéek: alternativ angiogén utvonalak
aktivalodasa (,,angiogén kapcsolds™), a tumorerek megndvekedett pericita boritasan
keresztiili stabilizacidja, csontvel6i eredetii pro-angiogén gyulladdsos sejtek vonzésa és
aktivacioja a daganatban és végul megndvekedett szoveti invazivitas, ami az

angiogenezis szerepét csokkenti [136].

A tirozin-kinaz inhibitorokkal szembeni rezisztenciaban jellemzOen nem a
klasszikus rezisztenciafaktorokkal kell szamolnunk. Gyakori jelenség a célmolekula
valtozasa masoldagos mutécidval és a kompenzal6 Gtvonalak aktivacidja. Ugyanakkor a
rezisztencia itt is multifaktorialis természetli. Az alacsony valaszadasi aranyok és a
kezdeti valasz ellenére is igen gyorsan megjelend rezisztencia indokolja a tovabbi

rezisztencia és biomarker kutatast.
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4.Célkituzések

PhD munkam soran elsésorban a szisztémas kezelésekkel szembeni rezisztencia
kimutatasara alkalmas biomarkerek keresésével foglalkoztam két specifikus rendszeren
(6t tirozin-kindz inhibitorral szembeni rezisztencia vizsgélata teljes génexpresszios

adatok alapjén, illetve a platina rezisztencia biomarkerei petefészek daganatokban).
Célkitlizéseim a kovetkezdek az egyes témakkal kapcsolatban:

e A platina rezisztencia vizsgalatat celzo kisérletsorozatban a platina rezisztencia
illetve a platina kezelés utani talélés eldrejelzésére potencialisan alkalmas

biomarkerek keresése volt a cél, ehhez az alabbi részcélok elérését tiiztiik ki:

= Adatbazist épitettiink mely platinaval kezelt orvarium karcindmés
betegekbdl szarmazo tumor mintdk microarray adatait és klinikai

adatokat (kezelés, terapias valasz, tuléles) tartalmaztak.

» Az adatbazis alapjan meghataroztuk azokat a géneket melyek

magas expresszioja rezisztenciaval tarsult.

= Az igy Kijelolt potencialis biomarker gének expresszidjanak
hatdsat a rezisztenciara tobb in vitro rendszerben vizsgaltuk,

petefészek karcinoma eredetii sejtvonalakon.

= Az in vitro vizsgalatokban géncsendesités vagy gyogyszeres
gatlas altal szenzitizalo hatast eléré géneket két fuggetlen klinikai
mintahalmazon gRT-PCR-el RNS, immunhisztokémiaval pedig

fehérje szinten validaltuk.

e A célzott tirozin-kindz inhibitorokkal szembeni rezisztencia biomarkereinek
vizsgalata soran microarray adatok és in vitro gydgyszer-érzekenységi
vizsgalatok segitségével potencialis rezisztencia biomarkereket azonositottunk a
sunitinib, sorafenib, lapatinib, gefitinib és erlotinib gyogyszerekkel szemben,

amihez a kovetkezo részcélokat ttztiik ki:
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= 45 sejtvonal (15 Kkiilonbozé tumor tipusbol) in  vitro

szenzitivitdsanak vizsgalata az 6t gyogyszerrel szemben.

= A sejtvonalak microarray adatai alapjan a rezisztenciaval és a
szenzitivitassal —asszocialhatoan eltérd expresszioju  gének

azonositasa.

= A multirezisztencia, illetve gyogyszer specifikus rezisztencia
gének azonositasa.

= A sunitinib rezisztenciaval asszocialt gének szerepének klinikai
validaldésa  immunhisztokémiaval — metasztatikus  vesesejtes

karcindma mintakon.

A celunk tehat mindegyik vizsgalatban olyan potencialis biomarkerek azonositasa
volt, melyek nem a megel6z6 irodalom alapjan valogattunk, hanem nagy adathalmazok
Ujrafeldolgozasaval, a teljes génexpresszios valtozasok elemzésével kerlltek felszinre.
Az igy azonositott biomarkereket mindenkor igyekeztiink fiiggetlen Klinikai
mintahalmazon is validalni. Az altalunk azonositott potencialis biomarkerek tovabbi
klinikai és funkcionalis vizsgalatok alapjat képezhetik és arnyalhatjak a rezisztenciarol
kialakult képet.
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5.Modbdszerek

Mindegyik vizsgalatban bioinformatikai, adatbanyaszati médszereket 6tvoztiink in

vitro kisérletes munkaval és fuiggetlen klinikai mintakon térténd validalassal.

5.1. A carboplatin rezisztencia vizsgalata soran

hasznalt modszerek (5. abra)
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5. dbra: A platina rezisztencia biomarkereinek keresését célz6 vizsgalataink
folyamatabraja.
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5.1.1. Adatbazis épités

A GEO (Gene Expression Omnibus) (http://www.pubmed.com/geo) és a TCGA

(The Cancer Genome Atlas) (http://cancergenome.nih.gov) adatbazisokat vizsgaltuk at

megfeleld adatokat keresve. Olyan publikaciokat kerestlink, ahol ovarium karcinémaval
kezelt betegek microarray adatait kozolték. Feltétel volt, hogy legalabb hdsz beteg
szerepeljen a vizsgalatban, legyenek elérheté kezelési és talélési adatok és a nyers
microarray adatok elérhetéek legyenek. Harom microarray platformot, a GPL96
(Affymetrix HG-U133A), a GPL570 (Affymetrix HG-U133 Plus 2.0), és a
GPL571/GPL3921 (Affymetrix HG-U133A 2.0) hasznaltunk fel. A kinyert microarray
és klinikai adatokbol megépitettiik a sajat adatbazisunkat, ahol a beteg azonositéjahoz a
génenkénti expresszio és a klinikai adatok (tulélesi, klinikai valasz és kezelési adatok)

csatolddtak.

5.1.2. Bioinformatikai feldolgozés

Az adatok értékelését R statisztikai kornyezetben [137] végeztik, ami egy
specialisan statisztikai szamitasokhoz és abrdzolashoz tervezett programozasi nyelv. A
programozashoz az interneten elérhetd “csomagok” (R packages) nyUjtanak segitséget,

melyek a mar kodolt fliggvényeket tartalmaznak.

5.1.2.1. Normalizéalas

Az adatok 0sszehasonlithatdsadganak, és a bioinformatikai elemzés feltétele a
normalizalas. A nyers microarray .CEL kiterjesztésti fajlokat normalizéltuk a MAS5

normalizalassal az affy Bioconductor kbnyvtar segitségével [138].

A MAS 5.0 normalizacios algoritmus harom f6 része: a hattérzaj korrekcio, a jel
intenzitasanak mérése és a skaldzas. A hattérzaj korrekciohoz a chipet 4x4-es régiokra
osztja, majd a régio hattérzajanak (minden zénaban a legalacsonyabb 2% intenzitasa)
atlagat levonja minden egyes proba értékébdl. A mismatch (MM) proba mérése
kaléndsen fontos a normaliz&cidéban, mert az egyes perfect match (PM) probakhoz
kontrollt biztosit a hattér direkt mérésével. Altalanossagban a jel értéke a PM-MM érték
alapjan szamolhatd6 (PM > MM esetén). Azonban, ha MM > PM, az algoritmus

figyelembe veszi a proba halmazban talalhaté proba parok jel erdsségét: nagy jel
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erOsség esetén ennck egy kozelité értékével helyettesiti MM értékét, alacsony jel
erdsség esetén az MM-hez tartozé PM értékénél kisebb lesz. A proba halmaz értekét
Tukey-féle statisztikdval szamolja a proba parokbdl. Kilonbségek lehetnek a chip
készitésenek sordn (pl. a hibridizaciés folyamatban), melyek az éatlagos intenzitas
kilénbséget okozhatjak az egyes chipekben. Ezért az algoritmus alkalmaz egy skalazast

is, melynek eredménye, hogy a chipek atlagos intenzitasa az eldre beallitott értéket adja.

5.1.2.2. JetSet sziirés

A JetSet sziirést végeztiink és minden génre csak a legjobb proba szetteken
vegeztik el az statisztikai analizist. Az egyes gének tobb proba szettel reprezentéltak a
microarray-en, a JetSet segit kivalasztani azokat a proba szetteket, amely
specificitdsban, hasitasi izoforma lefedettsegben a legtokéletesebbek, és a mérés

kdzbeni transzkriptum degradacié hatasat a leghatékonyabban zarjak ki [139].

5.1.2.3. ROC analizis

Ahhoz, hogy megtaldljuk a biomarker jel6ltjeinek, azaz azonositsuk azokat a
géneket amelyek felllexpresszidja legerételjesebben jart egyiitt a kezelésre rossz valaszt
ado (intrinsic rezisztens) betegséggel, Receiver Operatin Caracteristic elemzést
végeztink. Az ROC diagnosztikus tesztek hatékonysagat kiértékelé eljaras, illetve
alkalmas arra, hogy tobb teszt (esetiinkben tébb potencialis biomarker) hatekonysagat
vessiik Ossze. Egy klinikai teszt hatékonysagat klasszikusan a specificitassal és a

szenzitivitassal jellemezziik.
Specificitas = TP/(TP + FN)
Szenzitivitas = TN/(TN + FP)
ahol:
TP = wvalbs pozitiv esetek szama
FP = falspozitiv esetek szama
TN = valbs negativ esetek szama

FN = fals negativ esetek szama
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Az ideélis teszt, biomarker esetén a szenzitivitas és a specificitas értéke egyarant
1. A val6sagban ez igen ritkan jon létre, ezzel szemben a szenzitivitas és a specificitas
trade-off-ban allnak egymassal és a hatarerték meghlzésa egy optimalizacios probléma.
A ROC ennek az abréazolasdban van segitséginkre. A ROC diagram x tengelyén az 1-
specificitds, y tengelyén a szenzitivitas értéket lathatjuk. A teszt akkor tokéletes, ha a
ROC gorbe a bal felsé sarokban fut, ilyenkor a jé és rossz progndzisu (progrediald vagy
gyogyulo stb.) betegeket, tumorokat jellemzé értéktartomany az adott mért biomarkerre
nem fedi egyméast. Ha a vizsgalt marker nem képes elkiloniteni a két allapotot
(esetiinkben a kedvezd és a kedvezdtlen klinikai valaszt mutatd betegeket), akkor a
goOrbe az egységnégyzet atlojaban fut. A ROC gorbe alatti tertilet (AUC, Area Under the
Curve) jol jellemzi az egyes biomarkerek hatékonysagat. Ha a gorbe a bal fels6 sarkon
at fut, az érték egy, a marker tokéletesen tud szelektélni jo és rossz progndzis kozott. Ha
az érték 0,5 akkor a gorbe az atloban fut, a marker nem alkalmas a megkulénbdztetésre
(6. abra).

Szenzitivitas
Szenzitivitas

1-specificitas 1-specificitas

6. &bra: Szeparacidora nem képes (baloldal) és optimalisan szeparaldé (jobb oldal)

biomarker ROC gorbéje.

Elemzésink sordn a microarray chip-en reprezentalt 6sszes génre lefutattuk az
ROC elemzést minden platinakezelésben részesult beteg esetén, keresve azokat a
géneket, melyek magas expresszidja a jo és rossz klinikai valaszt mutaté betegeket el
tudja kuloniteni. AUC erték és szignifikancia alapjan valogattuk ki a diszkriminaciora

legalkalmasabb biomarker jel6lteket.
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5.1.3. Sejtkultdra

A sejteket 5% CO, tartalom mellett 37 Celsius fokon tenyeésztettiik
termosztatban. A sejteket 10% foetalis borju szérummal és antibiotikumokkal
(penicillin-sztreptomicin, amfotericin B és tetraciklin (Life Technologies)) kiegészitett
RPMI 1640 médiumban (PAA, Gibco) tenyésztettlik. A transzfekcids Kisérletek alatt és
elétt antibiotikum mentes mediumot hasznaltunk. Négy sejtvonalat hasznaltunk a
kisérletekben, mindegyiket az ATCC-t61 (American Type Culture Collection) rendeltuk.
Ezek a CAOV-3, SKOV-3, OVCAR-3, ES-2 petefészek karcinoma eredetii vonalak.

5.1.4. Mikoplazma:

A mikoplazma fert6zottség gyakori jelenség sejtkultiras korilmények kozt és a
kisérleti eredményeket konnyen befolyasolhatja. A kisérletek megkezdése el6tt a
Mycosensor PCR Assay Kit-el (Agilent) ellendriztiik a sejtvonalak mikoplazma
mentességét. A kitet a hasznalati utmutatonak megfeleléen alkalmaztuk. Amennyiben a
fert6zés fenn allt, a BM-cyclin (Agilent) kétkomponensii antibiotikum reagensét vagy
ciprofloxacint hasznaltunk a fert6zés eliminalasara. A ciprofloxacint 14 napig
alkalmaztuk 10 pg/ml-es dozisban, majd egy hetes antibiotikum mentes tenyesztés utan
ujra ellendriztik a mikoplazma fert6zottséget. A BM cyclin  kétkomponensi
antibiotikumot a hasznalati itmutatonak megfelelden alkalmaztuk harom hétig, majd az

eléz6eknek megfelelden ellendriztiik a mikoplazma mentességet.

5.1.5. Sejtvonal eredet igazoléas

A sejtvonal eredet igazolast a human genom 10 specifikus I6kuszan végzett SRT
(short tandem repeat) analizissel végeztik. A sejtvonalak genomi DNS-ét DNeasy kittel
(Qiagen) izolaltuk a hasznalati utmutatonak megfeleléen. Az izolalt DNS mennyiségét
¢s mindségét a Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel ellenériztik. A DNS
koncentraciot, a fehérje koncentraciot €és a minta tisztasagat mértikk és a megfeleld
mennyiségll és tisztasagu genomi DNS-en az SRT analizist a Johns Hopkins egyetem
Fragment Analysis Facility-jének StemElite ID System-ével végeztik. A sejtvonalak

SRT profiljat a Leibniz Institute DSMZ - German Collection of Microorganisms and
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Cell Cultures (http://www.dsmz.de) SRT adatbazisahoz hasonlitottuk. Mindegyik

felhasznalt sejtvonal tiszta és eredeti volt.

5.1.6. Gydgyszerek

A gyogyszer-érzékenységi tesztekben a carboplatint vizben oldottam, a
PD032591 MEKTL inhibitort (Life Technologies) DMSO-ban (dimetil szulfoxid, Life
Technologies), majd tovabb oldottam médiumban, Ggy hogy a kezelés soran wellenkent
0,5% DMSO-t kapjanak a sejtek. A felhasznalt gydgyszer-koncentréciokat a 3.

tablazatban foglaltam 6ssze.

3. tablazat: A gyogyszer-érzékenységi tesztekben hasznalt carboplatin és MEK1
inhibitor koncentracié sorok.

Carboplatin doézisok PD032591 doézisok
pg/ml KM pg/mi nM
1 2,7 0,05 0,1
3 8,1 0,5 1
6 16,2 4,8 10
10 26,9 12,1 25
30 80,8 24,1 50
60 161,6 48,2 100
100 269,4 96,4 200
200 538,7 192,8 400
400 1077,4 400,0 829,532

5.1.7. Gyogyszer-érzékenységi teszt

A gyogyszerérzékenység vizsgalatahoz MTT tesztet (Roche) [140] hasznaltunk a
korabban ismertetettnek megfeleléen [5]. Els6 nap a sejteket steril 96 lyuk mikrotitrald
lemezekbe helyeztiik 10 000 sejt / 90 pl médium lyukankénti mennyiségben, hatszoros
ismétlésben. A sejteket éjszakara inkubatorba helyeztik, majd a sejtek letapadasat
kovetden, masodik nap a sejtekhez hozzadadtuk a gyogyszereket (10 ul oldat / lyuk
mennyiségben), a kontroll csak a gyogyszer olddszerét kapja. 48 6ras gyogyszerkezelés
utan a sejteket megfestjuk az MTT kit labeling reagent-el (10 ul / lyuk), négy ora

inkubacio utan (37 Celsius fokon) a kialakult formazankristalyokat a kit szolubizalo
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reagensének hozzaadasaval feloldjuk (100 ul / lyuk). A lemezeket spektrofotométerrel
(Thermo Scientifc Multiskan FC) olvastuk le. 595 és 690 nm-es hullamhosszon mértik
az abszorbanciat. Az 595 nm-en mért abszorbancia értékbol kivonjuk a 690-en mért

értékeket (ezzel kisziirve a hattérzajt).

A carboplatint vizes oldatban alkalmaztuk 10 pl/lyuk mennyiségben. A DMSO-
ban oldodo PD032591-t ugy alkalmaztuk, hogy a DMSO koncentracié 0,5 % / well
legyen, ami még nem tulsagosan toxikus a sejtek szamara. A kombinacios kisérletekben
a csak carboplatinnal kezelt sejtek és a kontroll sejtek is megkaptédk a 0,5 % / well
DMSO dozist.

5.1.8. Géncsendesités

A gencsendesités hatékonysagat gPCR-el mértiik. A transzfekcid beallitasahoz
GAPDH pozitiv kontrol siRNS-t (kis interferdld0 RNS) (Silencer Select, Life
Technologies) hasznaltunk. A HiPefect (Qiagen), Lipofectamine RNAiMax (Life
Technologies) és Oligofectamine (Life Technologies) transzfekcios reagenseket
teszteltiik, kiilonbozé siRNS koncentraciok mellett. A legnagyobb csendesitési
hatékonysdgot 30 nM siRNS és a Lipofectamine RNAiMax transzfekcids reagens
hasznalataval értuk el. A tovdbbiakban ezt hasznaltuk a csendesitésekhez. A
géncsendesitest a Lipofectamine RNAiIMax hasznalati Utmutatéjanak ajanlasai szerint
végeztik. Celgénenként két siRNS-t teszteltlnk. A gyogyszeres vizsgalatokban a
nagyobb csendesitési hatékonysagot mutat6t hasznaltuk fel.

5.1.9. Gencsendesitéssel kombinalt gyogyszer-érzekenységi teszt

A biomarker jel6lt génjeink in vitro hatasat a carboplatin érzékenységre ugy
vizsgaltuk, hogy a gének siRNS altali csendesitésével egy idében gyodgyszerkezelést
alkalmaztunk. Ezutan Osszevetettiik a sejtpusztulas aranyat a gyogyszerkezelés hatasara
a geéncsendesitett sejtekben a nem csendesitett sejtekével. Ahol szignifikdnsan
novekedett a gyogyszer okozta sejtpusztulas a géncsendesités hatasara, ott tekintettik a

biomarker jel6ltinket az in vitro teszten megfeleltnek.
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Els6é nap a sejteket steril 96 lyukt mikrotitraldo lemezekben 10 000 sejt / 90 ul
médium lyukankénti mennyiségben a Lipofectamine RNAiMax transzfekcios reagens
hasznalati Gtmutat6janak és az 5.1.8-ban leirtaknak megfelelen transzfektaltuk 30 nM-
0s siRNS koncentracioval. Kontrollként célgénnel nem rendelkez6 kontrol SIRNS-t és
kezeletlen sejteket alkalmaztunk. Masnap a transzfekcios reagenst tartalmaz6 médiumot
lecseréltiik az adott sejtvonal szamitott 1C50 carboplatin dozisat tartalmazo médiumra.
48 Oras gyogyszerkezelés utan a sejteken elvégezzik az MTT tesztet az 5.1.7 szerint. A
csendesitést el nem szenvedett sejteket a normal ndvekedés ellenérzésére hasznaltuk. A
statisztikat a kovetkezé csoportokon veégeztik: a kontrol siRNS-el transzfektalt
csoportban kiszdmoltuk a gyogyszer kezelt sejtek relativ viabilitdsat a gyogyszert nem
kapott sejtekéhez képest (itt koriilbeliil az el6zé méréseknek megfeleléen 50%-ot
vartunk), a celgénre komplementer siRNS-el transzfektalt csoportban szintén a
gyogyszert nem kapott sejtek viabilitaséhoz normalizaltuk a gydgyszert kapott sejtek
viabilitasat (ezzel igyekeztiink kivédeni a gén csendesitése altal okozott esetleges
proliferacios Utem valtozas torzitd hatasat). Végul t-teszttel vizsgaltuk a talélésbeli
kilénbséget a normalizalt gyogyszert és célgént kodold siRNS-t kapott csoport és
normalizalt gyogyszert és kontroll siRNSt kapott csoport kozétt. A szignifikancia
limitet p < 0,01-nek allitottuk be.

5.1.10. Apoptozis vizsgélat

A carboplatin altal indukalt sejtpusztulas nem kizarélagosan apoptozis, de a
legtébb publikacio ezt a mechanizmust hangsulyozza. A négy gent, amelyek
csendesitése szignifikdns kiilonbséget okozott a carboplatin kezelés hatasara 1étrejovo
sejtpusztulds mértékében, a FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD
Pharmingen) apoptoOzis tesztben is vizsgaltuk. A gyogyszerkezeléssel kombinalt
géncsendesitéseket, melyekben a hatast MTT teszttel mértiik mind a négy sejtvonalon
elvégeztilk, ezt a tesztet csak a CAOV-3 sejtvonalon végeztik el, haromszoros
ismétlésben. 300 000 transzfektalt CAOV-3 sejtet kezeltiink az IC50 carboplatin
dozissal 48 oran at, majd a kit hasznalati Utmutatdjanak megfeleléen mértik az
apoptotikus sejtek aranyat FACSAria | (BD Pharmingen) késziléken. A negativ
kontroll siRNS-el transzfektalt sejtek apoptotikus ardnyat hasonlitottuk az egyes
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celgénekkel csendesitett sejtekéhez, t-tesztet végeztiink a szignifikancia ellenérzésére. A

szignifikancia limitet p < 0,05-nek allitottuk be.

5.1.11. A MEKZ1 gyogyszeres gatlasa

Egy szelektiv MEK1 inhibitor a PD0325901 esetleges szenzitiz&l6 hatésat is
vizsgaltuk. Két sejtvonal (SKOV-3 és CAOV-3) esetén vettik fel a dozis-hatds gorbéket
a 5.1.7- ben targyaltaknak megfelelden. Ezutdn egy kombinacios kisérletet végeztiink,
melyben a carboplatin kortlbelili 1C50 dozisat és egy citotoxikus hatassal nem bird
dozist alkalmaztunk ©nmagaban, vagy a PD0325901 korulbelili IC50 dozisaval
kombinacioban. A pontos kezelési koncentraciok a kovetkezOk voltak: SKOV-3
sejtvonal: carboplatin nagy koncentracié: 212 uM, carboplatin kis koncentracio: 141
MM, PDO0325901 koncentracid: 554 nM. CAOV-3 sejtvonal: carboplatin nagy
koncentracid: 111 uM, carboplatin kis koncentracié: 74 uM, PD0325901 koncentracio:
277 nM. 48 oras gyogyszerkezelés utan az eddig targyaltakhoz hasonléan MTT tesztel
vizsgaltuk a sejtpusztulas mertékét. Az életkepességet a kontroll oldattal kezelt
sejtekhez normalizaltuk, t-tesztet végeztink a szignifikancia ellenérzésére. A

szignifikancia limitet p < 0,05-nek allitottuk be.

5.1.12. Klinikai mintagyiujtés

A friss-fagyasztott mintakat az Orszdgos Onkoldgiai Intézetben, a paraffinba
agyazott mintakat pedig a Charité Universitatmedizin-ben gyjtottilk 2005 és 2010

Ve

fagyasztott mintakat felhasznalasig -80 Celsius fokon taroltuk.

A fuggtelen mintakon végzett immunhisztokémiai és gRT-PCR mérések
eredményeit felhasznalva Cox-regressziét alkalmaztunk a biomarker jeldltek
teljesitményének vizsgalatara. Kaplan-Meier tulélési gorbéket illesztettiink. A tulélési
fliggbleges szakaszaiban bekovetkezett a betegseghez kapcsolhatd halalozas. Ha a beteg

clhagyja a vizsgalatot, a betegségétdl fliggetleniil elhalalozik, vagy a kovetése véget ér,
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az adat cenzoralt lesz. A Kaplan-Meier tulélési gorbéket a WIinSTAT 2013 szoftverrel
generdltuk. A szignifikancia limitet p < 0,05-nek allitottuk be.

5.1.13. gRT-PCR

5.1.13.1.RNS izolalas

5.1.13.1.1 RNS izolalas sejtkultarabol

A sejttenyészetet enyhe tripszinizalas utan lecentrifugaltuk és RNS-t izolaltunk
RNeasy Kit-el (Qiagen) a hasznélati Gtmutato szerint. Az izolalt RNS mennyiségét és
mindségét a Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel ellendriztiik. Az RNS
koncentraciot, a fehérje koncentraciot és a minta tisztasagat mértikk és a megfeleld

mennyiségi és tisztasaghh RNS-t hasznaltuk a PCR-ek soran.

5.1.13.1.2 RNS izolalas sz6vetmintabol

A friss-fagyasztott mintakat 300 pl GITC (guanidinium thiocyanate) tartalmu
lizis puffer-ben 3 ul b-mercaptoethanol-al Polytron homogenizatorban 30-40 sec-ig
homogenizaltuk. 10 percig inkubaltuk 55 Celsius fokon Proteinase K (Life
Technologies) oldatban. Az RNS-t RNeasy Kit-el (Qiagen) izol&ltuk a hasznalati
utmutat6 szerint. DNaz | (Life Technologies) kezelés utan az izolalt RNS mennyiségeét
¢s minbségét a Nanodrop ND-1000 spektrofotométerrel és Bionalayzer-el (Agilent)
ellendriztiik. Csak a megfelel6 mennyiségii és tisztasagu RNS-t, amely szabalyos 18S és

28S mintazatott mutatott, hasznaltuk a PCR-ek soran.

5.1.13.2.Reverz transzkirpcid

Superscript 1l Reverse Transcriptase-t (Life Technologies) hasznaltunk a reverz

transzkripcidhoz, a hasznalati itmutatonak megfelelden.

5.1.13.3.qRT-PCR

A primer tervezéset a Primer3 szoftver segitségével végeztiik. Génenként tobb
primer part teszteltink. A PCR-eket 20 ul térfogatban, LightCycler 480 SYBR Green |
Mastermixet (Roche) hasznalva 50-100 ng kiindulasi cDNS-b6l, 0,5 pM-0s primer
koncentracié mellett végeztik. A méréseket Lightcycler 480-as (Roche) késziiléken
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végeztik. Minden mintat minden génre haromszoros ismétlésben meértiink. GAPDH

haztartasi gent hasznaltunk és a relativ expressziot a delta CT modszerrel szamitottuk.

5.1.14. Immunhisztokémia

A TMA (szoveti microarray) blokkokbdl 4 pm vastagsagd metszeteket
készitettlink SuperFrost Ultra Plus (Menzel) tGiveg lemezekre. A deparaffinalast xilollal
(Reanal) és felszallo alkoholsorral vegeztik (Reanal). Metanolban (Reanal) oldott 1%-
os hidrogén peroxid oldatot alkalmaztunk 30 percig az endogén peroxidaz blokkolaséra.
A feltarashoz a mintakat 500 ml 0,01 M toménységii natrium-citrat citromsav (pH 6)
oldatban f6ztiik 40 percig, mikrohullamu siitében. Lehilés utdn 1%-o0s marha szérum
albumin (Life Technologies) oldatban voltak a metszetek 20 percig. Egy €jszakan at
inkubaltuk a mintékat anti-MEK1 (1:50 higitas; HPA026430 katalogusszdmu antitest,
Sigma Aldrich gyértotol) antitesttel, majd a NovoLink detektald Kitet (Leica-
NovoCastra) és hisz percig peroxidaz detektalo reagenst hasznaltunk. A peroxidaz
aktivitast a DAB (diaminobenzidin) hidrogén peroxid kromogén-szubsztrat
hozzaadasaval, mikroszkopos kontroll mellett vizsgaltuk. Végsd 1épésben hematoxylin
festést végeztink. Az egyes lépések kozott 0.1 M Tris-HCI (pH 7.4) TBS mosést
alkalmaztunk. A lemezeket Pannoramic Scan 150 (3DHISTECH) segitségevel
digitalizaltuk x20/NAOQ.8 Zeiss Plan Apochromat objektivvel és HV-F22 3-chip CCD
SXGA kameraval (Hitachi), majd a Pannoramic Viewer 1.52.2 szoftver segitsegével
elemeztiik egy 24” Benq LED monitoron. Betegenként négy minta festédésének atlagat

vettik figyelembe a statisztikai kiertékelés soran.
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5.2. A célzott terapias szerekkel szembeni rezisztencia

vizsgalata soran alkalmazott modszerek

A kisérletek felépitesét és a hasznalt mddszereket a 7. abran foglalom dssze.

5 tirozin-kinaz
inhibitor

45 sejtvonal

Gyogyszerérzékenység

v

45x3
microarray

W
MASS5 normalizalas

r—

Rezisztencia

Index

Irodalomkutatas

L

Diszkriminativ gének
kivalasztasa (SAM, rank
products

L

.| Leave-one-out

TagMan PCR validalas 95 génre

“l keresztvalidacio

Klinikai

mintagydjtés

48 sunitinib kezelt
vesedaganat

Sunitinib rezisztencia gének
validalasa (IHC)

7. abra: A tirozin-kindz inhibitorokkal szembeni rezisztencia vizsgalatdnak

felépitése.

5.2.1. Sejtkultdra

A 45 ATCC sejtvonalat 5% CO; tartalom mellett 37 Celsius fokon tenyésztettiik

termosztatban. A sejteket 10% foetalis borju szérummal és antibiotikumokkal

(penicillin-streptomycin, amphotericin B és tetracycline) kiegészitett RPMI 1640,
McCoy, DMEM vagy Leibowitz-15 (PAA, GIBCO) médiumban tenyésztettik, az

ATCC cléirasainak megfeleléen. A sejtvonalak eredetiségét 5.1.5 fejezetben targyaltak

szerint vizsgaltuk. A sejtvonalakat a 4. tablazatban jellemzem.
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4. tablazat A tirozin-kinaz inhibitorok biomarkereinek vizsgalatdban felhasznalt

sejtvonalak jellemzdi.

Sejtvonal Forras Katalégusszam Médium Letapad6/isz6
A-375 BGr ATCC CRL-1619 DMEM Letapado
A-427 Tadé ATCC HTB-53 DMEM Letapadd
A-498 Vese ATCC HTB-44 DMEM Letapado
AN3-CA Méh ATCC HTB-111 DMEM Letapado
BT-20 EmIé ATCC HTB-19 RPMI 1640 Letapadd
C-33A Méhnyak ATCC HTB-31 DMEM Letapado
C-41 Méhnyak ATCC CRL-1594 RPMI 1640 Letapadd
c4ll Méhnyak ATCC CRL-1595 RPMI 1640 Letapado
CAOV3 Petefészek ATCC HTB-75 DMEM Letapadd
CCRF-CEM Vér ATCC CCL-119 RPMI 1640 Usz6
ChaGo-K-1 Tudg ATCC HTB-168 RPMI 1640 Letapado
COLO-668 Tadé ECACC 87061209 RPMI 1640 Letapadd
DMS-114 Tudé ATCC CRL-2066 Waymouth Letapado
DMS-79 Tadé ATCC CRL-2049 Waymouth Usz6
ES-2 Petefészek ATCC CRL-1978 RPMI 1640 Letapado
HCT-15 Vastagbél ATCC CCL-225 RPMI 1640 Letapadd
HCT-8 Vastagbél ATCC CCL-244 RPMI 1640 Letapado
HEC-1-B Méh ATCC HTB-113 DMEM Letapado
Hep-3B M3j ATCC HB-8064 RPMI 1640 Letapado
HOS KotGszovet ATCC CRL-1543 RPMI 1640 Letapadd
HT-1080 Kotdszovet ATCC CCL-121 DMEM Letapado
K-562 Csontveld ATCC CCL-243 RPMI 1640 Usz6
MCF-7 EmI6 ATCC HTB-22 Leibovitz's L- 15 Letapado
MOLT-4 Vér ATCC CRL-1582 RPMI 1640 Usz6
NCI-H1650 Tadé ATCC CRL-5883 RPMI 1640 Letapadd
NCI-H1975 Tudé ATCC CRL-5908 RPMI 1640 Letapado
NCI-H1993 Tadé ATCC CRL-5909 RPMI 1640 Letapadd
NCI-H358 Tudé ATCC CRL-5807 RPMI 1640 Letapado
NCI-H441 Tadé ATCC HTB-174 RPMI 1640 Letapadd
NCI-H661 Tudé ATCC HTB-183 RPMI 1640 Letapado
NCI-H69 Tadé ATCC HTB-119 RPMI 1640 Uszé
NCI-H82 Tud6 ATCC HTB-175 RPMI 1640 Usz6
RAJI Vér ATCC CCL-86 RPMI 1640 Usz6

RD lzom ATCC CCL-136 DMEM Letapadd
SHP-77 Tuds ATCC CRL-2195 RPMI 1640 Letapado
SK-N-AS Agy ATCC CRL-2137 DMEM Letapadd
SNU-182 Maj ATCC CRL-2235 RPMI 1640 Letapado
SNU-423 Maj ATCC CRL-2238 RPMI 1640 Letapado
SNU-449 Ma3j ATCC CRL-2234 RPMI 1640 Letapado
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SNU-475 M3j ATCC CRL-2236 RPMI 1640 Letapadd
SW-403 Vastagbél ATCC CCL-230 Leibovitz's L-15 Letapado
SW-480 Vastaghbél ATCC CCL-228 Leibovitz's L-15 Letapado
SW-620 Vastagbél ATCC CCL-227 Leibovitz's L-15 Letapado
SW-948 Vastaghbél ATCC CCL-237 Leibovitz's L-15 Letapado
WIDR Vastagbél ATCC CCL-218 RPMI 1640 Letapado

5.2.2. Gybgyszerek

Az MTT teszthez 3 gyogyszer-koncentraciét hasznaltunk, minden gydgyszer
(lapatinib, erlotinib, sunitinib, sorafenib, gefitinib) esetén: a klinikailag javallott dozis
alapjan szamitott C2 koncentraciot, annak 0,1-szeresét (C1), illetve 10-szeresét (C3) (5.
tablazat). A gyogyszereket az LC Laboratories-t61 rendeltiik. A gydgyszereket DMSO-
ban (Life Technologies) oldottuk.

5. tablazat: A gyogyszer-érzékenységi tesztekben hasznalt tirozin-kinaz inhibitor
koncentraciok.

koncentracio (mM)

gyogyszer 4 C2 C3

lapatinib 2,867 28,67 286,7
sunitinib 0,124 1,24 12,4
sorafenib 1,147 11,47 114,7
erlotinib 0,508 5,08 50,8
gefitinib 0,745 7,45 745

5.2.3. Gyogyszer-érzékenységi teszt

Az elézéekben ismertetett modszerhez képest itt némiképp modositott MTT
(Roche) protokollt hasznéltunk, hosszabb gydgyszer expozicioval és egy perkontroll
mérés beiktatdsaval, a modszert korabbi munkénk soran alakitottuk ki [5].

Els6 nap a sejteket steril 96 lyukt mikrotitrald lemezekbe helyeztiik 2 000 sejt /
100 pl médium lyukankénti mennyiségben, gyogyszer-koncentracionkent haromszoros
ismétlésben. A kezelt lemezzel parhuzamosan prekontrollt is készitlink, kilon lemezen
(szintén haromszoros ismétléssel). Masodik nap a prekontroll lemezt az 5.1.7 fejezetben

leirtaknak megfelelden festjiik. Ezzel parhuzamosan a kezelésre szant lemezekhez
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hozzaadjuk a gyogyszereket (0,5 ul / lyuk mennyiségben), a kontroll csak a gyogyszer
oldészerét kapja (0,5 ul DMSO). 5 napos novekedési id6 utan a kezelt lemezeket is
festjiik a prekontrollnal ismertetett modon. A lemezeket egy ¢jszakas oldodasi id6 utan
az elézdekben ismertetett modon spektrofotométerrel mérjiik. Az alabbiak alapjan

szamoltunk rezisztencia indexet minden sejtvonalra minden gyogyszerrel szemben:

RIi = (Ni - Npre)
(Npost - Npre)
Ahol: Rli: Rezisztencia Index az i-edik koncentracion, ahol i lehet a 0,1-szeres,

1-szeres, 10 szeres klinikai dozis.
Npre: atlag abszorbancia erték a prekontrollnal (hattér korrigalt).

Npost: atlag abszorbancia érték a postkontrollnal (kontroll) (hattér

korrigalt).

Ni: atlag abszorbancia értek az i-edik koncentracional (hattérzaj

korrigalt).

A Cl1 ¢és C2 koncentraciok belsd kontrollként szolgaltak, hogy ellendrizziik, a gyogyszer
hatotartomanyan belll valasztottunk-e kezelési koncentraciot. A végsé rezisztencia
besorolashoz csak a C2 koncentracional mért és szamitott rezisztencia indexet vettiik

figyelembe.

5.2.4. Szignifikans kilénbségek a génexpresszidban

5.2.4.1. Microarray — caArray adatbazis

A caArray egy weben keresztiil elérhetd microarray adatkezelé [141], mely
tartalmazza 319 sejtvonal microarray adatait, hdromszor ismételt mérésben, melyet
Affymetrix platformon, Human Genome U133 Plus 2.0 Array —on (HG-U133 Plus_2)
mértek. A hasznalt sejtvonalak génexpresszios adatai innen szarmaznak. A caArray a
caBIG kompatibilitasi iranymutatésait és a Microarray Gene Expression Data (MGED)
tarsasag sztenderdjeit figyelembe véve készilt. A vizsgalt sejtvonalak microarray

adatait ebbol az adatbazisbdl szarmaztattuk.
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5.2.4.2. Rezisztens és szenzitiv sejtvonalak elklonitése

A sejtvonalakat gydgyszerenkeént sorba rendeztiik az adott gyogyszer C2
koncentracidjanadl mért rezisztencia index alapjan. Az adott gydgyszernél mért
rezisztencia indexek medidnjat szamitottuk, majd ett6l az értéktdl valo eltérés
fliggvényében meghataroztuk a szenzitiv és a rezisztens csoportok kiiszobértékeit. A
medién értékhez hozzarendeltlik az adott gyogyszernél mért értékek teljes skéaldjanak 10
szdzalékat mindkét iranyban (median+10% illetve medidn—10%) ezzel kijeldltik a
folytonos RI skéla k6zépso savjat, ezt a kozbiils6 csoportot az elemzésbdl kihagytuk. A
median+10% folotti RI értékkel rendelkezd sejtvonalak a rezisztens, a median—10%

alatti RI értékkel rendelkezd sejtvonalak a szenzitiv csoportba kertiltek.

5.2.4.3. Microarray feldolgozas, bioinformatika

A microarray adatokon (.CEL fajlok) MAS5 normalizalast hajtottunk végre az R
statisztikai kornyezetben a Bioconductor konyvtar segitsegével (lasd 5.1.2.1). A
rezisztens és a szenzitiv csoportot egymadstol legjobban megkiilonboztetd, legjobban
leird tulajdonsagok keresésére (feature selection) két algoritmust is hasznaltunk, mivel
az irodalmi adatok nem voltak egyértelmiiek abban a tekintetben, hogy melyik médszer
hasznalata a leghatéekonyabb [142]. A validacids kohortban azokat a géneket vettik

figyelembe amelyek mindkét elemzésben magas szignifikanciaval jelentkeztek.

5.2.4.3.1 SAM - Significance Analysis of Microarrays

A ,.Significance Analysis of Microarrays” R csomag maddszere modositott t—
teszten alapl nemparaméteres eljaras [143]. A SAM analizis génenként d—érteket
hatdroz meg. Ez az adott gén expresszidjaban mert relativ kilonbség a szenzitiv és a
rezisztens csoport kdzott. Ezt kovetéen az adatok eloszlasat becsli: a mintak p szdmu
(esetlinkben 1000) permutécidjara megallapitja minden gén d—értékeit. Adott gén d-—
értékeinek az atlaga a varhato relativ kiilonbség. Azokat a génekeket tekinti a szenzitiv
és rezisztens csoportok kozt eltéréen expresszalddonak, melyekre teljesil, hogy a valos
d—erték és a varhatd d—érték kilonbsége nagyobb egy megvélasztott kiiszobértéknél
(estlinkben 0,2). A d—érték alapjan valaszthatjuk ki az elkiilonitésben legjobban teljesito
géneket. A szignifikancia szint kifejezésére a fals talalati aranyt (false discrovery rate,
FDR) kapjuk.
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5.2.4.3.2 Rank products

A rank products szintén tobb mérés kozt eltéréen expresszalddd gének
azonositasara szolgal. A géneket mérésenként az expresszi6 mértéke szerint sorba
rendezi, és a sorban elfoglalt helye szerint rangot oszt minden egyes génnek [144]. Egy
gén rank products értéke (RP) a gén merések kozotti rangjainak a mértani atlaga. A
szignifikancia szint meghatarozasara a SAM-hez hasonloan permutéacio—-alapu becslést
alkalmaz. A hibés pozitivak aranya (proportion of false positives: pfp) az adott gén
véletlen koralmények kozott varhatd RP értekének, és a RP értékek alapjan novekvo

sorban elfoglalt helyének a hanyadosa.

5.2.4.3.3 Leave-one-out keresztvalidacio

A szenzitiv és rezisztens csoportokra kijelolt biomarkerek hatékonysagat a
szenzitiv és rezisztens vonalakra leave—one—out keresztvalidacioval is vizsgaltuk. Ebben
az osztalyoz6 algoritmus (esetlinkben PAM —Prediction Analysis of Microarrays [145])
tanitasat egy kivételével az dsszes sejtvonal biomarkerexpresszios mintazata alapjan
elvégezzik, majd ez alapjan besoroljuk a kihagyott mintat a rezisztens vagy szenzitiv
csoportba. Ezzel az algoritmussal az 6sszes mintat osztalyozzuk és megvizsgaljuk,
mennyire volt hatékony a biomarker szettink, azaz val6ban a kisérletesen mért

szenzitivitasi profilt kaptuk-e meg.

5.25. qRT-PCR

5.25.1. RNS izolalas

A sejttenyeszetet enyhe tripszinizalas utan lecentrifugaltuk és RNS-t izolaltunk
RNeasy Kit-el (Qiagen) a hasznalati utmutatd szerint. DNéaz | (Life Technologies)
kezelés utdn az izolalt RNS mennyiségét és mindségét a Nanodrop ND-1000
spektrofotométerrel és Agilent Bionalayzer-el ellenériztiik. Csak a megfeleld
mennyiségli és tisztasagi RNS-t, amely szabalyos 18S és 28S mintazatott mutatott,

hasznaltuk a PCR-ek soran.

5.2.5.2. TagMan PCR

TagMan valos idejii PCR-el mértilk 95 kivalasztott gén expresszidjat a Micro

Fluidic Card System (Applied Biosystems) segitségével, negyven sejtvonalban. A
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méreseket PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems)
készlleken végeztik. A géneket ugy valasztottuk ki, hogy a rezisztenciaval korrelalo
legszignifikansabb gének jelen legyenek, ez 63 biomarker jelolt. Emellett beemeltiink
géneket (n = 32) a korabbi irodalom alapjan is: olyanokat melyek expresszidvaltozasa
rezisztenciaval asszocialt, illetve a RAS Gtvonal egyes elemeit. Az eredményeket az
SDS 2.2 szoftverrel elemeztilk. A delta Ct értékek (a riboszémalis 18S expresszidhoz

normalizalva) a rezisztencia profil alapjan csoportositottuk.

5.2.6. Vesesejtes karcinoma mintagyiijtés

Vilagos sejtes veserakos betegek kdrében végzett fazis harmas vizsgalatokban a
sunitinib interferon alfaval szemben a PMT szignifikans ndvekedését tette lehetové (11
honap szemben 5 honappal), s6t a teljes talélés (26.4 honap szemben 21.8 honappal) és
a teljes valaszadasi rata (47% szemben 12%-al) is kedvezdbb volt a sunitinibbel kezelt
csoportban [146, 147]. A sunitinib az attétes vesedaganatok elsévonalbeli kezelésének
része. A Semmelweis Egyetem Uroldgiai Klinikan 2005 és 2010 kozott kezelt
vesesejtes karcinomaban szenvedd betegekbdl gyljtottink mintdt a vonatkozo
patologiai eléirasoknak megfeleléen. A tanulmanyban csak azok a betegek szerepelnek,
akik késobb metasztatikus betegségben szenvedtek ¢és igy sunitinib kezelésben
részesiltek. A formalin-fixalt, paraffinba agyazott mintakbol készilt TMA-kon minden

beteg kétszer 2mm széles mintaval szerepelt.

5.2.7. Immunhisztokémia

4 um-es TMA szeleteken végeztik az immunhisztokémiai festést.
Deparaffinalas utan mikréban tartuk fel a sejteket a Target Retrieval Solution (DAKO)-
val 30 percig. Ventana Benchmark automatizalt festést hasznaltunk a gyéarto altal
nyujtott 880 és "870° (LGALSS esetén) protokollok alapjan. RAB17 (higitas: 1:200),
LGALS8 (1:50), EPCAM (1:100) és CD9 (1:300) antitesteket (Sigma Aldrich)
hasznaltunk. CD9, LGALS8, RAB17 esetén a citoplazmai, EPCAM esetén a
membranfestddést fogadtuk el megfeleld reakcionak. A lemezeket szkenneltik (Mirax
MIDI Scan, 3DHistech), majd a festddési intenzitast (0: negativ reakcid, +1: gyenge

pozitivitas, +2: kdzepes pozitivitas, +3: erés reakcio) illetve a pozitivan fest6do sejtek
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frekvenciajat (0:0-1%, 1:1-5%, 2:5-10%, 3:10-20%, 4:20-33%, 5:33-50%, 6:50-66%,
7:66-80%, 8:80-100%) elemeztiik. Kaplan-Meier talélési gorbéket illesztettink a
medién érték mentén kialakitott csoportokra WinStat-al.
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6.Eredmenyek

6.1. A carboplatin rezisztencia vizsgalata soran elért

eredmeények

6.1.1. Adatbazis epités

Osszesen 1452 olyan beteget gytjtottiink ossze, amelyek megfeleltek a
kritériumainknak (elérhet6 terdpids valasz és tulélés jellemzés, a tumor mintabol
szarmazo teljes microarray génexpresszios adattal). Az adatokat a TCGA-bdl [25] és hét
GEO dataset-b8l szarmaztatjuk, ezek: GSE3149 [148], GSE14764 [24], GSE9891
[149], GSE15622 [150], GSE19829 [151], GSE26712 [152] és GSE18520 [153]. A
betegeinkben az atlagos progressziomentes tulelés 24,8 honap volt (ami némileg tobb
mint a platina-taxdn alapu Klinikai vizsgéalatokban elért progressziomentes tulélés
[154]), 731 progresszidval. A betegek kozll 1145 beteg kapott platina alapu terapiat

(614 esetben taxan kombinacioban).

6.1.2. Bioinformatikai feldolgozas

Az AUC elemzés eredményeként a diszkriminativ géneket szignifikancia (p
érték) szerint sorba rendeztiik. Nyolc gént valasztottunk ki, melyek kimagaslo AUC
értékkel és szignifikanciaval rendelkeztek. Ezeket a top géneket hasznaltuk a tovabbi in
vitro vizsgalatokban. A bioinformatikai elemzésben kivalasztott géneket és a hozzajuk
tartozo statisztikai jellemzoket a 6. tablazatban mutatom be. A rossz terdpias valasz
elkilonitésében mutatott magas AUC érték (prediktiv potencial) mellett a JRK (p =
3,2E — 05), CNOT8 (p = 2,2E — 04), FUBP1 (p = 0,014) és MEK1 (p = 0,0078)
gének magas expresszidja a rosszabb taléléssel is korrelalt, azaz prognosztikai értékkel
is birt az 1152 betegbdl all6 adatbazisban.
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6. tablazat: Az ROC tesztben legjobban teljesité prediktiv gének, melyek magas

expresszioja a rossz platina terapias valasszal fliggott dssze.

Gén Platina kezelt
betegek (n=1145)

- ROC ROC
Affy ID Szimbolum (AUC) | (p érték)
214692 s at | JRK 0,62 1,34E-07
200910 at CCT3 0,62 3,50E-07
212301 at RTF1 0,62 5,87E-07
202670 at MEK1 0,61 1,75E-06
214094 at FUBP1 0,61 2,25E-06
202162 s at [ CNOT8 0,61 3,07E-06
217527 s at | NFATC2IP 0,61 3,69E-06
202646 s at | CSDE1 0,60 4,18E-06
214093 s at | FUBP1 0,61 5,34E-06

6.1.3. A gyogyszererzékenység tesztelése

A sejtvonalak mérésenként hatszoros ismétlésben és sejtvonalaként két fliggetlen
méresben mért gyogyszerérzekenysége megfelelt az irodalmi adatoknak, amennyiben a
SKOV-3 bhizonyult a legrezisztensebb sejtvonalnak, a teljes sejtpusztulast még a
legnagyobb kezelési dozis hatasara (kortlbelil a klinikai dézis negyvenszerese) sem
érte el [155]. A négy sejtvonal ddzis-hatas gorbéjét a 8. &brédn mutatom be. A gorbéket
GraphPad Prism szoftverrel illesztettem és az 1C50 értékeket is a szoftver segitségével
becslltem, ezek: CAOV-3: 108,3 uM, ES-2: 191,4 uM, SKOV-3: 211,1 uM, OVCAR-
3: 57,3 uM.
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8. abra: Az egyes sejtvonalak carboplatinnal szembeni dozis-hatas gorbeje.

Kontrollhoz viszonyitott relativ viabilitas 48 oras carboplatin kezelés utan.

6.1.4. Gybgyszerkezeles es a géncsendesités kombinacidja

A kivalasztott siRNS-ek csendesitési hatékonysaga (qPCR-el mert relativ
expresszié a kontroll siRNS-el transzfektalt csoportban mért expressziéhoz képest):
97,7% (CCT3), 98,6% (RTF1), 65% (NFATC2IP), 98,01% (MEK1), 93,6%
(CSDE1), 46,6% (FUBP1), és 99,6% (CNOTS) volt. Hogy vizsgaljuk a gének hatasat a
sejtek carboplatin érzékenységére, a genek csendesitését kombinaltuk gyogyszeres
kezeléssel. A méréseket hatszoros ismétlésben végeztik a mddszerekben leirtaknak
megfelelden. A gyogyszerrel kezelt, célgén csendesitett csoportok viabilitasat (optikai
denzitas értéket az MTT festés utan) minden esetben normalizaltuk a gyogyszert nem
kapott, de a célgen csendesitést elszenvedett csoportok viabilitisdhoz. Ezzel
igyekeztink elkertlni, hogy ha a célgén csendesitése a normalis proliferaciot is
befolyasolja, azt ne a szenzitivitds ndvekedésének szamljara irjuk, tévesen. A vizsgalt

nyolc génbdl négynél talaltunk a celgénnel csendesitett, carboplatin kezelt csoportban
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szignifikansan nagyobb mérték sejtpusztulést (szignifikancia limit p < 0,01), mint a
kontroll siRNS-el transzfektalt, carboplatin kezelt csoportban, ezek az RTF1, CNOTS,
MEK1, CSDEL1. A viabilitas valtozas grafikonjait a 9. abran mutatom be.
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9. abra: A carboplatin érzékenység vaéltozasa az egyes sejtvonalakban a
kivalasztott gének elcsendesitésének hatasara (atlag a standard deviacidval, csak a

szignifikans érzékenyitést eredményezé gének). * p < 0,001, **p < 0,01

6.1.5. Apoptozis vizsgalat

300 000 CAOV-3 sejten végeztik el a gydgyszerkezelessel kombinalt
géncsendesitest 5.1.9 — ben targyaltaknak megfeleléen, haromszoros ismétlésben. A 48

orés gyogyszerkezeles a MEK1 csendesitett sejtekben szignifikansan megnévelte a
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kontroll siRNS-t kapott sejtekhez képest az apoptotikus sejtek ardnyat (p = 0,0365)
(Annexin V pozitiv sejtek) és lecsokkentette a vidbilis sejtek aranyat (p = 0,0341)
(Annexin V és propidium jodid negativ sejtek). A tobbi gén csendesitése esetén
szignifikans kilonbséget nem kaptunk. A MEK1 csendesitéssel kapcsolatos aramlasi

citrometrids mérések eredményeit a 10. bran mutatom be.
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10. &bra: Apoptozis teszt, CAOV-3 sejtek viabilitdsanak valtozasa carboplatin
kezeléssel kombinalt MEK1 csendestés hatasara. A: Carboplatin kezelés hatasara

az apoptotikus sejtek aranya nétt, a viabilis sejtek aranya csokkent szignifikans
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meértékben a MEK1 siRNS-t kapott sejtekben, a kontroll siRNS-el kezelt sejtekhez
képest (atlag a standard deviacidval). * p < 0,05 B: Reprezentativ példa az

aramlasi citometrias plotokra.

6.1.6. MEK1 gyogyszeres gatlasa

A PD0325901 MEK1 inhibitor 6nmagaban is hatékonynak bizonyult mindkeét
vizsgalt sejtvonalon. Ahogyan a carboplatinnal szemben is, a SKOV3 a MEK1
inhibitorral szemben is joval rezisztensebb volt, mint a CAOV3 sejtvonal. A ddzis-hatas

gorbéket a 11. abran mutatom be.
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11. abra: Ket sejtvonal dozis hatds gorbéje 48 drds MEKIL inhibitor kezelés

hataséara.

Kombinalt (carboplatin és PD0325901) kezelést végeztink az esetleges
szinergista hatas felderitésére. A kombinacios kezelés er6sebb citotoxikus hatassal birt,
mint a monoterdpiak (p < 0,0001). A carboplatin szuboptimalis, csak enyhe
citotoxikus hatassal biré6 dobzisat kombindlva PD0325901-el, rendkiviil erds

sejtpusztulést figyelhettiink meg (p < 0,0001) (12. 4bra).

58



CAQOV-3

100%- 100%-

75%- 75%-

50% [ 50%

relativ viabilitas
relativ viabilitas

25%+ 250/ -

12. é&bra: Carboplatin és MEK1 inhibitor kombinéacidéjdnak hatdsa az
életképességre. 48 oras kezelés a kovetkezo dozisokkal: SKOV-3 sejtvonal: C1: 212
MM carboplatin, C2: 141 uM carboplatin, PD: 554 nM PD0325901. CAQOV-3
sejtvonal: C1: 111 uM carboplatin, C2: 74 pM carboplatin, PD: 277 nM
PD0325901 (atlag a standard deviécidval). * p < 0,0001

6.1.7. Kivélasztott gének validacioja fuggetlen klinikai mintakon, gRT-
PCR-el

44 petefészek daganatos betegbdl gyljtottink friss-fagyasztott mintat az
Orszagos Onkologiai Intézet négyodgyaszati osztalyanak kozremikodésével. Tiz beteg
nem részesiilt platina alapu kemoterapiaban, dket az elemzésbdl kizartuk. A betegeket
azonositoval lattuk el az anonimitds megdrzése érdekében. A betegek korat, a miitéti
sikeresseg jellemzését, a hisztoldgiai besoroldst a daganat grade és stage
diagnosztikdjat, a kemoterapia tipusat és a kapott ciklusok szdmat gyiijtottiik Ossze
alapvetd klinikai jellemzokként. A legfontosabb informacio a relapszus-mentes tulélés
(atlagos relapszus-mentes tulélés: 25 hdnap) és a vizsgalt gének expresszidja. Ezeket a

3. figgelékben mutatom be.

A Kaplan-Meier elemzésben (13. abra) azt talaltuk, hogy az alacsony MEK1
expresszid (felsé kvartilis versus tovabbi mintdk) szignifikansan korrelélt a hosszabb

relapszus-mentes tuléléssel (HR = 5,8 p = 0,003). A tobbi, in vitro csendesitésben

59



szenzitizald hatast mutatd gén esetén szignifikans sszefliggést a tulélési adatok és a

gének mRNS szintli expresszidja kozott nem talaltunk.

p=0,003 HR=5,8
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13. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbe az RT-PCR-el mért MEK1 expresszio
alapjan, 34 beteg mintainak felhasznalasaval. Z6ld: alacsony MEK1 expresszid,
piros: magas MEK1 expresszio.

6.1.8. Immunhisztokémia

Osszesen 72 betegbdl gytijtottiink mintat a berlini Charité Universitatmedizin
kozremiikodésével. A betegek kozil 59 kapott platinakezelést, ezeken a mintdkon
vegeztik el az immunhisztokémiai kiértékelést. Az atlagos teljes tulélés a betegek kozt
44,6 honap volt. A magas festddési intenzitas (a felsé kvartilis hasonlitva a maradékhoz)
szignifikansan korrelalt a rosszabb teljes tuléléssel a platinakezelés utdn (HR = 4,2 p =
0,03). A Kaplan-Meier gorbét és reprezentativ immunhisztokémiai képeket a 14. abran

mutatom be. Az egyes mintak festédési adatai a 4. figgelékben tekinthetéek meg.
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14. abra: A, Kaplan-Meier tulélési gorbe: a teljes tulélés valosziniisége a MEK1
festodés alapjan. Zold: alacsony MEKI1 festodés, piros: magas MEKI1 festédés. B,

példa a MEK1 immunhisztokémiara: gyengén és erésen fest6dé mintak.
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6.2. A célzott tirozin-kinaz inhibitorokkal szembeni

rezisztencia vizsgalata soran elért eredmeényeink

6.2.1. 45 sejtvonal rezisztencia profilja az 6t tirozin-kinaz inhibitorral

szemben

A rezisztencia tesztet haromszoros ismétlésben végeztiilk el minden sejtvonalon
mind az Ot gyogyszerrel, gydgyszerenként harom koncentracidt tesztelve. A
sejtproliferacios tesztet megismételtiik, ha az eredmények nem feleltek meg a kovetkezo

kritériumoknak:

1. Npost > Npre (Azaz a sejtvonal egészséges, alapallapotban sejtkulturas

korialmények kozott novekszik.)

2. Csak azok a mérési eredmenyek szerepeltek az ertékelésben, ahol az ismételt

mérések kozott a viabilitasi eltérés nem volt nagyobb hisz szazaléknal.

3. Megismeételtiik a tesztet azokban az esetekben ahol azt talaltuk, hogy RI3 <

RI1és RI1, RI2 RI3 értékek szorasa nagyobb, mint 0,25.

A tovébbiakban csak az Rl értékekkel szamoltunk. Gyogyszerenként sorba allitottuk a
sejtvonalakat rezisztencia index szerint és kijel6ltlik a rezisztens, szenzitiv és koztes
rezisztenciat mutato sejtvonalakat a modszereknél targyaltaknak megfeleléen. Az egyes

sejtvonalak rezisztencia profiljat gyégyszerenként a 7. tdblazatban mutatom be.

7. tblazat: A vizsgélt sejtvonalak rezisztencia indexe (RI): Gyogyszerenként a
sejtvonalakat sorba rendeztik RI érték alapjan és kijeloltUk a szenzitiv

(vilagossziirke), rezisztens (sotétsziirke) és kozbiils6 (kozépsziirke) sejtvonalakat.

lapatinib erlotinib sorafenib sunitinib gefitinib ‘

sejtvonal Rl sejtvonal Rl sejtvonal Rl  sejtvonal Rl | sejtvonal RI

SW-948 0,26 | NCI-H441 |-0,11|NCI-H69 |-1,53]|A-375 -0,15| Hep-3B -0,09
K-562 0,43 | HCT-15 -0,08 | NCI-H441 |-1,25]CAQOV3 0,07 | HCT-15 0,06
NCI-H358 0,48 CAOV3 -0,02]A-375 -1,04 | HCT-15 0,08 | SW-403 0,11
HCT-8 0,48 | SW-948 0,09 | CAOV3 -0,99 | SW-948 0,21 | C-4ll 0,18
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HOS
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HCT-15 0,49 A-375 0,22 | Hep-3B -0,91INCI-H441 | 0,31 INCI-H358 | 0,22
HT-1080 0,54 NCI-H1993 | 0,24 | C-4I -0,68 | NCI-H358 | 0,33 | NCI-H69 0,23
NCI-H441 0,56 | NCI-H1650 | 0,28 | SW-620 -0,63 | SW-620 0,35 | WIDR 0,28
MCEF-7 0,62 | NCI-H358 | 0,30 | HT-1080 |-0,58|SW-480 0,38 | CAOV3 0,29
CAOV3 0,65 C-4ll 0,31 | HCT-15 -0,57 | MCF-7 0,39 |SNU-449 | 0,29
SNU-475 [0,65]SW-480 0,39 | DMS-79 -0,53 | HCT-8 0,41 | HT-1080 0,29
Hep-3B 0,66 | NCI-H661 | 0,42 | C-4lI -0,50 A-427 0,41 JA-375 0,30
NCI-H1650] 0,71 SNU-449 | 0,43 | NCI-H1993 | -0,45 | Hep-3B 0,43 | K-562 0,31
A-375 0,73 ] C-4l 0,47 | SW-480 -0,411C-4ll 0,43 | HCT-8 0,34
HOS 0,73 | K-562 0,48 | SHP-77 -0,36 | NCI-H1650 | 0,44 I NCI-H661 | 0,36
BT-20 0,74|SNU-475 | 0,50 | K-562 -0,34 | HT-1080 0,51 | MCF-7 0,41
SHP-77 0,77 | MCF-7 0,51 |A-427 -0,33 | NCI-H82 0,51 | C-4l 0,41
CCRF-CEM (0,78 | Hep-3B 0,51 | HCT-8 -0,31]ES-2 0,51 | CCRF-CEM | 0,43
SNU-449 |0,78 ] CCRF-CEM | 0,55 | NCI-H358 |-0,30) CCRF-CEM | 0,51 JSNU-475 | 0,47
C-4ll 0,78 | NCI-H69 0,55 | SW-403 -0,28|SNU-475 | 0,51 | SW-620 0,47
NCI-H1993 | 0,82 | SW-403 0,55 |SNU-475 | -0,28  WIDR 0,53 | NCI-H82 0,47
SW-480 0,82 | HOS 0,58 | COLO-668 |-0,25]NCI-H1993 | 0,54 | SW-480 0,48
C-33A 0,87 | HT-1080 0,58 | CCRF-CEM | -0,19 I NCI-H69 0,56 | ES-2 0,51
WIDR 0,88 C-33A 0,59 | MOLT-4 -0,18 | HOS 0,59 |NCI-H1993 | 0,51
AN3-CA 0,89 | AN3-CA 0,60 | MCF-7 -0,16 | SNU-449 | 0,60 [NCI-H441 | 0,51
SNU-423 [0,90] ES-2 0,61 I NCI-H1975 | -0,14 | C-4I 0,61 JC-33A 0,53
A-498 0,91 | SW-620 0,61 | SW-948 -0,12| MOLT-4 0,61 | DMS-79 0,54
NCI-H661 |0,95]BT-20 0,67 |SNU-423 |-0,12 | K-562 0,63 |SNU-182 | 0,57
SW-403 0,96 | NCI-H82 0,68 |SNU-449 |-0,11JAN3-CA 0,63 | SHP-77 0,64
C-4| 0,98 | WIDR 0,70 | C-33A -0,11|SNU-182 | 0,66 | MOLT-4 0,65
DMS-114 0,73 | WIDR -0,11] BT-20 0,66 | RAJl 0,65

0,73 INCI-H82 | -0,09 | COLO-668 NCI-H1650

0,73 |SNU-182 |-0,08

0,81 | ChaGo-K-1 | -0,07

0,82 |RAJI -0,05

0,82 | BT-20 -0,01

0,82 |[DMS-114 | 0,00




6.2.2. A szenzitiv és rezisztens sejtvonalak elkulonitésere alkalmas

gének azonositasa

Olyan geneket Kkerestiink, melyek expresszidjaban legalabb kétszeres
mennyiségbeli eltérés allt fenn a szenzitiv és a rezisztens sejtvonalak kozott. A SAM és
rank products elemzések elvégzése utan azokat a géneket tekintettiik szignifikdnsnak,
ahol a hibés talélati ardny (FDR) 20% alatt volt. A tovabbi vizsgalatokban a SAM és a

rank products szignifikans génlistainak atfed6é génjeit vettiik figyelembe.

Az osztalyoz6 pontossagat leave-on-out keresztvalidacioval ellendriztik. A
PAM algoritmus egy 14 000 proba szettet tartalmazd génlistan tanitottuk (ebben csak
azok a prdba szettek szerepeltek, melyek atlagos expresszidja 100 folotti, maximalis
expresszidja 1 000 feletti értékkel birt). Igy 92,8%-0s pontossaggal osztalyozta a
sejtvonalakat rezisztens és szenzitiv csoportokba (1. flggelék). A SAM eredményeként
kapott, 40 prdba szettet tartalmazé génlista 78%-o0s, és a rank products top 100 préba

szettet tartalmazo lista pedig 79%-os klasszifikacios hatékonysagot ért el.

6.2.3. Microarray adatok alapjan talalt gének validaldsa TagMan
gRT-PCR-el

A microarray elemzés eredményeként legerdsebb szignifikanciat mutato 63 gén
expresszidjat TagMan-on validaltuk a sejtvonalakban. Irodalomkutatas alapjan 32 gént
talaltunk, amely vizsgalatra érdemes a vizsgalt gydgyszerekkel szembeni rezisztencia

kapcsan, ezeket a géneket is lemertlk a 40 sejtvonalon.

A microarray elemzéssel kapott 63 biomarker jel6lt kézul 45 a PCR validalas
sorén is képes volt jelezni a szenzitivitast/rezisztenciat p < 0,05 szignifikanciaval, 23
gén esetén a szignifikancia 0,01 alatt maradt. A erlotinib rezisztenciaval asszocialt
gének kozil a legerdsebb szignifikanciat az ITGB4 (p = 0,005) és a TFAP2C (p =
0,004), gefitinib esetén az ADA (p = 0,003), sorafenib esetén a FAT4 (p =
0,011), lapatinib esetén pedig a FURIN és az ME1 (p = 0,011) gének mutattak.
Sunitinib esetén e legjelentésebb gének a KRTI18 (p = 0,001), LGALSS (p =
0,019), RAB17 (p = 0,002),CD9 (p = 0,002) és PPL (p = 0,001).
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Ugyanakkor, az irodalmi adatok alapjan 6Osszeallitott 32 elemet tartalmazo

génlistdbol minddssze 7 volt alkalmas arra, hogy a szenzitiv eés a rezisztens

sejtvonalakat az expresszié alapjan diszkriminalja. A TagMan elemzésben is

szignifikans biomarker jel6ltek listaja a 8. tdblazatban olvashato.

8. tablazat: A TagMan gPCR-el validalt, szignifikans tirozin-kinaz inhibitor

biomarkerek és irodalmi rezisztencia asszocialt gének.

Gén TagMan ID  Affymetrix ID Gén neve p
Erlotinib rezisztenciaval asszocialt gének
B3GNT3 | Hs00429537_ml1| 204856_at UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N- 0,021
CAST |Hs00156280 _ml1| 208908 s at calpastatin 0,030
CLMN | Hs00226865 m1| 221042 _s_at calmin (calponin-like, transmembrane) 0,023
ERBB3 |Hs00176538_m1| 202454_s_at | v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 | 0,016
FXYD5 |Hs00204319 ml| 218084 x_at FXYD domain containing ion transport regulator 5 0,016
ITGB4 |Hs00236216 ml| 204990 s at integrin, beta 4 0,005
LGALS3 |Hs00173587_ml| 208949 s at lectin, galactoside-binding, soluble, 3 0,016
NEAT1 | Hs01008264 s1 | 214657_s_at nuclear paraspeckle assembly transcript 1 0,019
PRSS22 |Hs00223188 ml| 205847 at protease, serine, 22 0,023
S100A10 | Hs00741221 ml1| 200872_at $100 calcium binding protein A10 0,015
SECTM1 | Hs00171088 ml| 213716 s at secreted and transmembrane 1 0,026
TFAP2C |Hs00231476_ml1| 205286 at transcription factor AP-2 gamma 0,004
Gefitinib rezisztenciaval asszocialt gének
ADA Hs01110945 ml1| 216705 s at adenosine deaminase 0,003
COL5A1 | Hs00609088 m1| 212489 at collagen, type V, alpha 1 0,018
SLC2A6 |Hs01115485 ml1| 220091 at solute carrier family 2, member 6 0,027
Sorafenib rezisztenciaval asszocialt gének
FAT4 |Hs01570491 ml| 219427 at FAT tumor suppressor homolog 4 0,011
GNG11 |Hs00914578 ml1| 204115 at guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 11 | 0,068
TUSC3 | Hs00954406 _ml| 213423 x at tumor suppressor candidate 3 0,021
Sunitinib rezisztenciaval asszocialt gének
CD9 Hs00233521 ml1| 201005 at CD9 molecule 0,002
EPCAM | Hs00158980 m1| 201839 s at epithelial cell adhesion molecule 0,009
KRT18 | Hs01941416 g1 | 201596 x_at keratin 18 0,001
KRT8 Hs01630795_s1 | 209008_x_at keratin 8 0,041
LGALS8 | Hs00374634 ml| 208934 s at lectin, galactoside-binding, soluble, 8 0,019
LSR Hs00210880_m1 | 208190 _s_at lipolysis stimulated lipoprotein receptor 0,046
PPL Hs00160312_m1| 203407_at periplakin 0,001
RAB17 |Hs00940833 ml1| 218931 at RAB17, member RAS oncogene family 0,002
SAT1 |[Hs00161511 ml| 203455 s at spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1 0,003
SIGIRR | Hs00222347_m1 52940 _at single immunoglobulin and toll-interleukin 1 receptor 0,004
Lapatinib rezisztenciaval asszocialt gének
FURIN | Hs00965485 g1 | 201945 at furin (paired basic amino acid cleaving enzyme) 0,011
ME1 Hs00159110_m1 | 204059 s at malic enzyme 1, NADP(+)-dependent, cytosolic 0,011
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TMOD3 |Hs00205710 m1| 220800 s _at tropomodulin 3 0,004
Tobb gyogyszerrel szembeni rezisztenciaval asszocialt gének

AGR2 |Hs00180702_ml1| 209173 at anterior gradient homolog 2 sunitinib | 0,013

gefitinib | 0,040

ANXA3 |Hs00971411_m1| 209369_at annexin A3 sorafenib | 0,032

sunitinib | 0,001

lapatinib | 0,045

CDH1 |Hs01023894_m1| 201130_s_at cadherin 1, type 1, E-cadherin erlotinib | 0,050

sunitinib | 0,002

CLDN7 |Hs00600772_m1| 202790 at claudin 7 sunitinib | 0,013

gefitinib | 0,005

COL3A1 | Hs00943809_m1| 215076_s_at collagen, type 111, alpha 1 sorafenib | 0,000

sunitinib | 0,009

FXYD3 |Hs00254211 ml| 202488 s at FXYD domain containing ion transport erlotinib | 0,037

- T regulator 3 sunitinib | 0,016

GJA1 Hs00748445 s1 201667 _at gap junction protein, alpha 1, 43kDa sunitinib | 0,000

erlotinib | 0,032

KRT19 | Hs00761767_s1 | 201650_at keratin 19 sorafenib | 0,029

sunitinib | 0,000

LHX2 |Hs00180351 mil| 211219 s at LIM homeobox 2 sorafenib | 0,021

MPZL2 |Hs00170684_m1| 203780_at myelin protein zero-like 2 sorafenib | 0,036

sunitinib | 0,008

NEFH |Hs00606024_m1| 33767_at neurofilament, heavy polypeptide erlotinib | 0,001

sunitinib | 0,002

erlotinib | 0,006

RAB25 |Hs00220628_m1| 218186_at RAB25, member RAS oncogene family gefitinib | 0,011

sorafenib | 0,015

sunitinib | 0,007

S100P | Hs00195584 ml1| 204351 at $100 calcium binding protein P sunitinib | 0,024

TACSTD2 | Hs00242741 s1 | 202286 _s_at | tumor-associated calcium signal transducer 2 | sunitinib | 0,037

Irodalombdl szarmazo gének

HER2 |Hs01001580 m1| 216836 s at v-erb-b2 oncogene lapatinib | 0,034

TGFA | Hs00608187_ml1| 205016 at transforming growth factor, alpha lapatinib | 0,034

ANGPT1 | Hs00375822 m1| 205608 s at angiopoietin 1 sunitinib | 0,036

IFNG Hs00989291 ml1| 210354 at interferon, gamma sunitinib | 0,024

PDGFA | Hs00964426_m1| 205463 s_at platelet-derived growth factor alpha sunitinib | 0,044

AKT1 |Hs00178289 m1| 207163 s at v-akt murine thymoma viral oncogene erlotinib | 0,047

- o homolog 1 lapatinib | 0,041

COX2 |Hs00153133 ml| 204748 at cyclooxygenase sunitinib | 0,034

Néhany gén tobb gydgyszerrel szembeni rezisztencidban is megjelent, csupan két

gén (ANXA3 és RAB25) asszocialt mind az 6t gydgyszerrel szembeni rezisztenciaval.

A multi-rezisztencia génekr6l késziilt egy szemlélteto circosplot (15. abra).
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15. abra: Circos plot abra a génekrél melyek tobb agenssel szembeni
rezisztenciaval asszociéltak. A szalagok vastagsaga az adott gén, adott gyogyszerrel
szembeni rezisztenciaban mutatott szignifikancidjaval (logp) aranyosak.

6.2.4. A sunitinib rezisztenica gének immunhisztokémiai validacidja

flggetlen betegmintakon

39 vesesejtes karcinomabol gylijtottiink mintat, olyan betegektdl, akik sunitinib
kezelésben részesiiltek, az Uroldgiai Klinika kdzremiikodésével. A mintdkat azelott
gyljtottiik, mieldtt a betegek részesiiltek volna az elsé vonalbeli sunitinib kezelésben,
igy megfelelnek a belsd rezisztencia (lasd a bevezetében) modelljének. A betegek
klinikai adataibol: az atlagos életkor 59 év volt, az atlagos teljes tulélés 14 hénap volt, a
betegek 63%-a n6. Az immunhisztokémia reprezentativ peldai 16. abran tekinthetéek
meg.
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16. &bra: Reprezentativ példdk az immunhisztokémiai festésrél. A bal oldalon az
egyes markerek fest6dését lathatjuk normal veseszoveten, kOzépen tumoros

szoveten gyenge festodést, a jobb oldalon pedig tumor szdveten erés festédést.

Kaplan-Meier analizist végeztink a festddés és a tulélés kapcsolatanak
feltérképezésere. Az LGALS8, RAB17 és EPCAM gének egyarént ,,negativ gén”-ként
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jottek ki a microarray és in vitro szenzitivitasi adatok feldolgozasa soran. Ez azt jelenti,
hogy rezisztens sejtekben az expresszidjuk alacsonyabb volt, mint szenzitiv sejtekben.
Extrapolalva ezt az eredményt, azt vartuk, hogy a magas expresszio a szenzitiv
fenotipusnak kedvez és igy jobb tuléléssel tarsul. Varakozasainknak megfeleléen azt
kaptuk, hogy az LGALS8 (p = 0,026) EPCAM (p = 0,01) és RAB17 (p = 0,018)
gének esetén az erdsebb immunhisztokémiai festédés jobb tuléléssel tarsult. A CD9
esetén szignifikans korrelaciot nem kaptunk. Részletesebben: a festédés intenzitasat
vizsgélva az alsé és fels6 25 percentilisbe tartozé értékkel rendelkezé betegek talélési
eredmeényeit 6sszevetve a LGALS8 és RAB17 bizonyult szignifikansnak. A a pozitiv
sejtek gyakorisagat (szintén az also és fels6 25 percentilisbe tartoz6é mintak) 6sszevetve
az EPCAM és az LGALSS csokkent festédési frekvenciaja korrelalt emelkedett tulélési
eredményekkel. Az LGALSS8 esetén az intenzitds és a frekvencia csokkenése is
szignifikansan korrelalt a taléléssel. Abban az esetben, ha a median allati és feletti
festédési intenzitas értékkel rendelkezé mintakhoz tartozo eredményeket hasonlitjuk
0ssze, az EPCAM-ot (p = 0,048), valamint az LGALS8 és CD9 &sszegét (p =
0,031) taléltuk szignifikansnak. A median alapjan elvalasztott Kaplan-Meier gorbék a
17. abran, a részletes immunhisztokémiai festédési eredmények a 2. flggelékben
lathatoak.
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17. abra: Az immunhisztokémiai festodés intenzitas értékeinek medianja alapjan
két csoportra bontva a betegeket az EPCAM, valamint a Galektin-8 és CD9
festodés Osszege esetében igazoltunk dsszefliggést a tulélési eredményekkel. A
Kaplan—-Meier gorbéken a median alatti (1-es csoport, kék), és median feletti (2-es
csoport, piros) értékkel rendelkezé betegek thlélési valosziniiségét latjuk az idé

flggvényében. Az x-ek a cenzoralt adatokat jel6lik.
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7.Megbeszéles

A szisztémas kezeléssel szembeni rezisztencia ma is a daganatterapia kudarcanak
elsédleges oka. Olyan biomarkerek azonositdsa, amelyek a terapia megkezdése elott
képesek prediktalni, hogy adott beteg adott tumora milyen valdsziniiséggel reagal
kedvezben az adott gyogyszerre, jelentésen novelhetik a terapia hatékonysagat. A
gyogyulasi, tulélési arany javulasa mellett ezek a maddszerek a terapia
koltséghatékonysaganak  novekedéséhez és a  beteg lehetd legcsekélyebb

gyégyszerterheléséhez is vezetnek, igy a racionalis terapia tervezés fontos eszkozei.

A biomarkerek hasznalata és az ujonnan megismert rezisztenciamechanizmusok
szelektiv célzasa feltehetéen nem képes megoldani a szerzett rezisztencia igen gyakran
jelentkezé problémajat. A rezisztencia valodi gyokereit valdszinlileg a tumor
heterogenitasban és az ehhez kapcsolodo szomatikus evoldcioban kell keresnink [156].
Korabbi munkankban magunk is bemutattuk, hogy hasonld szintii rezisztencia
szdmtalan (ton kialakulhat még azonos szelektiv terhelés mellett is, in vitro
kdrnyezetben is [5]. Ennél az in vivo helyzet azonban sokkal bonyolultabb, itt
feltehetden a forrasokért egymassal versengd daganatklonokrdl beszéliink, melyek
kozul a gyogyszeres kezelessel éppen a rezisztens klonok tulélésére szelektalunk.
Jelenleg nincs olyan terapias eljaras, ami nem a rezisztenciara szelektal és a jelenlegi
kezelési tematikaban a megfeleld teljesitményt mutatod prediktiv biomarkerek jelentik a

legjobb esélyt a beteg optimalis kezelésében, a lehetd legjobb tulélés elérésében.

A carboplatin rezisztenciaval kapcsolatos munkainkban egy tjszerti megkozelitést
alkalmaztunk: a korabban megismert biomarkerek és rezisztencia faktorok vizsgalata
helyett egy nagy kiterjedésii adatbanyaszati metodikabol indultunk ki. Tébb mint 1 100
petefészek daganatos beteg klinikai adatait és a betegekkel parositott transzkriptomikus
adathalmazt gytijtottiik ossze és épitettiik fel sajat adatbazisunkat. Ez az 1 100 betegbdl
allo adatbazis nagyobb, mint barmely korabban megjelent vizsgalat anyaga, igy
biztositja, hogy elemzésével kell6en robosztus eredményeket generadljunk. Az igy talalt
biomarker jelélteket in vitro és figgetlen klinikai mintakon is vizsgaltuk. Igy jutottunk
el a legmarkansabb jel6lthéz, a MEK1 génhez.
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A MEK1 molekula a MAPK dtvonal tagja, igen fontos szerepet jatszik a sejtfelszini
kilénboz6 novekedési faktor receptorokrol érkezd jel kapcsolasaban az effektor
molekulakhoz, és az utvonal tébb tagja fontos gyogyszertdmadasi célpont [157, 158]. A
MAPK tutvonal haromkomponensii downstream jelatvitel, alkotoi a MAPK, MAPK
kinaz (MAPKK, MKK vagy MEK) és a MAPKK kinaz vagy MEK kindz (MAPKKK or
MEKK) [159]. A MEK1/2 molekulak MAP kinaz-kinazok, mely az ERK1/2 MAPK
molekuldn keresztil fejti ki hatdsat. Emlésokben legalabb négy, kiilonalloan
szabalyozott MAPK csoport ismert (ERK1/2, INK1/2/3, p38 alfa/béta/gamma/delta és
ERK5). A MAPK-k funkcidja legaltalanosabban transzkripcioszabalyozas az
extracellularis stimulusoknak megfeleléen. Fontos szerepik lehet a proliferacio
szabélyozésédban. Az ERK1/2 molekula serkenti a DNS szintézist és a sejtciklus
mas MAPK-k (JNK, p38) apoptotikus utakat aktivalnak [162]. JOl lathatd, hogy a
MEKZ1 aktivacié konnyeden kedvezhet a daganatos progresszionak, a korlatlan osztodas

kialakuldsanak.

A MEKI1 legfébb aktivacios jele az EGFR feldl érkezik. Az EGFR a petefészek
daganatok 70%-aban feliilexpresszalt, felulexpresszioja rossz prognozissal es
kemorezisztenciaval tarsul, ennek ellenére az EGFR inhibitorok klinikai kiprébalasa
csak mérsékelt eredményeket mutatott [163]. Ennek oka lehet parhuzamos jelatvitelek
aktivacioja és a redundans jelatvitel [32], ami adott esetben kikiiszobolhet6 a jelatvitel
alsobb 1épcsdinek célzasaval. Eredményiinket, miszerint a MEKI1 prognosztikus
biomarker a platina kezelésben részesilt betegek kdrében mas, klinikai kdrnyezetben
végzett tanulmanyok is tamogatjak, egyfeldl a MEKI1 amplifikédcidja tarsult rosszabb
talélessel [164], masfeldl egy fehérje biomarker szett is a rossz prognozissal kototte
Ossze a MEK1 erételjes kifejezodését [165], habar ennek ellentmondd eredményeket is
kdzol az irodalom, ahol szignifikans dsszefliggést a MEK1 expresszid és a progndzis
kdzt nem talaltak [166].

Tobb MEKZ1 inhibitor van jelenleg is klinikai vizsgalatokban. A vizsgélatainkban
hasznalt szelektiv. MEK1 inhibitor, a PD0325901 melanomaval és pajzsmirigy
karcinomaval végzett preklinikai vizsgalatban hatékonynak bizonyult [167, 168], és

harom klinikai vizsgalatban is kiprobaléasra keriilt. A fellépd sulyos mukoszkeletalis,
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okularis és neuroldgiai mellékhatdsok miatt besziintettek egy fazis I-es klinikai
kisérletet, melyben 13 melanomaval, emldrakkal, vagy vastagbélrakkal kezelt beteg vett
részt [169]. Egy fazis ll-es vizsgalat nem Kkissejtes tiidérakban lezarult 2007-ben, a
gybégyszer hatastalansdga miatt (publikélatlan adat, clinicaltrials.gov azonosito:
NCT00174369). Egy tovabbi fazis l-es vizsgalat (clinicaltrials.gov azonosito:
NCT01347866) pedig most toboroz betegeket PD0325901-al zajlé vizsgalatba.

Arrol, hogy a MEK1 milyen mddon befolyasolhatja a carboplatin rezisztenciat
ellentmondasos és szegényes irodalom all rendelkezéstinkre. A jelen munkéankban a
hatdsmechanizmus részletes feltérképezésével nem foglalkoztunk, de megemlitek
néhany tanulmanyt, amely ezt tiizte ki céljaul. A téma ellentmondasossagat jol jellemzi,
hogy egyarant talalunk vizsgalatokat, amelyekben a MEKL1 aktivacié fokozodo
szenzitivitast eredményez és olyanokat is, amelyekben a MEK1 aktivaciéo éppen
ellenkezdleg, rezisztenciat indukal. Fung és mtsai munkéjéban csirasejtes heredaganat
sejtvonalakon mutattak ki, hogy a MAD2-n keresztili MEK1 aktivacio ciszplatin
szenzitivitdshoz vezet, a MAD2 csendesitése és igy a MEK1 inaktivalasa pedig
rezisztenssé teszi a sejteket [170]. Ugyanebben a tumor tipusban egyetlen sejtvonalon
vegzett kiserletekkel mutatta ki egy masik csoport, hogy a ciszplatin kezelés indukélja a
MEK és ERK aktivaciojat és ezzel egyitt a kaszpaz 3 aktivaciot is. MEK inhibitorokkal
a kaszpaz 3 aktivaciojat és a ciszplatin indukalta apoptozist is sikertlt mérsékelnitik
[171]. Méhnyakrak eredetti HeLa sejteken kimutattak, hogy a ciszplatin kezelés ddzis és
idofiggé ERK aktivaciohoz vezetett, ami apoptdzist indukalt. Ugyanakkor MEK
inhibitorokkal a ciszplatin indukalta apopt6zis mérsékelheté volt, ERK aktivaldval
torténd elokezelés pedig novelte a ciszplatin szenzitivitast [172]. Hasonlo eredményeket

talaltak egy masik, szintén méhnyakrak eredetii sejtvonalon [173].

Erdekes modon petefészek daganatos modelleken végzett vizsgalatokban ezeknek
az eredményeknek a szdges ellentétét taldljuk. A petefészek daganatokban kimutatott
eredmények egybevagnak a mi eredményeinkkel, a MEK1 aktivacidja itt
rezisztenciahoz vezet és az Utvonal gatlasaval a sejtek szenzitizalhatéak a platinaval
szemben. Persons ¢és munkatarsai az el6zOekben targyaltaknak megfeleléen azt talaltak,
hogy a platina kezelés a sejtekben dozisfiiggd ERK aktivacidjahoz vezet, a MEKI1
gatlasa azonban az apoptdzist és szenzitivitast fokozza [174]. A szerzOk ugyanazt az
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inhibitort hasznaltak, mint az el6z6 tanulmanyokban, igy az esetleges off-target hatasok
szerepe kizérhatd. A MEK-ERK aktivacio egy masik petefészek daganatos modellben
ugyanezt a hatast érte el. A jelatvitel gatlasaval a szenzitiv és a rezisztens sejtvonalak
ciszplatin érzékenységét egyarant sikertlt megndvelni [175]. Mas preklinikai
modellekben is talalunk a hipotézisiinket tamogatd eredményeket. Melandma
sejtvonalon a MEK aktivacidjanak tulajdonitottak az ERCC1, jol ismert platina

rezisztencia gén aktivaciojat, és igy a rezisztenciat [176].

A MEK1 szerepe a platina rezisztencidban tehat tisztizatlan. A tumor tipusra
specifikus tanulméanyok felvetik azt a lehetdséget is, hogy esetleg egy petefészek
daganatokra specifikus rezisztencia utvonallal allunk szemben. Ugyanakkor mindezek a
vizsgalatok egy-két sejtvonalon veégzett preklinikai elemzések. A miénkhez hasonld
klinikai kohorton még senki nem vizsgalta kordbban a MEK1 szerepét a rossz terapias

valasszal, primer rezisztenciaval kapcsolatban.

Az alacsony grade-ii szerOzus petefészek daganatok jellegzetessége a BRAF,
KRAS, NRAS és HER2 mutécid, amplifikacié vagy felllexpresszio [177, 178],
mindemellett ezek a daganatok jellemzéen kemorezisztensek [179]. Ezek alapjan az
alacsony grade-ii szerozus petefészek daganatok optimalis célpontjai lennének az anti-
MEKZ1/2 terapianak, ennek ellenére egy fazis Il klinikai vizsgélatban, melyet rekurrens
petefészek daganatos betegekkel folytattak, a betegek csupan 15%-a reagalt a
selumetinib (MEKZ1/2 inhibitor) kezelésre [180]. Ugyanakkor a carboplatinnal vald
kombinéciéra, a MEKZ1 inhibitor, mint szenzitizal6 agens hasznalatara meg nem

végeztek klinikai kiserletet.

A célzott terapias tirozin-kindz inhibitorokkal kapcsolatos munkankban az
ERBB/RAS utvonalon haté gyogyszerekkel szembeni rezisztencidval foglalkoztunk.
Ezek az agensek a kétezres évek Ota egyes daganattipusokban a terdpias ajanlasok
elsédleges szerepléivé valtak, annak ellenére, hogy Kklinikai vizsgélatokban a
valaszadasi arany tiz és negyvenhét szazalék kdzott mozog [147, 181-184]. Emellett
még a kezdetben jol reagald esetekben is igen gyakran gyorsan megjelenik a
rezisztencia [127, 128]. Mindenezek alapjan szlikségesnek latjuk a biomarker paletta
bévitését es a rezisztenciafaktorok alaposabb megismeréseét.
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Vizsgalatunkban hasznaltunk a korabbi irodalomban leirt biomarkereket, mégis
elsésorban 1) rezisztenciaasszocialt expressziovaltozast mutatd gének azonositasa volt a
célunk. Ehhez egy széles sejtvonal spektrumot (45 valtozatos daganattipusbdl szarmazo
vonal) és annak génexpresszios adatait hasznaltuk fel. A sejtvonal-alapd rendszerek az
in vivo human betegség széls6ségesen leegyszerisitett modelljei. Ez egyfeldl
megkonnyiti a munkat, szélesiti a kisérleti technikak nyujtotta lehetéségek skalajat,
masfeldl azonban a pusztan sejtvonal eredetli vizsgalatokbdl messzire mutatd klinikai
kovetkeztetéseket levonni hiba lenne. A sok sejtvonal hasznalatan alapulé rezisztencia
szlirések ugyanakkor tovabbra is a biomarker kutatdsok alapkovei akar kisebb léptékben
[185, 186], akar akkora tanulmanyokban, mint a CCLE, ahol kozel 6tszaz sejtvonal
érzékenysegét térképezték fel 24 hatdanyaggal szemben [187]. Hogy munkénkat
némiképp klinikai kontextusba helyezziik, vizsgélatainkban az alkalmazott gydgyszer-
koncentracidkat a klinikailag alkalmazott dozisok alapjan terveztik. A megkdzelitésiink
hatékonysagat jol jellemzi, hogy klinikai mintdkon is sikerllt igazolnunk a sunitinib

rezisztencia biomarkereit, habar a hasznalt mintaszdm alacsony volt.

A sunitinib rezisztencia a masik négy tirozin-kinaz inhibitorral szembeni
rezisztenciahoz képest (vizsgalataink id6pontjaban) sokkal kevésbé volt jol ismert,
jellemzett, igy kulonosen érdekelt minket. Ezért valasztottuk a sunitinib rezisztenciat a
klinikai kiprébalas alanyaul. Biomarker jeloltjeink az LGALS8, EPCAM, RAB17 és
CD9 genek voltak, melyek kozil a CD9-et leszamitva mindegyik szignifikansan
korreldlt a sunitinibkezelt vesedaganatos betegek tulélésével, a varakozasainknak
megfelelé iranyban. A CD9 az LGALS8-al kombinacioban azonban mar hatékonynak
bizonyult. Ezek a biomarkerek mind ,negativ markerek”, azaz alacsony szintjuk

asszocialt a rezisztenciaval, rosszabb prognozissal.

Az LGALSS a galektin-8 fehérjét kodolja, mely fontos eleme az extracellularis
matrixnak, a sejtadhézié modulatoraként jatszik szerepet [188]. A galektinek béta
galaktoziddzokat kotd lektinek ¢és kiilonbozd extracellularis matrix elemekkel
asszocialnak, példaul fibronektinekkel. A galektinek szerepét a daganatos
differenciacio, sejt—sejt adhézio, sejt—matrix kdlcsonhatas és apoptozis szabalyozasaban
egyarant leirtak [189]. A galektin-8 csokkent expresszidja rekurrenciaval tarsult
hagyholyag daganatokban [190], a metasztdzisok megjelenésével kapcsolatban
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ellentétes szerepet tulajdonitanak neki egyes tanulmanyok [191, 192]. Rezisztenciaval
elottiink mas vizsgalatok nem hoztak kapcsolatba. Méréseinkben a galektin—8
immunhisztokémiai festddésének csokkent intenzitasa és frekvenciaja korrelalt sunitinib

kezelésben részesiilt, attétes veserakban szenvedd betegek jobb tulélésevel.

A RABL17 esetleges szerepével a daganatokban igen keveset foglalkozik az
irodalom. A Rab fehérjék GTPazok, melyek szerepe a sejt membrantranszport
szabalyozésaban van [193]. Immunhisztokémiai vizsgalatunkban a festdés intenzitasa

mutatott dsszefliggést a tuléléssel.

Az EPCAM sejtadhéziés molekula, normalisan az epitélsejtek bazolateralis
felszinén expresszalodik. Daganatokban szerepe van a proliferacidban a c-Myc, ciklinek
aktivacidjan keresztll, protoonkogénként tartjdk szamon [194]. Szamos daganat erésen
expresszalja, s6t mar gyogyszercélpontként is hasznaljak, de a vilagossejtes
veserakokban az expresszio kevésbé jellemzd [195]. Erdekes modon eredményeinkben
az alacsony expressziO tarsult sunitnib szenzitivitdssal és az immunhisztokémiai
eredményekben jobb tuléléssel. Ez némiképp ellentmond a korabbi irodalomnak, ahol
az EPCAM expresszio a rossz prognézissal tarsul [196]. Kifejez6dése azonban az
agressziv differencidlatlan fenotipus kialakulasat megakadalyozza és szintjének
csokkenése az epitelialis-mezenchimalis atalakulast segiti el6 [197]. Az epitelidlis-
mezenchimdlis &talakulds sordn a sejtek elvesztik polaritdsukat és sejt-sejt
kapcsolataikat, migraloé fenotipus alakul ki, jellemzOen agresszivabb betegséggel és
kemorezisztenciaval tarsul [29]. Sunitinib rezisztenciaval kapcsolatba mas tanulmany

nem hozta.

A CD9 sejtfelszini glikoprotein, sejtadhéziés molekula, melynek daganatok
esetén metasztazisképzés szupresszor hatdsa van, eredmeényeinkkel egybehangzéan
szamos tanulmany kimutatta, hogy csékkent expresszioja rossz prognozissal tarsul, tébb
daganattipusban [198]. Kisérleteinkben a CD9 alkalmas volt a sunitinib szenzitiv és
rezisztens sejtvonalak elkilonitésére, azonban a vese mintdk esetében nem ért el

szignifikans eredményt.
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8. Kdvetkeztetések

Az 1970-es évek Ota a petefészek daganatok kezelésében jelentds elérelépések
torténtek, és a teljes otéves tulélés 25%-al novekedett [199]. Ennek ellenére a jelenlegi
platina alapi kemoterdpia messze nem optimalis. A terapiatervezés hatékonysaganak
novelésére (j potencialis gyogyszercélpontok felkutatdsara és hatékony prediktiv
biomarkerek bevezetésére van szikség. Munkankban in silico és in vitro vizsgélati
modszereket alkalmaztunk klinikai validalassal, potencialis biomarkerek felkutatasara.
A MEK1 gén potencidlis expresszio alapu biomarker, melynek expresszioja korrelal a
petefészek daganatok platina terapiara adott valaszaval es a platinakezelésben részesult
betegek progressziomentes tulélésével. Tovabba a MEK1 funkcié kiejtésével a platina
érzékenyseg in vitro fokozhatd. Eredményeink segithetnek a petefészek daganatok

Ve

A célzott tirozin-kinaz inhibitorok rendkivili gyorsasdggal terjedtek el a
daganatok kezelésében. Azonban hatékonysaguk csak egy sziikk betegpopulaciora
korlatozott és a kezdetben jol reagalé betegek korében is igen gyorsan kialakul a
rezisztencia. A szelektiv tirozin-kindz inhibitorok esetében kiléndsen nagy
jelentéséggel bir a prediktiv biomarkerek azonositasa. Széles sejtvonal panelen
alkalmazott in vitro gydgyszer-érzékenysegi tesztet kombinalva a sejtvonalak
expresszios profiljanak in silico elemzésével jutottunk a gefitinib, lapatinib, erlotinib,
sunitinib és sorafenib rezisztencia biomarkereihez. A sunitinib rezisztencia markereit
klinikai mintakon is vizsgaltuk. Az altalunk beallitott sejtvonal érzékenységi sziirés
modell alkalmas rezisztenciamarkerek azonositasara. Olyan (j biomarkereket
azonositottunk, melyek tovabbi funkcionalis vizsgalatok alapjait képezhetik és

érdemesek klinikai mintdkon valo tesztelésre.
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9.Osszefoglalas

Hatter: A szisztémas daganatterapia kudarcanak elsédleges oka a rezisztencia. A
célzott tirozin-kindz inhibitorok esetén a valogatatlan populaciokban végzett klinikai
kisérletekben a teljes valaszadasi rata 10 — 47% kozott valtozik, a petefészek daganatos
betegek 25%-aban pedig a platina terapiatdl szamitott hat hdnapon belil kidjul a - mér
rezisztens - tumor. A prediktiv biomarkerek fontos elemei a racionalis

terapiatervezésnek.

Modszerek: Vizsgélatainkban tobb mint ezer, platinakezelésben részesult
petefészek daganatos beteg gen chip elemzését (GEO és TCGA adatok) és klinikai
adatait tartalmazé adatbazist épitettem, ebben Receiver Operating Characteristic (ROC)
elemzéssel azonositottunk olyan géneket, melyek emelkedett expresszidja rossz terapias
vélasszal tarsult. A legjobb eldrejelzé géneket 4 sejtvonalon végzett géncsendesitéssel
kombinalt carboplatin eérzékenységi vizsgalatban vizsgaltam meg. Az in vitro tesztekben
legjobban teljesit6 MEK1 gén inhibitoraval is vegeztem carboplatin kombinacids
kisérleteket. 93 fliggetlen betegmintan immunhisztokémiaval és qRT-PCR-el igazoltuk
a MEK1 szerepét a carboplatin kezelés utani talélésben.

Osszesen 45 sejtvonal gyogyszer érzékenységét vizsgaltam 5 tirozin-kinaz
gatlészerrel (sunitinib, sorafenib, gefitinib, lapatinib, erlotinib) szemben. A szenzitiv és
rezisztens sejtvonalak gén chip expresszios adatait (caArray adatok) dsszevetve SAM
(Significance Analysis of Microarrays) és Rank Products algoritmusokkal azonositottuk
azokat a géneket melyek eltéré expresszioja leghatékonyabban elvélasztotta a rezisztens
és erzékeny csoportokat. Az LGALS8, RAB17, CD9 és EPCAM gének expresszidjanak
szerepét a sunitinib kezelésben részesult vesedaganatos betegek tulélésben

immunhisztokémiaval teszteltik.

Eredmeények: 1452 petefészek daganatos betegen végzett ROC analizis alapjan a
nyolc potencialis biomarkert azonositottunk: JRK, CNOT8, RTF1, CCT3, NFAT2CIP,
MEK1, FUBP1 és a CSDEL1 (a JRK, MEK1, FUBP1, CNOT8 expresszidja nemcsak a
terapias valasszal, de a progresszio-mentes tuléléssel is korrelalt). A MEK1, CSDEL1,

CNOTS8, RTF1 gének csendesitésével (p < 0,01), és a MEK1 farmakologiai gatlasaval
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(p < 0,001) szignifikdns  érzékenyitést értink el a carboplatinnal szemben,
sejtvonalakban. A MEK1 expresszidja 6sszefliggott a tuléléssel platinakezelésben
részesilt fluggetlen beteganyagon gRT-PCR-el (n=34; HR =5,8; p = 0,003) és
IHC-val (n = 59; HR =4,3; p = 0,033) mérve.

A Dbioinformatikai szamitasok eredményeként 63 tirozin-kindz biomarkert
azonositottunk. A sejtvonalakon végzett gqRT-PCR vizsgalat 45 gén szerepét igazolta és
csupan két gén (ANXA3 és RAB25) jatszott szerepet tobb mint harom inhibitorral
szembeni rezisztencidban. Az immunhisztokémiai igazolds (n =39) az LGALS8
(p = 0,026), EPCAM (p = 0,01) és RAB17 (p = 0,018) szerepét mutatta ki a

sunitinib kezelt vesesejtes karcinomas betegek tulélésében.

Kovetkeztetések: Az altalunk azonositott biomarkerek a carboplatin és a sunitinib
rezisztencia vizsgalatdban 10j lehetdséget nyljthatnak, tovabbi klinikai vizsgélatok és

gyogyszerfejlesztések alapjait képezhetik.
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10. S ummary

Background: The primary factor behind the failure of systematic cancer treatment
is chemoresistance. Clinical trials showed 10 — 46% response rate for targeted tyrosine
kinase inhibitor treatment, and in ovarian cancer, platinum resistant tumor recurs within
six months after treatment in 25% of the patients. Therefore, biomarkers of therapy

response and resistance will become important elements of rational treatment planning.

Methods: A database of ovarian cancer transcriptomic datasets including treatment
and response information was set up by mining the GEO and TCGA repositories.
Receiver operating characteristics (ROC) analysis was performed to identify genes
whose high expression correlated with bad therapy response. The most significant
biomarker candidates were in vitro functionally evaluated in four epithelial ovarian
cancer cell lines using gene silencing and pharmacological inhibition (in case of MEK1)
combined with carboplatin treatment in survival assays. The best candidate MEK1 was
validated by IHC and qRT-PCR in an independent patient cohort (n = 93).

| investigated sensitivity against five tyrosine kinase inhibitors (sunitinib, sorafenib,
gefitinib, lapatinib) in 45 cell lines. Triplicate gene expression signatures were obtained
from the caArray project. Gene expression based resistance biomarkers were identified
by SAM (Significance Analysis of Microarrays) and Rank Products analysis. The role
of LGALSS, RAB17, CD9 and EPCAM expression were tested in sunitinib treated renal

cell carcinoma patients.

Results: All together 1,452 eligible ovarian cancer patients were identified. Based
on the ROC analysis, the eight most significant resistance biomarkers were JRK,
CNOTS8, RTF1, CCT3, NFAT2CIP, MEK1, FUBP1 and CSDE1. The expression of
JRK, MEK1, FUBP1 and CNOT8 also correlated with progression free survival.
Silencing of MEK1, CSDE1, CNOT8, RTFl (p <0.01) and pharmacological
inhibition of MEK1 (p < 0.001) caused significant increase in carboplatin sensitivity in
the cell lines. We found correlation between high expression of MEK1 and the survival
of carboplatin treated patients using qRT-PCR (n = 34; HR = 5.8; p = 0.003) and
IHC (n = 59; HR = 4.3; p = 0.033) measurements.
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A list of 63 genes associated with resistance against the five tyrosine kinase
inhibitors was identified. gRT-PCR measurements confirmed 45 of 63 genes identified
by microarray analysis. Only two genes (ANXA3 and RAB25) had a role in resistance
against four inhibitors. Validation using immunohistochemistry (n = 39) indicated that
the expression of LGALS8 (p = 0.026), EPCAM (p = 0.01) and RAB17 (p =

0.018) have a role in survival of sunitinib treated renal cell carcinoma patients.

Conclusions: The identified biomarkers open new possibilities in assessing
resistance to carboplatin and sunitinib, and may serve as a starting point for further

clinical and preclinical investigations.
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altal. Koszonom tovabba minden szerzétarsamnak, hogy munkajaval hozzajérult
publikécidink kialakitaséhoz. A PhD-m alatt tébb kulféldi tanulményuton részt
vehettem, amiért kdszonettel tartozom témavezetdmnek, aki ebben mindig tamogatott, a
fogadd intézmeényekben dolgozd témavezetéimnek és kozvetlen kollégaimnak: Hajdu
lldikonak, Szallasi Zoltannak és Steven J Elledge-nek a Harvard Egyetemrol, Jane
Holland-nak, Giovanni Valentini-nek, Michael Gerloff-nak és Walter Birchmeier-nek a
Max-Delbriick Molekularis Bioldgiai Kutatokdzpontbol, Albert Gris-nek, Yasir
Ibrahim-nak, Martin A. Rivas-nak és Violet Serra-nak a Vall’d Hebron Onkologiai
Kutatokdzpont munkatarsainak. Mindemellett az utazisaimat lehetdvé tevd
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Association for Cancer Research-nek. Vegul készonom férjemnek, csaladomnak és

barataimnak a tAmogatast.
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14. Fuggelékek

14.1. Flggelék 1

1. flggelék: Sejtvonalanként a 14 ezer probe set alapjan tértént PAM osztalyozas
eredményei. A betiik a sejtvonalakon in vitro meghatarozott érzékenységet (S:
szenzitiv, R: rezisztens, I: intermedier érzékenységii) jelolik. A szinek a leave-one-
out keresztvalidacio eredmeényei (kék: jol, piros: rosszul osztalyozott, sziirke: a

keresztvalidacié soran figyelmen kivil hagyott sejtvonalak).

sejtvonal lapatinib erlotinib sorafenib sunitinib gefitinib
A-375
A427
A-498

AN3 _CA
BT-20
C-33A

C-41

C-4ll
caOv3
CCRF-CEM
ChaGo-K-1
COLO-668
DMS 114
DMS 79
ES-2
HCT-15
HCT-8
HEC-1-B
Hep-3b
HOS
HT-1080
K-562
MCEF-7
MOLT-4
NCI-H1650
NCI-H1975
NCI-H1993
NCI-H358
NCI-H441
NCI-H661
NCI-H69
NCI-H82
RAJI

RD
SHP-77
SK-N-AS
SNU-182
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SNU-423
SNU-449
SNU-475
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Flggelék 2

14.2.

2. fuggelék: A sunitinib rezisztencia biomarkereinek immunhisztokémiai vizsgalata

as

ke hatter) és intenzit

agosszur

s

kban, festodési frekvencia (vil

oma

4

vesesejtes karcin

(sotetszurke hatter) ertékek.

RAB17

RAB17

LGALSS8

n.a

LGALSS8

n.a

EpCAM

n.a

EpCAM

n.a

CD9

CD9

ID

P1

P2

P3

P4
P5

P6
P7
P8
P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41

P42

P43
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P44
P45

P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
P59
P60
P61
P62
P63
P64
P65
P66
P67
P68
P69
P70
P71
P72
P73
P74
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14.3. Flggelék 3

3. flggelék: 34 petefészek daganat friss-fagyasztott mintain készilt gPCR alapu
expresszio mérés eredményei és a betegek fobb klinikai adatai. (TXL-CRB: taxol-
carboplatin, PMT: progresszio mentes tulélés, S: szerdzus, E: endometrioid, D:
differenciélatlan)

Relativ expresszio
FUBP1 MEK1 CSDE1 CNOT8

beteg kor hisztolégia grade stadium miitét kemoterapia ciklus PMT

OVl |65 S 2 \% n.a. TXL-CRB 6 n,a, |23,74(199,34| 14,65 (350,30| 8,14
OovV2 |53 S 3 IVB optimalis TXL-CRB 6 |23,67|7,56 |106,33| 3,42 | 91,29 | 2,77
OV3 |49 S 3 IIC  [szuboptimalis| TXL-CRB 6 16,87| 1,48 | 8,41 | 4,81 | 43,59 | 1,36
OV4 | 60 E 1 11[e optimalis TXL-CRB 4 17,47(10,24| 78,02 (11,18 | 87,58 | 2,83
OV5 |59 S 3 Ic optimalis TXL-CRB 6 |22,83|4,11|68,87| 6,51 |146,60| 6,45
OV6 |62 S 3 1c optimalis TXL-CRB 6 |18,93|5,89|71,30| 7,01 |77,48| 3,38
OV7 |68 S 3 Ic optimalis TXL-CRB 1 na, | 7,22 24,41 5,06 |56,33|16,10
OVv8 |58 S 2 11[e optimalis TXL-CRB 7 33,43|22,05|155,32| 13,76 |251,16| 8,71
OV9 |52 S 3 Inc optimalis TXL-CRB 6 |42,20(5,39|25,62| 8,69 |35,16| 5,47
OV10 |58 S 3 Inc optimalis TXL-CRB 6 |32,77|11,52|108,82| 9,93 |138,38| 5,75
OV11| 60 E 3 1c intervallum TXL-CRB 7 |41,37| 7,67 |57,38| 5,95 |110,08| 4,53
OoV12 |74 S 2 Inc optimalis TXL-CRB 6 |32,43|10,71| 9,44 | 9,69 |29,46| 1,19
OV13 |62 S 2 Inc optimalis TXL-CRB 8 4,63 (23,20| 35,98 | 28,92 | 55,49 | 0,99
ov1l4 |74 S 3 IIC  |szuboptimalis| TXL-CRB 7 23,13|15,99( 97,06 | 11,15 |149,34| 6,26
OV15 | 66 E 3 1c optimalis TXL-CRB 5 5,07 14,05|97,17| 3,38 | 92,14 | 3,92
OV16 | 53 S 2 1c optimalis TXL-CRB 5 24,93/16,06| 36,31 | 13,92 (115,96| 5,29
OVv17 |54 D 3 1c optimalis TXL-CRB 6 |24,23(10,26| 20,24 | 22,42 |93,64 | 6,71
OoVv18 | 67 S 3 1c optimalis TXL-CRB 7 29,17, 3,17 | 37,68 | 3,76 (116,09| 3,34
OV19 | 59 S 2 1c optimalis TXL-CRB 6 6,10 (12,63| 47,26 (19,10 (92,35 | 4,90
OV20 |50 S 3 1c optimalis TXL-CRB 6 8,17 |20,24{ 92,35 (17,99 {115,56| 10,23
OV21 |69 S 3 n.a. optimalis TXL-CRB 6 |39,27(5,85|23,30| 5,20 |92,35| 4,38
OV22 |62 S 2 1c optimalis TXL-CRB 6 6,97 |15,02(249,42| 10,05 (254,08 8,73
OV23 |63 S 2 1c optimalis TXL-CRB 8 |39,73|13,82| 54,28 | 9,66 (104,39| 7,06
ov24 |40 S 3 1c optimalis TXL-CRB 6 |53,77(13,95| 48,14 | 2,89 |102,71| 9,93
OV25 | 60 S 2 IVA n.a. TXL-CRB 6 n,a, | 502 (31,76 5,36 [63,81| 7,16
OV26 |74 S 3 1c optimalis TXL-CRB 6 6,70 (31,47| 22,20 (16,10 | 24,52 | 1,16
OV27 |56 S 3 1c optimalis TXL-CRB 8 |31,10|19,85| 4,61 |17,82 (33,61 0,32
OV28 | 56 S 3 IIC  |szuboptimalis| TXL-CRB 4 n,a, | 7,29 | 60,65 | 13,23 |146,60| 4,11
OV29 | 61 S 1 11[e optimalis TXL-CRB 6 23,17|11,24{162,10| 3,15 |146,60| 8,87
OV30 | 44 S 3 n.a. n.a. TXL-CRB 7 |52,37| 6,66 |118,53| 4,54 (127,92| 6,23
OV31 |64 S 3 INC |szuboptimalis| TXL-CRB 6 5,00 | 7,75 |109,96| 6,32 |153,36| 4,43
OV32 |48 S 2 11[e optimalis TXL-CRB 6 |45,27| 7,70 29,29 | 5,06 | 55,17 | 1,47
OV33 |48 S 3 1c optimalis TXL-CRB 2 35,23/ 4,65 |57,51| 5,41 | 93,10 | 7,06
oVv34 |70 S 3 \% n.a. TXL-CRB 6 4,70 (14,63|105,36| 11,57 (212,67| 6,90
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14.4.

Flggelék 4

4. fuggelék: Petefészekmintdkon végzett MEK1 immunhisztokémiai festés
eredmeényei.
Beteg ttilelg(leéss in’i\(/elri(i:és MEKl . Beteg tt]elgféss in::rf;(i:és MEKl .
(hénan) Stlag pozitivitas (honap) dilag pozitivitas
ovil 23,62 3,00 pozitiv oVi31 42,18 1,75 pozitiv
OVI2 61,37 2,75 pozitiv OVI32 13,01 1,75 pozitiv
oVvi3 54,60 2,75 pozitiv 0VI33 54,21 1,50 pozitiv
ovi4 31,38 2,75 pozitiv oVi34 51,91 1,50 pozitiv
OoVI5 12,75 2,75 pozitiv OVI35 36,47 1,50 pozitiv
ovie 43,89 2,50 pozitiv oVI36 35,71 1,50 pozitiv
ovi7 43,63 2,50 pozitiv oVI37 29,63 1,50 pozitiv
oVvI8 33,87 2,50 pozitiv 0VI38 41,69 1,25 pozitiv
(o)V/[°] 17,74 2,50 pozitiv 0VI39 23,00 1,25 pozitiv
0oVvI10 7,75 2,50 pozitiv OoVi40 52,80 1,00 pozitiv
ovi11 69,09 2,25 pozitiv oVvi41 19,88 1,00 pozitiv
0oVI12 66,86 2,25 pozitiv ovi42 19,78 1,00 pozitiv
0oVI13 48,92 2,25 pozitiv ovi43 18,79 1,00 pozitiv
ovii4 41,76 2,25 pozitiv oVvi44 15,18 1,00 pozitiv
OVI15 6,60 2,25 pozitiv oVvi45 65,64 0,75 negativ
oviie 80,49 2,00 pozitiv oVi4e6 56,57 0,75 negativ
ovi17 71,69 2,00 pozitiv ovia7 56,11 0,75 negativ
0oVI18 61,96 2,00 pozitiv ovi48 25,40 0,75 negativ
0ovI19 61,40 2,00 pozitiv oVi49 54,44 0,67 negativ
OVI20 58,64 2,00 pozitiv OVI50 55,39 0,50 negativ
oVvi21 50,46 2,00 pozitiv oViI51 54,21 0,50 negativ
0VI22 45,40 2,00 pozitiv 0VI52 23,06 0,50 negativ
0oVI23 44,32 2,00 pozitiv OVI53 16,79 0,50 negativ
ovi24 42,18 2,00 pozitiv oVI54 102,83 0,33 negativ
OVI25 22,11 2,00 pozitiv 0OVI55 90,91 0,25 negativ
0OVI26 18,96 2,00 pozitiv oVI56 58,12 0,25 negativ
oVI27 18,30 2,00 pozitiv oVI57 46,32 0,25 negativ
0VI28 8,08 2,00 pozitiv ovI58 36,63 0,25 negativ
0OVI29 2,50 2,00 pozitiv oVI59 84,90 0,00 negativ
OVI30 43,07 1,75 pozitiv
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