Geénexpresszid alapu prediktiv biomarkerek a szolid
tumorok szisztémas terapidjaban

Doktori tézisek

Pénzvaltd Zsoéfia

Semmelweis Egyetem
Patoldgiai Tudomanyok Doktori Iskola

Se

N A
3 P
< %
g - [ SEMMELWEIS
9 7 | EGYETEM
= 2 !
L S
e = PHD
Ty Vv

Témavezeté: Dr. GyOrffy Balazs, PhD, tudomanyos fomunkatars

Hivatalos biralok: Dr. Lukats Akos, PhD egyetemi adjunktus
Dr. Sziits David, PhD, tudomanyos fémunkatars

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Sétonyi Péter, DSc, professor emeritus
Szigorlati bizottsag tagjai:  Dr. Patdcs Attila, PhD, tudomanyos
fémunkatars
Dr. Fedorcsak Imre, PhD, f6orvos

Budapest
2014



1. Bevezetés

Disszertaciomban a szolid tumorok szisztémas terapiaval szembeni
rezisztenciajaval és annak eldrejelzésére  alkalmas  biomarkerek
fejlesztésével foglalkozom. A gyogyszeres kezeléssel szembeni rezisztencia
gyakori jelenség minden tumor tipusnal, és a sikeres terapia elsddleges
akadalya. A beteg adott hatéanyagra vald fogékonysaganak el6rejelzésével
a terdpia hatékonysaga, koltséghatékonysaga maximalizalhat6 és a beteget
éré gyogyszerterhelés minimalizalhatd. A rezisztencia mechanizmusok
megismerése pedig Ujabb lehetséges gyogyszercélpontokat jeldl ki. A
prediktiv és prognosztikus biomarkerek a jelenlegi terdpias lehetségek
kontextusaban a racionalis terapiatervezés fontos elemei és elterjedésik

varhat6an sokat finomit a jelenlegi kezelési protokollokon.

A szisztémas Kkezelésekkel szembeni rezisztencia kimutatisara
alkalmas biomarkerek keresését két specifikus rendszeren végeztem: ot
tirozin-kindz  inhibitorral szembeni rezisztencia vizsgalata teljes
génexpresszids adatok alapjan, illetve a platina rezisztencia biomarkereinek

azonositasa petefészek daganatokban.

2. Célkituzések

A platina rezisztencia vizsgalatat célzé kisérletsorozatban a platina
rezisztencia, illetve a platina kezelés utani t0lélés elorejelzésére alkalmas

biomarkereket kerestem, ehhez az alabbi részcélok elérését tiiztem Ki:



Adatbazis épitése, mely platinaval kezelt petefészek karcinbmas
betegekbdl szarmazd tumor mintdk microarray és klinikai adatait

tartalmazza.

Az adatbazis alapjan azon gének kivalasztasa, melyek magas

expresszidja rossz terapias valasszal tarsult.

Meghatarozni a biomarker gének expresszidjanak, illetve
elcsendesitésének  hatasdt a  carboplatin  rezisztenciara,

sejtkulturéaban.

Az in vitro vizsgalatokban géncsendesités vagy gyogyszeres gatlas
altal szenzitizalo hatast eléré gének klinikai jelentdségének
vizsgalata qRT-PCR-el és immunhisztokémiaval, fiiggetlen

klinikai mintakon.

A célzott tirozin-kindz inhibitorokkal szembeni rezisztencia

biomarkereinek vizsgalata soran a sunitinib, sorafenib, lapatinib, gefitinib és

erlotinib gyogyszerekkel szembeni rezisztencia biomarkereit kerestem,

amihez a kovetkezo részcélokat tiztem ki:

45 sejtvonal in vitro szenzitivitdsanak vizsgalata az 6t gyégyszerrel

szemben.

A sejtvonalak microarray adatai alapjan a rezisztenciaval és a
szenzitivitdssal — asszociadlhatéan eltér6 expresszidju  gének

azonositasa, igazoléasa a sejtvonalakon.

A sunitinib rezisztencia biomarkereinek Klinikai igazolasa

immunhisztokémiaval, vesesejtes karcindma mintakon.



3. Mbdbdszerek

3.1. Acarboplatin rezisztencia vizsgalata soran hasznalt
mddszerek

3.1.1. Adatbazis, bioinformatika

A GEO (Gene Expression Omnibus) és a TCGA (The Cancer
Genome Atlas) adatbazisokban kerestem olyan adathalmazokat, melyekben
petefészek karcindmas betegek microarray, kezelési és tulélési adatai
elérhetdek. Ezekbdl épitettiik fel sajat adatbazisunkat, melyben a microarray
adatokat djranormalizaltuk és ROC (Receiver Operating Characteristics)
statisztikaval azonositottuk azokat a géneket, melyek magas expresszidja a

platina terapiara adott kedvezétlen terapias valasszal tarsult.

3.1.2. In vitro vizsgalatok

A bioinformatikai elemzésben leger6sebb szignifikanciaval és
legmagasabb AUC (Area Under the Curve) értékkel rendelkezé biomarker
jeldlteket in vitro kérnyezetben vizsgaltam, négy petefészek daganat eredetii
sejtvonalon (ES-2, CAOV-3, OVCAR-3, SKOV-3).

A sejtvonalak gyogyszer érzékenységét MTT teszttel vizsgéaltam.
lemezen tenyésztett sejteket 48 drdig. Minden koncentraciét hatszoros
ismétlésben alkalmaztam. A 48 dra leteltével MTT festést végeztem és a

kontroll sejtekhez viszonyitott relativ talélést szadmitottam minden kezelési



pontban. GraphPad Prism szoftver segitségével dozis-hatds gorbéket

illesztettem és az 1C50 dozist szamitottam.

Az egyes sejtvonalak carboplatin érzékenységének feltérképezése
utan azt vizsgaltsm, hogy a biomarker jel6lt gének elcsendesitése (siRNS-
ekkel) hogyan befolyasolja a sejtvonalak carboplatin érzékenységét.
Lipofectamine RNAiMax transzfekciés reagenssel és 30 nM siRNS
koncentracidval végeztem a csendesitést, a csendesitési hatékonysagot gRT-
PCR-el mértem. A nyolc vizsgalt gént egyenként elcsendesitve
megismételtem a gyodgyszer érzékenységi vizsgalatot mind a négy
sejtvonalon, hatszoros ismétlésben. A sejtvonalak IC50 ddzisat
alkalmaztam kezelési koncentracioként. Kontrollként negativ kontroll

SiRNS-el transzfektaltam.

Aramlasi citometria segitségével vizsgaltam, hogy az el6z6ekben
targyalt carboplatin  kezeléssel kombinalt géncsendesités hogyan
befolyasolja a sejtek apoptétikus aktivitasat. Ehhez CAOV-3 sejteken
végeztem el a géncsendesitéssel kombinalt carboplatin  kezelést
haromszoros ismétlésben és az apopt6zist FITC Annexin V Apoptosis

Detection Kit I teszttel vizsgaltam.

A MEK1 biomarker jel6lt csendesitése szignifikans érzékenyitést
eredményezett és az apoptotikus sejtek aranyat is ndvelte carboplatin
kezelés hatasara. A MEKL inhibitorat a PD0325901-et SKOV-3 és ES-2
sejtvonalakon teszteltem, énmagaban és carboplatinnal kombinacidban, az
esetleges szenzitizal6 hatds vizsgalata érdekében. A  gydgyszer-

érzékenységi teszthez a fent ismertetett MTT tesztet hasznaltam.



3.1.3. Klinikai igazolas

Petefészek daganatos betegek friss-fagyasztott és paraffinba
dgyazott TMA (szOveti microarray) mintait gyijtottiik klinikai igazolas
céljabol. A friss fagyasztott mintdkbol RNS-t izolaltam RNeasy Kkit
hasznalataval, DNaz emésztés, koncentracidé ¢és mindség ellendrzés
(NanoDrop, Bionalayzer) utan reverz transzkripciét végeztem. A cDNS-
ekb6l qRT-PCR-t végeztem a négy in vitro hatékony biomarker jel6lt

expresszidjanak vizsgalatara.

A TMA mintéak 4 um vastagsagl metszeteit deparaffinalas, feltaras
és peroxidaz blokkolas utan anti-MEK1 antitesttel (1:50 higitas) inkubaltuk
egy ¢jszakan at, majd a festédést a NovoLink detektald kitel mértiik.
Betegenként négy minta fest6désének atlagat vettiik figyelembe a

statisztikai kiértékelés soran.

3.2. Atirozin-kinaz inhibitorokkal szembeni rezisztencia
vizsgalata soran hasznalt modszerek

3.2.1. In vitro vizsgalatok

45 vaéltozatos daganat tipusokbdl szarmazé sejtvonalat tartottam
kultdraban. Ot klinikai alkalmazasban 1évé tirozin-kinaz inhibitorral
(lapatinib,  sorafenib,  sunitinib, erlotinib,  gefitinib)  szembeni
érzékenységuket teszteltem. A gydgyszerek harom koncentracidjat
alkalmaztam a 96 lyukd mikrotitrald lemezen tenyésztett sejteken 72 éraig,
majd MTT teszttel vizsgaltam a sejtek viabilitasat. A kontrollhoz
viszonyitva rezisztencia indexet szamoltam minden sejtvonal esetén,

minden gydgyszerrel szemben. A sejtvonalakat gyodgyszerenként sorba



rendeztem a rezisztencia indexek alapjan és Kkijeldltem a szenzitiv,

rezisztens és intermedier érzékenységii sejtvonalakat.

3.2.2. Bioinformatika, biomarker jeldltek azonositasa

A microarray adatokat a caArray adatbazisbol szarmaztatjuk, ahol
a sejtvonalak génexpresszios mérése taldlhaté meg haromszoros
ismétlésben. A sejtvonalakhoz  tart6z6  microarray  adatokat
Gjranormalizaltuk és két statisztikai algoritmussal (Rank Products és
Signifcance Anlaysis of Microarrays) kerestiik azokat a géneket, melyek
eltér6 expresszidja a leghatékonyabban elvalasztotta a rezisztens és a

szenzitiv sejtvonalakat az egyes gyogyszereknél.

3.2.3. Biomarkerek validalasa a sejtvonalakon

40 sejtvonalabdl izolalt RNS-bél készitett cDNS-en TagMan valds
idejit PCR-el mértik 95 kivélasztott gén expresszidjat a Micro Fluidic Card
System segitségével. A géneket Ugy valasztottam ki, hogy a rezisztenciaval
korrelal6 legszignifikdnsabb gének jelen legyenek, ez 63 biomarker jel6lt.
Emellett beemeltem géneket (n = 32) a korabbi irodalom alapjan is:
olyanokat melyek expressziovaltozasa rezisztenciaval asszocialt, illetve a

RAS jelatviteli Gtvonal egyes elemeit.

3.2.4. Klinikai igazolas

Sunitinib kezelésben részesiild vesesejtes karcindmas betegek
kezelés elbtti daganat mintain igazoltuk a sunitinib rezisztencidval tarsuld

biomarker taldlatainkat. Paraffinba &gyazott TMA mintdkon végeztiink



immunhisztokémiai kiértékelést. Feltards utan a Ventana automatizalt festo
rendszerben RAB17 (higitéas: 1:200), LGALSS8 (1:50), EPCAM (1:100) és
CD9 (1:300) antitestekkel festettiink. Betegenként két minta atlagaval
dolgoztunk.

4. Eredmények

4.1. A carboplatin rezisztencia vizsgalata soran elért
eredmények

4.1.1. Adatbazis, bioinformatika

Osszesen 1452 olyan beteget gyiijtottiink ossze, amelyek
megfeleltek a kritériumainknak (elérhetd terapias valasz és talélés
jellemzés, a tumor mintabdl szarmazd teljes microarray génexpresszios
adattal). A betegek koziil 1152 beteg kapott platina alapy terapiat. Az ROC
elemzés eredményeként nyolc gént valasztottam ki, melyek kimagaslé AUC
értékkel és szignifikanciaval rendelkeztek: JRK (AUC: 0,62; p = 1,34 X
1077), CCT3 (AUC: 0,62; p = 3,5%x1077), RTF1 (AUC: 0,62; p =
5,87 x 1077), MEK1 (AUC: 0,61; p = 1,75 x 107¢), FUBP1 (AUC:
0,61;p = 2,25%x107%), CNOT8 (AUC: 0,61; p = 3,07 x1079),
NFATC2IP (AUC: 0,61;p = 3,69 x 107%), CSDE1 (AUC: 0,6; p =
4,18 x 107°). A rossz terapias valasz elkiilonitésében mutatott magas AUC
érték (prediktiv potencial) mellett a JRK (p = 3,2 x 107%), CNOTS8
(p = 2,2%x107*), FUBP1 (p =0,014) és MEK1 (p = 0,0078) gének
magas expresszioja a rosszabb tléléssel is korrelalt, azaz prognosztikai
értékkel is birt.



4.1.2. In vitro vizsgalatok

A vizsgélt nyolc génbél négynél taldltam a célgénnel csendesitett,
carboplatin  kezelt csoportban  szignifikdnsan nagyobb  mértékii
sejtpusztulast (szignifikancia limit p < 0,01), mint a kontroll siRNS-el
transzfektalt, carboplatin kezelt csoportban, ezek a gének az RTF1, CNOTS,
MEK1, CSDE1.

Az apoptozis tesztben vizsgaltam az RTF1, CNOT8, MEKY,
CSDEL1 siRNS-el transzfektalt CAOV-3 sejtek apoptotikus aktivitasat. A
carboplatin  kezelés a MEK1 csendesitett sejtekben szignifikansan
megnovelte a kontroll siRNS-t kapott sejtekhez képest az apoptotikus sejtek
aranyat (p = 0,0365) (Annexin V pozitiv sejtek) és lecsokkentette az é16
sejtek arényadt (p = 0,0341) (Annexin V és propidium jodid negativ
sejtek).

A PDO0325901 MEKZ1 inhibitor 6nmagéaban is hatékonynak
bizonyult mindkét vizsgalt sejtvonalon. A kombinacids kezelés (carboplatin
és PD0325901) erfsebb citotoxikus hatdssal birt, mint a monoterapiak
(p < 0,0001). A carboplatin szuboptimalis, csak enyhe citotoxikus hatassal
bir6 doézisat kombindlva PD0325901-el, rendkiviil erds sejtpusztulast

figyelhettiink meg (p < 0,0001).

4.1.3. Klinikai igazolas

34 carboplatin kezelésben részesiilt petefészek daganatos betegb6l
gyljtottink friss-fagyasztott mintat. A mintakon a négy legeredményesebb

biomarker jelolt expresszidjat mértem gPCR-el. A Kaplan-Meier



elemzésben azt talaltam, hogy az alacsony MEK1 expresszi6 szignifikansan

korrelélt a hosszabb relapszus-mentes taléléssel (HR = 5,8; p = 0,003).

59 platinakezelésben részesiilt betegb6l gylijtottiink kezelés el6tt
mintat, amelyet paraffinba agyaztunk és szOveti microarray-t készitettiink
bel6liik, ezeken a mintadkon végeztiik el az immunhisztokémiai kiértékelést.
A magas MEKI1 fest6édési intenzitds szignifikdnsan korrelalt a rosszabb

teljes tuléléssel a platinakezelés utan (HR = 4,2; p = 0,03).

4.2. Atirozin-kinaz inhibitorokkal szembeni rezisztencia
vizsgalata soran elért eredmények

4.2.1. In vitro vizsgalatok

Feltérképeztem 45 sejtvonal érzékenységét ot tirozin-kinaz
inhibitorral szemben. Kijeldltem gydgyszerenként a szenzitiv, rezisztens és

intermedier érzékenységii sejtvonalakat.

4.2.2. Bioinformatika, biomarker jeldltek azonositasa

SAM és Rank products algoritmusokkal azonositottuk a rezisztens
és szenzitiv sejtvonalakat eltéré expresszié alapjan leghatékonyabban

elkdilonité géneket.

4.2.3. Biomarkerek validalasa a sejtvonalakon

A microarray elemzéssel kapott 63 biomarker jel6lt kozil 45 a
PCR validéalas soran is képes volt jelezni a szenzitivitast/rezisztenciat

p < 0,05 szignifikanciaval, 23 gén esetén a szignifikancia 0,01 alatt maradt.
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Az erlotinib rezisztencidval 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 a legjelentsebb gének a KRT18 (p = 0,001),
LGALS8 (p = 0,019), RABL17 (p = 0,002), CD9 (p = 0,002) és
PPL (p = 0,001). Ugyanakkor, az irodalmi adatok alapjan dsszeéllitott 32

elemet tartalmazd génlistabdl minddssze hét volt alkalmas arra, hogy a
szenzitiv és a rezisztens sejtvonalakat az expresszid alapjan diszkriminalja.
Csupan két gén (ANXA3 és RAB25) asszocidlt négy gyégyszerrel

szembeni rezisztenciaval.

4.2.4. Klinikai igazolas

39 vesesejtes karcinomabol gytjtottiink mintat, olyan betegektdl, akik
sunitinib kezelésben részesiiltek. Kaplan-Meier analizist végeztink a
fest6dés és a tUlélés kapcsolatanak feltérképezésére. Az LGALS8, RAB17
és EPCAM gének expresszidja a rezisztens sejtvonalakban alacsonyabb
volt, mint a szenzitiv sejtekben. Azt vartuk tehat, hogy a magas expresszié a
szenzitiv fenotipusnak kedvez és igy jobb tuléléssel tarsul. Az LGALSS
(p = 0,026) és a RAB17 (p = 0,018) gének esetén az ersebb
immunhisztokémiai festédés, az EPCAM (p = 0,01) ésaz LGALS8 (p =
0,01) gének esetén a pozitivan fest6d6 sejtek megnovekedett gyakorisiga

jobb taléléssel tarsult.
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5. Kovetkeztetések

A doktori téziseim a kovetkezoek:

1. A carboplatinnal szembeni kedvezbtlen terdpids valaszt elérejelzd
biomarker jel6lteket azonositottam, tébb mint ezer petefészek daganatos

beteg génexpresszids és klinikai adatainak a felhasznalasaval.

2. In vitro vizsgalatok soran kimutattam, hogy a MEK1 gén csendesitése,
illetve farmakologiai gatlasa a petefészek daganat eredetii sejtvonalakat
érzékenyiti a carboplatin kezeléssel szemben. Fiiggetlen Klinikai
mintahalmazon RNS és fehérje szinten is igazoltam, hogy a MEK1
magas expresszidja a carboplatin kezelésben részesilt petefészek

daganatos betegekben rossz taléléssel tarsul.

3. Meghataroztam 06t, célzott terapidban alkalmazott tirozin-kinaz
gatlészerrel (lapatinib, sorafenib, sunitinib, erlotinib, gefitinib) szembeni
rezisztencia génexpressziés mintazatdt 45 daganatos sejtvonal

vizsgalataval.

4. A sunitinib rezisztencia Uj biomarkereként azonositottam az LGALSS, a
RABL17 és az EPCAM géneket, amelyek szerepét vesesejtes karcindma

mintakon is igazoltam.
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