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Roviditések jegyzéke

TAH (transabdominal hysterectomy) transabdomirafisterectomia
BSO (bilateral salpingo-oophorectomy) kétoldali exiectomia
GEO Gene Expression Omnibus

MAS Microarray Analysis Suite (microarray eletnzsomag)
RT-PCR (real time polimerase chain reaction) vaégi PCR
IHC Immunhisztokémia

FDR False Discovery Rate (hibas talalati arany)

SAM Signficancer Analysis of Microarrays

FIGO International Federation of Gynecology and tetss
WHO World Health Organisation

LMP (low malignant potential) alacsony malignitatapanat
NCCN National Comprehensive Cancer Network

GAS1 growth arrest-specific 1 fehérje

WT1 Wilms tumor 1

MSLN mesothelin

TSPANS tetraspanin 8

NPR1 natriuretic peptide receptor A/guanylatecyelas
ARHGAP29 Rho GTPase activating protein

MUC16 mucin 16, cell surface associated

ZYX ESP-2, HED-2

MYQO9B myosin IXB

SNCG synuclein, gamma/breast cancer-specific prdtei
TUBB1 tubulin, beta 1

MAP4 microtubule-associated protein 4

TUBAL1B tubulin, alpha 1b

TOP2A topoisomerase (DNS) Il alpha

ESR2 Osztrogeén receptor 2 (ER béta)

PGR progeszteron receptor

MAPT microtubule-associated protein tau
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1. BEVEZETES
1.1. Petefészek tumorok

1.1.1. A petefészek tumorok tipusai

A petefészek tumorok adndaganatok legrosszindulatibb csoportjat alkotfak.
noknél ez a nyolcadik leggyakrabbardferduld daganat. Eurépdban kdzel 43.000, az
Egyesiilt Allamokban kbzel 22.000 Uj daganatos miegfeelést ismernek fel évente [1].
Magyarorszagon évi 1200 U] daganatos megbetegedésse600, a daganat
kovetkeztében kialakult halalesettel szamolhatw2lk Bar az elmult évtizedekben a
kezelés hatékonysaga fokozatosan javult, a kezitdéstth) 5 éves tulélés még mindig
30% alatt marad.

A petefészek daganatai Kklinikailag nagyon hasonidegjelenégek,
tlinetszegények, sokféle nem daganatos betegsédamozhatjia a tineteiket. Ez
megneheziti a diagno6zis felallitasat. Sokféleségilkak koszonhét hogy olyan
sejtekdl indulnak ki, amelyek nagyon valtozatos szovetierkezetté tudnak
differencialédni. Tumorok keletkezhetnek az ovamantoritd coelomaham eredet
epitheliumbdl, a csirasejteldy az ivarléc specialis mesenchymajabdl, ezen ftlidtes
daganatok is éfordulhatnak az ovariumokban. A daganatok nemcsdkettanilag
sokfélék, hanem morfologiailag (cystikus és solidmorok) és funkcionalisan
(hormontermei és hormonalisan inaktiv daganatok) is.

A noi kismedencei szervek rosszindulatl daganataina-25indul ki a
petefészektl [2]. Ezzel a malignus genitalis daganatok kozbtagyarorszagon
eléfordulasat tekintve a harmadik leggyakoribb, a dag@s halalozast tekintve azonban
az el$. Ez annak koszonhit hogy felismerése altaldban csak diéstadiumban
torténik meg, amikor mar a terpias leéiséigek korlatozottak. E3leg a rosszindulatu
daganatok 80-90%-at kitéepithelialis tumorokra vonatkozik [3].

Az ovarium tumor az életkord@k haladtaval egyre gyakrabban forddl, &5 és
60 év kozott a leggyakoribb. A daganat gyanujgdolaképpen ritéti javallatot jelent,
mivel csak a szovettani vizsgalat ad biztos diagtoA dontést sokszor neheziti, hogy
szamos joindulata, beavatkozast nem igénglvaltozds is utanozhatja petefészek
daganat képét. Mivel ma még nem ismerink egyetikmegebz6 allapotot sem,

melyre hatékony széprogramot lehetne épiteni, csak a daganat miné&bkor
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stadiumban valé felismerésétilletve a kezelések hatékonyabba tétdléarhatunk
kedvezbb eredményeket.

1.1.2. Az ovarium daganatok kialakulas

A petefészek hameredetdaganatainak kialakulasa az esetek tdbbségében
ismeretlen. Ovulaciokor a petefészekham felszingil,s& ham helyreallitAsahoz
fokozott proliferacio sziikséges. Ekkor valositdig nagyobb esély van a sejtosztédast
szabalyozé gének mutacidjara, mely tumor Kégshez vezet. Azok az allapotok,
melyekben az ovulaciok szama kisebb, cstkkentik &n hereddt daganatok
kialakulasanak valosziiségeét.

A krénikus anovulacio, a terhesség és a szoptatassokkenti a daganat
kialakulasat, ennek megfebein fogamzasgatldé tartés szedése is véd a daganat
kialakulasaval szemben. Ugyanakkor méskly, nulliparitas és ovulacio-indukcios
kezelések novelik a kockazatot [4, 5]. Ezen kivigenitalis csatornan keresztil
hasiregbe jutd idegen anyagok (pl. talkum) is kéfp@sdaganat kivaltasara.

Az epithelialis tumorok 10 %-aban csaladi halm@figyelhet meg [6]. A
familiaris daganatok h&rom csoportja ismert. Eggsaladokban a &k kozott az
atlagosnal gyakrabban fordubgbetefészekrak. Minél tobb eset fordu alvér szerinti
rokonsagban, annal nagyobb a valéézége a daganat kialakulasanak. Ez a forma csak
a betegség kialakulasédra hajlamosit, ezwtyspecifikus (site-specific) familiaris
petefészekrakak nevezzik. A daganat altalaban fiatalabb élbtkojelentkezik, mint
a sporadikusan @&fordulé tumorok, gyakran kétoldali, csaladfa analialapjan
autoszomalis dominans oréklés igazolhaté [7].

Vannak olyan csaladok, ahol a petefészekrak melleemd malignus tumorai
is halmozddnak, sokszor egy betegen is mindkétgbéte kialakul [7]. A daganatok
fiatal életkorban jelentkeznek. Mind az émiind a petefészekrak gyakran kétoldali
kiindulasu. A familiaris emlé/petefészekrak szindromat a 17. kromoszoman dév
BRCAL, ritkdbban a 13. kromoszéman elhelyeZk@RCA2 tumorszupresszor gén
mutacioja okozza. A betegség autoszomdlis dominéidon orokbdik. A hibas gén
hordozasa esetén az éndlk kockazata 85%, mig a petefészekrak kialakuddsan
valsziisége 46% [8]. Ezeknél a betegeknél az Egyesiltmilkban kétoldali
mastectomiat és oophorectomiét javasolnak [9].
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A harmadik drokletes formalaynch szindréma Il. A betegségben a vastagbél,
petefészek, ertilés méhtestrak csaladi halmozédasa figyélhetg. Egyes csaladokban
a 2. kromoszoman talalhato MSH2 és MSH6, masokialksomoszoman lévMLH1
gén mutacidja figyelhét meg. A genetikai eltérés hordozasanal a daganat

kialakulasanak valG6sziisége 12% [8].

1.1.3. Klinikai kép

A petefészekrdk sokéig tunetmentes, korai stadinmlzsak aspecifikus
tineteket okoz. Blehaladott stddiumban a daganat a kismedenceiekatrmyomja,
vizelési, székelési ingert, esetleg székrekedéstiz.ollhasi fajdalom, feszllés is
jelentkezhet. Ké&sbb ascites jon Iétre, mely puffadast, teltségétzbéayingert, hanyast
okoz. A beteg legyenglll, lefogy, cahexiassé va#likismedencei idegek 6sszenyoméasa
erss, alsd végtagba sugarzé fajdalmat, a vénak komsgigga alsé végtagi 6démaét,
tromba0zist okozhat. Ritkan vérzészavar is lehettadseég tiinete. A j6 és rosszindulatu
daganatok tlnetei azonosak, a panaszok alapjanietenkilonbséget tenni kozottik
[10].

1.1.4. Shrés

A petefészek elhelyezkedése és a daganat bioldgelkedése miatt a szs
nem megoldott. A petefészek vizsgalataban leginlgtdrjedt modszer a kismedence
transvaginalis vizsgalata, kilénésen Doppler flowrdeal kombinalva. A maédszert
szérum CA-125 tumormarker vizsgalattal szoktak é&szdteni(a CA-125 részletes
leirdsat lasd kétbb). Azonban nagy esetszdml multicentrikus vizsgalabekn
igazoltak a médszer hatékonysagéirérizsgalat formajaban. Az Egyesilt Allamokban
végzett PLCO ("Prostate, Lung, Colorectal and GwaiCancer Screening") vizsgalat
keretében tobb mint 78.00@len végezték el érés keretében a vizsgalatot, azonban
agy talalték, hogy a modszer nem javitotta a béggsortalitdsat [11].

1.1.5. Stadium beosztas és grading

A petefészekrak prognozisanakorejelzésére, valamint a pontos kezelés
megvalasztasara a FIGO (International FederationGghecology and Obsterics)
staddiumbeosztasa hasznélatos, amely 1997 oOta néoroth Ezen kivul a tumor

differencialtsaga (grading) is meghataroz6é tédlyez daganat beosztasaban. E két
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tényesd alapjan dontiink a daganat primer kezelg##sgklinikai gyakorlatban, amit ak
sz. tabldzaban foglaltam dssze.

1. tabldzat: A petefészekrak FIGO stadium beosztasa ésdlelges kezelése (Az

Egészségligyi Minisztérium: A petefészek daganatdliatasarél cini szakmai

protokollja alapjan)

Felfedezett| 5 éves
FIGO A daganat kiterjedése esetek %- [ talélés Teendd
0s ardnya %

[ ovériumra korlatozodik
“ Csak az egyik ovariumban. Egyoldali
A tok ép. adnexectomia
. a A TAH + BSO +
n 'l(\\/htr:)?(kéert) SR 15 80 cseplesz resectio +
. KEMO
Daganat az ovarium felszinén, és/vagy TAH + BSO +
Ic a tok megrepedt, és/vagy daganat cseplesz resectio +
sejtek a hasi mosofolyadékban KEMO
Egy, vagy kétoldali tumor, mely a
kornyezetét infiltralja, de nem terjed t
a kismedencén
TAH + BSO +
Daganat az uterusban vagy a tubdban cseplesz resectio +
= 60 kemo
“ A daganat az egyéb kismedencei Radikalis megoldas
szovetekre terjed + KEMO
e T2a/T2b + daganat sejtek az asciteshen Radikalis megoldéas
vagy a hasi mosofolyadékban + KEMO
Attétek a kismedencén kiviil és/vagy
peritoneumon és/vagy a
retroperitonedlis nyirokcsomoékban.
Tumor a kismedencében van, nincs
pozitiv nyirokcsomoattét. el wEee :
Szdvettanilag igazolt mikroszkdpos SEERIPE [ESEEE &
vettaniiag 1gazolt m P 65 30 KEMO
peritonealis metasztazisok.
m Mint llla, de <2 cm-es makroszképos Radikalis megoldas
peritonealis metasztazisok. + KEMO
. Peritonedlis attét> 2 cm és/vagy pozitiv Radikalis megoldas
Il retroperitonealis nyirokcsomo, illetve
g e + KEMO
ingvinalis metasztazis.
Téavoli (kiveve peritonealis)
v metasztazisok. Pozitiv mellkas 5 5 Radikalis megoldas
citol6gia, maj parenchyma, tavoli + KEMO
superficialis nyirokcsomé metasztazi
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1.2. Szo6vettani tipusok

Az ovarium daganatok szoOvettani klasszifikaciGga,WHO ajanlasa szerint,
figyelembe veszi a daganat kiindulasi helyét. Erinzamegkilonbéztetink felszini
(coeloma v. germinalis) ham, ivarléc (sex cord)rasejt, illetve specialis ovarialis
stroma kiindulasu tumorokat.

Mivel a szdvettani osztalyozas sajat munkam s@dz egyik kulcsfontossagu
|épés volt, ezért a legfontosabb csoportokat dabéditban részletesen is targyalom.

1.2.1. A felszini coeloma hambdl szarmazo6, malignepithelialis tumorok

A petefészek valodi daganatainak 80-90%-a indakzkembrionalis coelomaham
multipotens sejtjeil szarmazd ovarialis felszini hambal [3], illetvefelszini ham
stromaba nyomult apro inclusids cystaibol. MiveMadller ¢ is a coeloma hambdl
szarmazik, az ovaridlis ham multipotens sejtjeielsf genitélis traktus valamennyi
hamfélesége iranyaba differencialédhatnak [12]. dknmegfeleden a ham eredét
petefészek daganatok szévettani sokfélesége figjetheg. Bioldgiai viselkedésiket
eés szoOvettani képuket tekintve a daganatok lehetmmkignusak, malignusak, és
borderline (low malignant potential — LMP) tumorok.

A benignus daganatok hamja egy sejtrébéghll, a sejtmagok egy sorban
helyezkednek el, sejtatipia nincs. Barmely életkarbbfordulhatnak.

A borderline tumorokban a ham fokozott prolifejai észlelhét, papillaris
novedékek keginek, a sejtek tobb sorban helyezkednek el, amgéleit mutatjdk. A
sejtmagok szabalytalanok, tobb oszl6 alak is mggfigets, de stroma-invazié nincsen.
A Dborderline tumorok sokaig csak a petefészekrelalmrdédnak, majd kébb
tulterjednek rajta é€s peritonealis implantacidlepdzhetnek.

A malignus daganatok hamja tobbréteg sejtek atipusosak, sok mitozis
figyelheth meg. Legfontosabb jellerigik, hogy a tumorsejtek infiltraljak a petefészek
stroma allomanyat. Leggyakrabban menopauza uténlftak eb.

A malignus ovarium tumorok haromnegyed része epdlis eredat, egy
részik stroma komponenst is tartalmaz. Az ezengmadi potencidllal rendelkéz
serosus tumoroknal6 fcsoportjait a borderline tumorok és az egyértelmmalignus
carcinomak alkotjak.
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Az alacsony malignitasi potenciallal rendel&eserosus borderlinetumorban a
jéindulatu serosus cystadenomanal nagyobb mérstkousos hamproliferacié van
jelen, stroma invazio nélkul. JO prognozisu tunbe, felszines terjedésre hajlamos,
gyakran kétoldali, és 10-15 év utan is kigjulhat.

Prognosztikailag a fentivel egyezkategdria aserosus borderline tumor
mikroinvazidval. A stromaban fellelhétinfiltrativ sejtek, sejtcsoportok nagysaga nem
haladhatja meg a 10 nfh

A serosus adenocarcinoma leggyakoribb ovarium tumor. Az esetek 50%-
dban kétoldali. A szoévettani differencialtsdg faltaf,grade”) fugdgen valtozik a
progndzis, a szoOvettanilag kevésbé differencialt gadatok kedveitlenebb
korlefolyastak. Tobbféle rendszer szerint osztégiz a differencidltsagot, a
legelterjedtebb &GO haromfokozatu skalaja:

* Grade I.: kevesebb, mint 10% a szolid elem.
* Grade Il.: 10-50% a szolid elem.

« Grade lll .: tébb mint 50% a szolid elem.

1.2.2. Mucinosus tumorok

A mucinosus tumorok kozds szovettani jelléfpza hamsejtek nyakterndel
képessége. A malignus potenciallal rendedkemicinosus tumorok két nagy csoportjat
a serosus tumorokhoz hasonldéan a borderline tumésokz egyérteltien malignus
carcinomak adjak. Ritkdbbak, mint a serosus tiphsmucinosus tumorokban a
malignitasi potencial ndvekedésével parhuzamosgreatagyobb aranyban mutathat6
ki a K-RAS gén mutacidja.

A mucinosus borderline tumorokban a benignus dgstamakhoz képest
nagyobb mérir hAm proliferacio és atipia van jelen, ugyanakkacs stroma invazié.
Szovetileg két altipus, a gyakoribb intestinaliputl és a lényegesen ritkabb
endocervicalis tipusu kulonitléeel. Egylttes prevalencigjuk is joval alacsonyahimt
a serosus ovarium carcinomaé. Az intestinalis @dtigsak az esetek 5%-aban kétoldali,
és altalaban nagy, cysticus képlet formajaban fledzik. Az endocervicalis altipus
esetében a kétoldalisag gyakoribb, 40% koruli. Acimosus borderline tumorok
progndzisa kedvéz ugyanakkor szd@dményt jelenthetnek a hasilregben,

kismedencében kialakul6 invaziv és nem-invaziv angdtumok. A peritoneum

10
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pseudomyxomdjaként ismert elvaltozas esetébenalddtal az etslleges tumor az
appendixben helyezkedik el, az ovariumok érintggs@asodlagos.

A mucinosus adenocarcinoma az 6sszes primer ovaduoror 10%-at adja, és
az esetek otédében kétoldali. A borderline muciedsunoroktél elt&en egyértelri
stroma invaziéval jar6 daganat. A serosus adenmwam@nal jobb progndzisd,

kiloénosen I-es stddiumban. Extraovarialis terjesEtén a prognozis drdmaian romlik.

1.2.3. Endometroid tumorok

Malignus potenciallal a borderline endometroid tumés a szOvettanilag
egyertelni malignitast hordoz6 endometroid adenocarcinomallekkeznek. Az esetek
kis részében endometridzishoz tarsultan alakulnalazonban ez nem diagnosztikus
kritérium. Szovettanilag az endometrium carcinonmakhasonl6 képet mutatnak.

Borderline endometroid tumorok ritkan fordulnak,edz atipusos hamburjanzas
mellett nincs stroma-invazi6. A daganat szerkezetdipusos, cysticus
méhnyalkahartyara emlékeziet

Az endometroid carcinoma a masodik leggyakoribbriawd tumor, részaranya
20%, és az esetek felében kétoldali. Az endometrakkal azonos szoveti szerkaget
és gyakran fordul &l benne lapham-metaplasia. 20%-ban jar egyutt entlimme
rakkal, utébbit régebben attétnek tartottak. Aatiéhcialtsag mértékét az endometrium
rakjaival azonos maodon kell meghatarozni, a prognée differencialtsagtol és a
stadiumtél nagymeértékben fligg.

1.2.4. Vildgos sejtes tumorok

Az ovarium tumorok 10%-at adjak. Peri- és postnpamisaban gyakoriak és
40%-ban kétoldaliak. Jellegzetes vilagos ®zimakancsszeg alakra emlékeitet
sejtektdl éptilnek fel, nem ritkan nagy tomegbenignus megjelenésfibromatosus
komponenssel.

A borderline vilagos sejtes adenofibromatosus turatacsony malignitasu
potenciallal bir6 elvaltozas, atipusos vilagos ebdyil allé mirigyekldl és lbséges
fibrosus stromabdl felépilve. Stroma-invazié ninBsprognézis oophorectomia utan
igen jo.

A vildgos sejtes adenocarcinoma gyakran tarsul metidozissal. Lehet szolid,

gyakrabban cystikus, papillaris, tubularis. A magdtalaban kifejezetten atipusosak,
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mig a struktura lehet jol differencialt, igy a diféncialtsag (grade) megallapitasa nem
alkalmazhato.

1.2.5. A tumorkeletkezés folyamata

A genomikus vizsgalatok azt mutatjak, hogy mucusosdenocarcinomak, a
borderline tumorok és benignus cystadenomak [1Bgé#etikai 6sszetétele rendkivl
hasonlit egymasra. E mellett a K-RAS mutaciok dppersak a borderline tumorokra, a
low-grade tumorokra, valamint a mucinosus adendoamtakra [15]. A fenti
megallapitasokbdl kézenfelen kdvetkezik, hogy a karcinogenezis inkabb az aahen

— borderline tumor — invaziv adenocarcinoma [13,vbhalat kovetheti.

1.3. Petefészekrak kezelése

1.3.1. Mitéti kezelés

Az ovarium tumorok etgdleges kezelése sebészi. Aitéti beavatkozés célja
egyrészt a stadium pontos megéllapitdsa, a tumciinmalis eltavolitasa, valamint
szOvettani vizsgalatra anyagminta vétele.

A mitét tipusa transabdominalis hysterectomia (TAH:ngedbdominal
hysterectomy) kétoldali adnexectomiaval (BSO: bilat salpingo-oophorectomy) és
cseplesz resectidval, éttcsak kivételes esetekben lehet eltérni [16-18heAnyiben
cél a fertilitAs me¢rzése, és a daganat csak az egyik petefészeklmhatal meg,
tovabba a sebészi staging a hasban sehol mashabaeat daganatot, akkor széba j6n
az egyoldali adnexectomia is [19].

Az elvégzett mitét értékelése szerint megkulonboztetiink optimalis,
szuboptimalis ritétet, biopsziat és palliativ {itétet [20]. Optimdlis a mitét, ha
daganatos szOvet nem maradt vissza, vagy a vissadim@daganat szévet legnagyobb
atmesje <lcm.Szuboptimalis mitétdl beszeéliink, ha a visszamaradt daganat szévet
legnagyobb atméje >1cm. Biopszia soran csak szovettani anyagvétel torténik.
Palliativ miitétet a beteg életmiségének javitasa céljabol végezzik (pl.: anus @raet
naturalis), a daganat megkisebbitése nélkuil.

A sebészi kezelés tipusait a stadium beosztas|déigyee vételével a korabban

bemutatottl. sz. tdblazat(8. oldal) tartalmazza.
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1.3.2. Sugarkezelés

A petefészektumorok sugarkezelésének indikacibjatébbi évtizedekben sokat
valtozott, jelenleg kiegésaditeljarasként jon szdba, vagy recidiva, metastdisasa
soran alkalmazzak. Brachyterapia az elvégzetitétn illetve kemoterapia utan
jelentke® centrdlis, hlvelycsonkba tbrrecidiva, illetve az igen ritka hivelyi
lymphatikus metastasis ellatasara szolgal [21].

1.3.3. Kemoterapia

1.3.3.1. Ovarium tumorok kemoterapiajanak altalanoselvei

la és Ib grade 1 tipust daganatoknal 6nmagabaségés a sebészi kezelés.
Ezeknél magasabb stadiumu betegségek esetébennkeépgen javasolt az intravénas
vagy intraperitonealis neoadjuvans kemoterapiaslke422].

Minden hameredétovarium tumoros betegnél a taxol-platina alapu tiowlt
kemoterapia az d@ként valasztandd kezelés (Ib s#irdvidencia, A-tipusu ajanlas)
ennek formaja tartalmazhat paclitaxel-carbopla®By,| docetaxel-carboplatin [24] vagy
paclitaxel-cisplatin kombinacidkat [25].

A kemoterapias ciklusok szamatdderban a daganat stadiuma hatarozza meg.
Korai stadium esetén 3-6 ciklus, migrelhaladottabb stadiumban 6-8 kezelési ciklus
ajanlott [26]. Nem javitja a betegség kimenetdiata beteg 6 helyett 12 kezelési ciklust
kap, ezért altalanossagban hat kezeléssel szamd@lbonkzinti evidencia, B-tipusu
ajanlas). Ez vonatkozik a heti taxan kezelésekreAmnban tumormarkert terndel
daganatok esetén a negativ marker szint elérésemég két ciklus adasa ajanlhaté.
Amennyiben a daganat tumormarkert nem termel, Ugkemoterapias kezelés
megkezdése &t elvégzett CT lelet eredményét hasonlitjuk 6saz€. kezelés utan
végzett CT lelettel. A két érték alapjan dontlnkweabbi kezelésit (kezelés befejezése,
folytatasa, protokolimédositas) [26].

Az alkalmazott kemoterapias szerek éltérellékhatas-profillal rendelkeznek. A
docetaxel-carboplatin altalaban neutropeniat okbzAhgaclitaxel-carboplatin kezelés
szenzoros periférids neuropathiat valthat ki. Alifsae| 6nmagaban a dozis emelésével
az anaemia kockazatat fokozza [24, 27, 28].

Miutan az életmifiség a daganatos betegek kezelése soran alagmetinpont,

fontos megjegyezni, hogy a carboplatin-paclitaxeinkinacio szignifikansan jobban
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toleralhatd, mint a cisplatin tartalmi, azonban isplatin kezelés sokkal olcsobb.
Hazankban ovarium daganatos betegek kezeléséke,velml kezelésként 1999-ig
carboplatin/cisplatin kombinaciét alkalmaztunk. Agészségugyi kormanyzat dontése
alapjan 19994l a carboplatinnal vagy cisplatinnal kombinalt piaclel kezelést is
bevezettik. A magyar kezelési protokollt az Egégiaggi Minisztérium szakmai
protokollja alapjan 4. sz. abramutatja be.
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1. 4bra: petefészekrak neoadjuvans kemoterapias kezeléstidumbeosztas figyelembe vételével hazankban Egeészséglgyi

Minisztérium A petefészek daganatok ellatasarolicsmakmai protokollja alapjan)

St. lavagy Ib

Stlc
Grade 1,2,3

Grade 1

Grade 2

Grade 3

Obszervacio

Obszervacio
Taxol/Carboplatin vagy

Taxol/Cisplatin 3-6 ciklus

A csaladtervezés
befejezése utan
felmerul az egyoldali
adnexectomian atesett
betegeknél a iét
komplettalasa

Taxol/Carboplatin vagy

Taxol/Cisplatin 3-6 ciklus

Primer kezelés
utar

Stll

v

St IV

v

v

Taxol/Carboplatin vagy
Taxol/Cisplatin -6 ciklus

Vizsgalat és Ca-125 2-
4 havonta 2 évig, majd
6 havonta 5 évig
Teljes vérkép évente
Laborok, ha sziikségeq
Ajanlott a csaladi
halmozodas felmérése

Taxol/Carboplatin vagy

Taxol/Cisplatin 3-6 ciklus

Taxol/Carboplatin vagy

Taxol/Cisplatin 3-6 ciklus

vagy
Teljes hasi RT a

mikroszkopikus
attétekrevéalogatott
beteganyagon
vagy
Intreperitonedlis
kemoterapia

megfontolandé optimalisar

operalt betegnél

Vizsgalat

Ca-125
Hasi-kismedencei CT
ha klinikailag
szikséges

Mellkas rtg ha
szikséges
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1.3.3.2. Intraperitonealis kemoterapia

Az intraperitonedlis kemoterapiat olyan betegelaiélmazhatjuk, ahol miliaris
szOrds maradt vissza az egyébként helyesen elvégdpter mitét utan, vagy a
visszamaradt tumor mérete nem haladja meg a 2 |[@8}t Egyidejileg intravénas

kemoterapia is adhato.

1.3.3.3. Bioldgia valaszt médosité hatdbanyagok

Biologiai valaszt médositd anyagok alatt értjuknd@zokat a hatéanyagokat,
amelyek a gazdaszervezet valaszkészségét az ové@nmorral szemben kedwgen
befolyasoljak. Ezek kdzil sok (interferon, thymusrrhon, BCG, Coryneobacterium
parvum, levamisol, tumor vakcinadk, monoclonalisitastek, cytotoxinok, TNF) nem
valt a mindennapi gyakorlat részévé. Ugyanakkor, mém kifejezetten ebbe csoportba
tart6zé vegyllet etsorban a kemoterapia okozta mellékhatasok kivée@désélagy a
gyors feléplilés biztositdsa révén nyujtott szerepiisatt rutin kiegészét eleme az
ovarium daganatos betegek kezelésének (GSF, epghtia szarmazeékok,

amyphostin).

1.3.3.4. Hormonok

Az ovarium tumorok csaknem 75%-a receptor poziéért a progesztagének,
illetve az antiésztrogének potencialis alkoto eleamovarium daganatok kezelésének
[29]. Az ugyancsak megfigyelt androgén receptor itpotAs tovabbi terapiés
megfontolasokat vethet féasd késbb).

1.3.3.5. Célzott terapias szerek

Petefészekrak célzott kezelésében jelenleg az tlegyevizsgalt szer a
bevacizumab, amely egy rekombinadns human monodsoaatitest, mely megkéti a
vasculéris epithelialis ndvekedési faktort (VEGEJzel gatolja a daganat altal kivaltott
erkepsdést, és ezen keresztil a tumor vérellatasat éskadesét is. A szervezetben
bavacizumabot a szokasos kemoterapia mellett kig§ekezelésként adjak. A szer
jelenleg fazis Il kisérleti stddiumban van [30].
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1.4. Kezelés utani nyomonkovetés
komplett remisszié esetén is, a stadiumtdl fliggétigavasolt a beteg obszervacioja és
nyomon koévetése. A komplett klinikai remissziét ktkedképpen definialjuk: negativ
fizikalis statusz, negativ CA-125 szint, valaminf €izsgalattal nem lathaté 1 cm-nél
nagyobb kismedencei nyirokcsomé. A javasolt vizégdéldszerek: mellkas, has,
kismedencei CT, MR, esetleg PET-CT vizsgalat, vatammellkas réntgen végzése
[31].

Amennyiben a kezelést megeben a serum CA-125 szintje emelkedett volt, a
tumormarker rendszeres eltenése is elengedhetetlen [32]. Emelke@A-125 szint
(biokémiai relapszus) minden mas vizsgalatot 2-Gappal megékzve képes ére

jelezni a betegség Klinikai kidjulasat [33].

1.4.1. A betegség kitjulasa

Nagyon rossz a varhatdé prognozis, ha a daganatr@oterapias kezelést
koveen nem huzddik vissza, illetve ha a daganat kigatl& hdénapon belll észleljik.
Ezekben az esetekben (figyelembe véve a jelenlegokollokat) platina rezisztens
tumorrdl beszélink [34]. Miutan ezek a betegek &bHvenalbeli kezelésre nem
reagaltak, tovabbi platina és paclitaxel kezelésnirks értelme. Ezekben az esetekben
méasodvonalbeli kemoterapiat alkalmazhatunk [35].

Azokban az esetekben, ahol a betegség kidjulash mint 6 hénap utan
kovetkezik be, platina szenzitiv betegcsoportobtalak, ezért platina alapu kombinalt
kezelésben részesilnek [35]. HosszU betegség-meeasdust koveét recidiva
esetében a masodlagos cytoreduktiv sebészeti keegl@rtelmien noveli a tulélést,
ezeért ezekben az esetekben érdemes ismétatehvegezni [36].

1.4.2. Masodik vonal (second line) kemoterapia

A primer kezelésre nem reagald vagy recidivalo dwok kezelése
ellentmondasos. Toébb kiprébalt vegyilet kozil adipmalis doxorubicin, etoposid,
gemcitabine, paclitaxel, platina, topotecan, vitluireés az ifosphamid javasolhato.

Ha a daganat a platinat is tartalmazé kombinaltekesze nem reagal Ujabb
platina alapt kombinacioktdl esély nem véarhatd, migsisu kezelés alkalmazasa

szikséges. Ha a recidiva a kezelés befejezése aegianévvel alakult ki (platina
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szenzitiv) és a daganat a primer platina alapu kwéckra jol reagalt, nagy dozisu
platina monoterapia mérlegelieSzamolnunk kell tovabb4 azzal, hogy a magas ddézis
masodik vonalbeli platinaadagolas olyan mértékbarodithatja a veseszotvetet, ami
akadalyat kepezheti teljes dozisu kemoterapia \s&gek.

A magyar kezelési protokollt az Egészségligyi Mitdisam szakmai protokollja
alapjan &. sz. tablazatartalmazza.

2. tablazat. Recidiv ovarium daganatok kezelésben hasznalleaglési sémak.

Hatbéanyag Dozis

Paclitaxel 80 mg/ni hetente

Docetaxel 30 mg/ni 3-4 hetente

Topotecan 4 mg/nf hetente

Liposomalis doxorubicin 40 mg/nf havonta

Gemcitabine 1000 mg/m 1. és 8. napon 21 naponként

1.5. Az ovarium carcinomak prognosztikai faktorai

1.5.1. Klinikai paraméterek

A petefészekrakok 70%-a éekhaladott stadiumban (FIGO 1lI-1V.) kerul
felismerésre, prognézisuk ezért rossz, az atlagéks 40-45%.

A legfontosabb prognosztikai faktor a tumor FIG€bsztas szerinti stadiuma. I.
stadiumban az 5 éves tulélés 90-95%, Il. stadiunTi®an5%, llla stadiumban 30-40%,
[lIb stddiumban 20-30%, mig llic és IV. stAdiumiE® alatti. Az adatok az Egyesiilt
Allamok National Cancer Institute Surveillance Epitiology and End Results
adatbazisabdl szarmaznak.

A prognozist befolyasolja az életkor, a fiatalakdrban ebfordulé tumorok
progndzisa jobb [37]. Befolyasol6 tényemég a beteg altalanos allapota, testsulya
[38], a tumor szdvettani tipusa, a differencialtédka (grade), a cytoreductivinétet
koveben visszamaradt rezidualis daganat mérete [39t@staticumokkal szembeni
rezisztencia mértéke [40], valamint az ascitesnjéte [41]. Az aneuploid tumorok

prognozisa altaldban rosszabb [42].
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1.5.2. A petefészekrak genexpresszio alapu biomariee

Feltételezték, hogy petefészekrakbol készitett exgresszidos vizsgalattal
nemcsak azonositani lehet a hibasdikddd géneket, de ezeket a géneket molekularis
markerkent is fel lehet hasznalni a betegség \esi&kenek leirasara. A hibasaikddd
géneken keresztil meghatarozhatjuk a betegség uiétek karakterisztikajat,
megérthetjik a betegség kifgjesét, és ezen keresztil Uj modszereket fejlesmtkéd
a betegség felismerésére, illetve célzott kezedésér geénexpresszids analizissel
azonositani lehet a petefészekrak karcinogenef&®#3], kulonboad szovettani
szubtipusait [45, 52, 64, 65], a kezelésre adolhseé [66-72], a prognozist és a
progressziot [54, 57, 73-77].

A Kklinikai gyakorlatban azonban a monogénes matkerfelhasznalasa
konnyebben megvalosithatd. Ezeket tumormarkerk&métl hasznalni, amelyekkel a
betegség nyomonkovetése is megoldhat6. Az alabhimaldzeket részletesebben is

attekintem.

1.5.2.1. CA-125

A klinikai gyakorlatban legismertebb a Ca-125 tumarker. Ez a tumorsejtek
altal termelt glicoprotein, melynek szintje megekeelik a beteg vérében. Sajnos ez
sem elég érzékeny a korai stadiumu daganat kinsdtia@tanéha az d@khaladottabb
daganatok esetében sem mutat emelkedést. Ugyanak&oros, dleg a menopauza
kornyékén eiforduld betegség is megemelheti a szérumkoncedtréeréltal sok az
alpozitiv eset. llyenek példaul a gyulladas, endodms, leiomyoma, maj és
vesebetegseg, pancreatitis, colitis, diabetes, ritbuétis, pericarditis, pneumonia,
systemas lupus erythematosus.

A Ca-125 glicoproteint az embrionalis korban aznam sejtek termelik a 7.
terhesseégi heit kezdve, felidtt korban a Mduller-asbol kialakult szervek felszini
epithelium sejtjei allitjdk él. Normalis értéke 35 U/ml alatt van az egészségjesttek
99%-ban. Epithelialis eredetpetefészekrak esetében a betegek 83%-nal észleljik
megemelkedését a serumban. A Ca-125 meghatarozést&el981-re nyulik vissza,
amikor Bast és munkatarsai monoclondlis antitesteikesztettek ki kimutatasara. A
szérumszint nagysaga egyenes 0sszefliggésben vagaaatl direhaladott voltaval,

szovettani tipuséval, malignitadsaval, valamintfgedencialtsag fokaval [78].
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Megfigyelték, hogy a Ca-125 szint emelkedését lefib serosus szovettani
tipusban észlelik. Szérum szintje szignifikansangasabb érehaladottabb, 11/IV
stddiumu daganat esetében. Ugyancsak magasabbetériépunk grade 3
differencialtsagi foki daganatnal, valamint ascjidenlétében. Amennyiben a sebészi
kezelés sordn a tumormaradvany mérete meghaladjd ant-t, szérumszintje
szignifikansan magasabb marad. Az optimalis cytgkebra vonatkoztatott pozitiv
prediktiv értéke 82%, mig negativ prediktiv értél8%. A Ca-125 szérumszintjének
magassaga mind kezelésételmind kezelés utan egyenes dsszefliggésben varhato
élettartammal [79].

A fentiek®l latszik, hogy a Ca-125 kivaléan alkalmas a beiggayomon
kovetésére, valamint a sebészi kezelést K@éveta rezidualis daganat megitélésére
(természetesen csak azon esetekben, ahol mar Ekeddt is emelkedett szérum-
koncentricidt észleltink). Amennyiben a sebészielést koveien a Ca-125
szérumszintje normalizalodik, biztosak lehetiink feenhogy nem maradt vissza
jelents rezidualis daganat. Ugyanilyen ¢sszefliggés éegaykemoterapias kezelésre
is: ha a neoadjuvans kezelést kdeet a Ca-125 szintje cstkken, vagy normalizalédik,
az a kezelés hatasossagat jelzi. A kezelés utanitonadlasban is hasznos szerepet
kap: amennyiben a serum szint novekedését észlefjzkmar joval a képalkoto
eljarasok ditt jelzi a betegség kiujulasat [80].

1.5.2.2. KRT19

Az ebbzoeksl kittint, hogy a Ca-125 bizonyos esetekben alkalmas ugyan
nyomon kovetésre, azonban igimodszernek nem tokéletes, mert szamos mas
betegségben is emelkedett a szérumszintje. Ezémiasz mas biomarker is intenziv
vizsgélat alatt all, kozuluk az egyik legigéretdsed KRT19 gén A&ltal termelt
Cytokeratin 19.

A serumban kering cytokeratin 19 fragmentumok kimutatasat a CYFRA121
assay segitségéveégezhetjik. 41%-0s szenzitivitasaval és 95%-osifipigasaval a
CYFRA 21-1 nem alkalmas s®modszernek, de kivaléan alkalmas a benignus és
malignus petefészek-folyamatok elkulonitésére (abgzds regresszios modellben
p=0,0001). A Ca-125-tel ellentétben serumszintje mneemelkedik meg
endometriézisban és kismedencei gyulladasos bejekisén. A betegség nyomon
kovetésében nem jelentbalt a Ca-125-h6z képest, azonban a rak kezelésgekiné
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szérum szintek kivaléan alkalmasak az @sszesitstt recidiva-mentes tulélés
elorejelzésére [81]. Tovabba a preoperativ szérunmxiintmegjésolhaté a

kemoterapiara adott valasz is [82].

1.5.2.3. HE4

A human epididymal secretory protein E4 (HE4) s#inegy igéretes biomarker.
A gold standardnak szamitd Ca-125 serumszintje melkedik mind epithelialis
eredel serosus petefészekrak, mind a benignus elvaltakatekintett kismedencei
endometridzis esetén, ugyanakkor negativ marad neetlidlis tipuslt ovarium
carcinoma esetén. A HE4 szintie nem emelkedik metpmetridzisnal, ezért a CA-
125-nél specifikusabb biomarker mind serosus, mamtlometridlis petefészekrak
esetén.

Részletes multicentrikus prospektiv tanulmanyok zadfak, hogy ha
fel lehet ismerni az epithelidlis eretigietefészekrakra magas kockazatu betegeket. A

benignus adnex tumorokat a modszer 75%-0s szetasthal képes azonositani [83-85].

1.5.2.4. CDKN1 (p21), CDKN1B (p27), ciklinek, TP58053)

A p21, p27, ciklinek és a p53 mind a sejtosztédéabalyozasdban jatszanak
szerepet. A legkulonfélébb daganatokban azonaditothar hibas rikodésiket,
részletesen vizsgaltak szerepiket epithelialisetifgubtefészek daganatokban is.

A p21IWAF1/CIP1 fehérje egy cyclin-dependens kindz gahbely meggatolja
a CDK2/cyclin E éltal okozott retinoblastoma feleé(pRB) foszforilacidjat. Ezzel
lassitja a sejt osztdédasat a G1-es fazisban. Beedigikban alacsony a génexpresszios
szintje, ami rontja a betegség prognozisat [86, 87]

A p21 ésp27 fehérjéket kddold gének magasabb génexpresshigyaiték meg
alacsony stadiumu tumorokban, valamint ezekben garddokban a kemoterdpiat
koveth recidiva-mentes tulélés jéval hosszabb.orélaladottabb rak esetén
mennyiséguk szignifikansan kisebb, és a recidivatesetulélés is jeleisen lerovidil
[88].

A ciklinek a sejtosztdédas iranyitasaban részivéahérjék, igy nem meglép
moédon szoros 0Osszefiiggést mutatnak a daganatoktipfes@ban megjelén

valtozasokkal. A cyclin D1 pozitiv tumorok esetélsmgnifikansan rovidebb a talélés,
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magasabb a daganat stadiuma, valamint nagyobbészmdtezelést kovétrezidualis
tumor mérete [89]. A cyclin D3 forditott 6sszeflggénutat az ékzéekkel: minél
magasabb koncentraciéban van jelen, annal kevéske&edik malignusan a tumor.
Ahogy haladunk az adenomatdl a borderline tumommedztil az agressziv carcinoma
felé, ugy csokken a szintje a petefészek szovei@@h A cyclin E2 szintje egyenes
aranyban novekszik a tumor agresszivitdsaval [91].

Az apopotozis és senescence szabalyozasi rendszkdbesfontossagip53
fehérje viselkedése intenziv vizsgalatok targyahuman tumorokban a leggyakoribb
hibak kozé tartozik a p53 funkciézavara, aminek dtkezményeként a daganatsejt
képes génhibaval egyitt is osztddni. A sejt a hiétdrokiti utddaiba is, ezzel
sulyosbithatja a genom instabilitasat. Ezt leggghakan mutacio okozza. A p53
szintjében nincs valtozas a normalishoz képest lazs@ny malignus ponteciald
daganatok (LMP tumorok) esetében, azonban agredaganatokban a differencialtsag
fokdval egyltt a fehérje szintézise is drasztikusdivekszik [92]. Cisplatin és
carboplatin kemoterapias szerekkel szembeni rezisid valoszitisége szignifikansan
nagyobb p53 mutacioja, illetve fokozottabb expregazsetén [93].

Megfigyelték, hogy amennyibencyclin D1 ésp53 expresszioja fokozott, és a
p21l és p27 expresszidja csOkkent, akkor a betegség progndmissz, a betegség

tulélésre is.

1.5.2.5. BRCA

A BRCA gének talan a kdztudatban a legelterjedtebbekd@daies entrakkal
kapcsolatban, és a petefészekrdk kialakulasabambltdiet szerepét jeletisen
alabecsilik. Ekdzben minden hetedik petefészektuBRCA mutaciora vezethét

vissza [95, 96], és ezért az aktualis NCCN_ (wwwina) Utmutatdo valamennyi

petefészekturmoros beteg és csaladtagjaik szanmmrajanlja a BRCA statusz
felmérését. A gén egy tumorszupresszor, amelynekéke orokletes, és a csaladi
halmozodasu petefészek- és @k kialakulasara hajlamosit. A petefészektumoros
betegek 12%-anal (ahol nem volt korabban BRCA mdatégirés) az egyik kdozvetlen
hozzéatartozondl is érintettséget mutatott ki [9halldé markerként szignifikansan

alacsonyabb expresszidjat talaltdk agressziv \edéd, elsrehaladott stadiumu
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petefészekrakban. A differencialtsadg fokaban nenetleltérést kimutatni. Minimalis
BRCA1 expresszi6 is vétiatassal bir a tulélés tekintetében [98].

1.5.2.6. Egyéb monogénes markerek
A fentieken kivil szamos mas monogenes markel¢irsak, melyek hatassal
lehetnek a petefészekrak viselkedésére, illetvegrpeszidjara. Ezeket 8. sz.

tablazatban foglaltam dssze.
A bevezetés megirasahoz a jelzett hivatkozdsohkail fdlhasznéltam még a Szilészet-

Nogyogyaszat 2008 (szerk: Papp Zoltan) tankonyvetamviat az Egészségugyi

Minisztérium A petefészek daganatok ellatasarolicsmakmai protokolljat.
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3. tblazat: A petefészekrak monogénes markerei

Jelblés Gén Referencia Jelblés Gén Referencia
CA125 CA 125 [79, 99-101] E2F4 E2F4 [122]
KRT19 Cytokeratin 19  [81, 82] TP53 p53 [92, 93]
KLK6 Kallikrein 6 [102] TP73 p73 [123]
KLK10 Kallikrein 10 [103] BAX bax [124, 125]
IL6 Interleukin-6 [104] BCL2L1 Bcl-xl [126]

IL7 Interleukin-7 [105] BIRC2 clAP [127]
IFNG y-interferon [106] BIRC5 Survivin [128]
FAS sFas [107, 108] TERT hTERT [129]
VEGFR VEGFR [109] EGFR ERBB1 [130, 131]
CCND1 Cyclin D1 [89, 94] ERBB?2 ERBB2 [132]
CCND3 Cyclin D3 [90] MET c-Met [133]
CCNE Cyclin E [91, 110-112] MMP2 MMP-2 [134]

P15 p15 [113] MMP9 MMP-9 [135]

P16 p16 [114, 115] MMP14 MT1-MMP [136]
CDKN1A  p21 [86, 87, 94] WFDC2 Epididymis [83-85]
CDKN1B  p27 [88, 116-118]  (HE4) protein 4

RB1 pPRB [119, 120] SERPINB5  Maspin [137]
E2F1 E2F1 [121] BRCAL BRCAL [98]

E2F2 E2F2 [122] ERCC1 ERCC1 [138]
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2. CELKIT UZESEK

Régota feltételezik, hogy egy sejt, vagy szovetegpressziés mintdzata
egyertelnien meghatarozza a sejt, illetve a szovet biologiselkedését. Ugyanezt
feltételezziik daganatok esetében is, tehat ha réeghauk a daganatszovetben jelen
lévd aktivalt géneket, ezek alapjan meg tudjuk mondastganat szovettani felépitését,
bioldgiai viselkedését, a klinikai kezelésre addifaszat, valamint éte tudjuk jelezni a
betegség lefolyasat, esetleges tulélését. Munkandédom volt ezeket a géneket
meghatarozni petefészekrak esetében.

A daganatszdvetekben meg lehet hatérozni az Ossz®s gént is, de ez
rendkivili anyagi réforditast igényel. Ahhoz, hagiglinikumban ésszéikeretek kozo6tt
lehessen genetikai vizsgalatokat végezni, meg tkatérozni azokat az ugynevezett
csucsgéneket, amelyek génexpressziojat erdemegalnes daganatszévetben. Ennek
meghatarozasara két utvonalon indultam elsEdr is léteznek olyan nyilvanos
génbankok, melyek tudomanyos kutatds céljara hémzébvé teszik kulonbdz
normal szovetekll és betegségekh koztik petefészekrakbol szarmazo mintak teljes
génexpresszils vizsgalatanak eredmeényeit, a pazidgettani tipusat, illetve szamos
esetben hozzafértidt még a mintahoz tartoz6 klinikai adatok is, példawbetegség
kezelése, illetve a daganat kezelésre adott viladzeteg tulélése is. Ezeket az adatokat
megkerestem, illetve tdblazatos formatumban |eteid.

E mellett az irodalomban vannak tanulmanyok, melyednkrét gének
expressziojat vizsgaltak petefészekrak esetéberkeEa tanulmanyokat megkerestem,
és 0sszehasonlitottam a leirt géneket a nyilvdéobankokbdl szarmazé adatokkal.

A fenti két mobdszer alapjan kigjott adatokat a megfel&l statisztikai
modszerekkel feldolgoztam, és minden esetben méagizaam azokat a csucsgéneket,
melyek a legnagyobb valos#aseggel hatarozzak meg a daganat viselkedéseét.

A meghatarozott csucsgéneket ezt kéest klinikai mintdkon teszteltem.
Petefészekrakbdl szarmaz6 szovetmintakafijtgitem az | Sz. Szllészeti és
N3gyogyaszati Klinikan, valamint az Orszagos Onkadditézetben. Osszedjyottem
a mintakhoz tartozo klinikai adatokat is. Ezt kidest megvizsgaltam, hogy a korabban

meghatarozott csucsgéneknek tényleg igazolhatérese a klinikai mintakban is.
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Osszefoglalva vizsgalataim soran a kovetkeardésekre kerestem valaszt:

. Az irodalomban leirt a petefészekrak szovettani osztalyozasaval
0sszefliggésbe hozott génlistak kdzul melyik kéfiggdtlen adathalmazokon is
hatasos osztalyozasra?

. Az irodalomban leirt apetefészekrdk progndzisavaltsszefiiggésbe hozott
génlistak kozul melyik képes flggetlen adathalmapokis hatasos
osztalyozasra?

Daganatos petefészek szovetmintdk microarray alagpénexpresszios
mintazatanak elemzésével azonositani lehet-e olggmeket, amelyek
expresszioja 6sszeflggésben van a betegség progriégsval?

Daganatos petefészek szovetmintak microarray alagénexpresszios
mintazatanak elemzésével azonositani lehet-e olggmeket, amelyek

expresszidja 6sszefliggésben van a tumor szévettdpusaval?
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3. MODSZEREK

3.1. Microarray rendszerek

Munka&m soran génexpressziét vizsgaltam, amelycaocairay technikan alapul.
Ezért az alabbiakban réviden bemutatom a techrmlégiyegét.

A microarray technika a DNS és RNS szalaibridizaciojan alapul. A
DNS/RNS szélakon elhelyezki&dchukleinsavak, a nukleotid bazisparokon keresztul
hidrogénkotésekkel kapcsolodnak egyméshoz. Mindlb tdazispar egyezik meg
egymassal két nukleinsav lancon, annékebb kotéssel kapcsolédnak egyméashoz. Ha
a mintat atmossuk egy nem specifikusanékatkleotid reagenssel, csak azser
egyezést mutatd nukleinsav lancok maradnak egymakbdve (hibridizalva). Ha
fluorescensen jelolt cél-szekvencidkat kapcsolunkiatdkhoz, meg tudjuk hatérozni
azokat a helyeket, ahova a DNS/RNS szalakodddk, illetve a mintdban |év
DNS/RNS mennyiségére is kaphatunk informaciot.

A microarray technikanal az oligonukleotidok egaildd felszinre, altalaban
szilikon alapu felszinre csatlakoznak. Az egyedygi€’ (spot) picomolnyi specifikus
DNS/RNS szekvenciat tartalmaznak, ezeket probakipa#ibe) nevezzik. A préba
tulajdonképpen egy génnek egy rovid szakasza, mmblydizalni képes a specifikus
génnel. Ezzel lehéség nyilik az adott gén azonositasara. Egy szilikelszinre
gyakorlatilag barmennyi oligonukleotid probat fethét vinni, ezzel egymassal
parhuzamosan tébb gén vizsgélatara is tetdef nyilik.

3.1.1. Affymetrix

Az Affymetrix egy vallalat, amely DNS microarragk gyart. 1992-ben
alapitottak az Egyesilt Allamokban a KaliforniaingaClara-ban. Az iizem kezdte el
gyartani a félvezéttechnikan alapul6 ugynevezett gén chipeket (GempsEHEzek arra
szolgalnak, hogy egy bioldgiai mintdn gyorsan écimen azonositani tudjuk aze
meghatarozott egyes géneket. Ehhez oligonukleoitdoarray-eket hasznalnak. Ez azt
jelenti, hogy a szilikon chipre specifikus,6 meghatarozott mRNS oligonukleotid
probakat visznek fel, ezt hozzdk Ossze a biolégi@ntabdl szarmazé RNS
fragmentumokkal, amiket a gén chip photolithogragbhy modszerrel azonosit,
valamint mennyiségileg is analizal. Fontos, hoggh#pen [é¥% oligonukleotidokat,

vagyis azt, hogy milyen géneket kivanunk azonogitdére meg kell hataroznunk.
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Az Affymetrixen Kivil mas technikak is léteznelg@nexpresszio vizsgalatara,
de a tudomanyos életben ez a leginkabb elfogadmisner.

3.1.2. GEO: microarray lerakatok

Gene expression omnibus vagy roviditve GEO National Center for

Biotechnology Informatio(NCBI) altal lIétrehozott nyilvanos adatbazis. Atézet az

Egyesiilt Allamokban a Maryland-i Bethesdaban taféhmelyet 1988-ban az amerikai
Claude Peppeszenator vezetésével hoztak létre. Eikodteti a korabban emlitett

génbankot, valamint a tudomanyos életben kozismalMedet is. Ezek az interneten
elérhed, nyilvanos és ingyenes adatbazisok.

A génbankot 1992-ben hoztak létre. Tobb flggetisabb laboratorium mellett
az eurdpai székhelyeuropean Molecular Biology Laborato(MBL) és a japamNA
Data Bank of Japa(DDBJ) adatbaziséat is koordinalja. A laboratorikredatbézisa

elektronikusan 0ssze van koétve, melyet napi szirftessitenek. 2011 aprilisaban
135.440.924 génszekvenciat tartalmazott, ezek kdddonféle fajok, igy az ember
génallomanya, illetve normalis és mindenféle baighyd, kdztlik tumoros szdévetekb
szarmazd mintak teljes génexpresszios mintazatkérbed. A mintak mellett sokszor
elérheb az ehhez tartoz6 klinikai adatbazis is, bizonysstekben a betegség kezelése

és kimenetele is nyilvanos.

3.1.3. Microarray adatbank felépitése
A vizsgéalat kezdetén szikséges volt egy elegemchagy, génexpresszios és

klinikai adatokat tartalmazo adatbank felépitédehez szisztematikusan atvizsgéaltam a

Pubmed Iittp://www.pubmed.coinés a GEO adatbazist (Gene Expression Omnibus)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ged/ A felhasznalt kerészavak a kovetkék voltak:

“ovarian”, “normal”, “cancer’” and “GPL96” and “GPI®” (ezen utolso keit az

Affymetrix HGU133A és HGU133A+2 microarray platfook hozzaférési nevei). Csak
azokat a tanulmanyokat hasznaltam fel, ahol horzéffiek voltak az eredeti, nyers
microarray adatok és a klinikai adatok is. A vidagdeljes folyamatat, valamint a

vizsgalati utakat a2. sz. abranmutatom be.
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2. 4bra: A vizsgélat folyamatanak attekintése

Két osztalyos SAM analiis az
RT-PCR vizsgalatbél szarmazé
gének elletirzésére

______________________________________________

szOvettani tipus
(szignifikans n=8)

Insilico Nyers adatok n=11 Klinikai
. meta-analizis Mintaszam n=829 . 1 klasszifikacios !
: L | 1 vizsgalat :
Gén listak MASS normalizacio | | Onkol6giai Intézet Semmelweis Egy. I. !
i n=38 ' N Sz. Ni Klinka |
l Centering normalizaci6 | ; |
Parositas affymetrix o */ ) _ Petefészek rak
probakra A probak parositasa Affymetrix L biobank |
: platformra HGU133A) B | :
| ! v — | I 1 |
! Génlistak sirése Adatbazisok egyesitése Klet osztalyos SAM 1 NS Ol il adatox
i (legalabb 50%-0s egyezés)(adatbazisok tartalmazzak a—,  €'€M#ERA SZhOV?tta”J izolalas inikai adatok
! n=16 génexpresszids szignalokat) tipust meghatarozo ! !
; génekre o M ] :
| | l . | RNSminéség elletirzés
l l Expresszié>100( l
Génlisték class Tuléléssel kapcsolatos legalabb egy osztalyban| jL—» R1-PCR fesit a
! comparison analizise génlistak analizise : csucs geneken :
daganat vs. normal (LS/KS teszt) ! :
(szignifikans: n=8) szignifikans génlista n=0

__________________________________________________________________________________________
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3.2. Statisztikai analizis
A letoltott nyers microarray adatokat MAS 5.0 algoussal normalizaltuk az R

statisztikai kornyezetbenhifp://www.R-project.or)y amihez a Bioconductor Affy

csomagjat hasznaltuk fel ht(p://www.bioconductor.ong Ezutdn a GPL570-es

microarray platformot 6sszefésiltik a GPL96 platioral. Ehhez a Netaffx analizis

centrum [ttp://www.affymetrix.cor) microarray tablazatait hasznaltuk (mivel a

GPL570-es platform valamennyi GPL96-0s probat limdaza, az dsszefésilés soran

lényegében a GPL96-on nem szebgpiobakat tavolitottuk el a GPL570-es mintakbdl).
Ezt kdvebten a génexpresszios adatokat a BRB-ArrayTools 30OrORichard

Simon és Amy Peng Lam Aaltal fejlesztett, kutatésiecingyen hozzaférhestatisztikai

program, http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.htil programba importaltuk. A

génhalmazok dsszehasonlitasat elvégeztik a kulérdziwettani tipusokra, valamint a
normalis petefészek szovetre is. A szignifikanamtgt 0,01-ben hataroztuk meg. A
vizsgélat eredményeképpen egy rangsort kaptamjes tgénetikai allomanyra nézve,
amely megmutatja, hogy melyik gének a legfontoskbdaetefészekrak kialakulasa

szempontjabol.

3.3. Klinikai mintagy iijtés

A validaciés vizsgalathoz petefészekrakbdl szatmazdvettani mintakat
gyijtottem a Semmelweis Egyetem |. Sz. Szllészeti égybbyaszati Klinikajan,
valamint az Orszagos Onkologiai Intézdigyogyaszati Osztalyan. A mintagiéseket
az intézmeények etikai bizottsaga felligyelte. Pstadlerakra gyanus betegeknél atén
kapcsan eltavolitott ovariumokbdl kb. 1 &es mintat vettiink. A nyert anyagokat az
eltavolitasukat kovéen azonnal -80 °C-raitbttik le, és ezen asmérsékleten taroltuk
az RNS izolalasaig.

2000 és 2005 kozott 6sszesen 124 petefészekrak@idhazd mintat dgytottem
0ssze. Ezeld) csak azokat a mintakat és Klinikai adatokat hakkam fel, amelyeknél
kivald minbsédi RNS-t sikertlt izolalni, valamint a szdvettani sgglat egyértelen
petefészektl szarmazo6 daganatot igazolt. A fenti kritériumagy€lembe vételével 64

hasznalhatdé mintat kaptam.
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3.4. RNS izolélas és miéségi kontroll

Az RNS-t Qiagen RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germaegitségeével izolaltam.
A mintékat lizaltam és homogenizaltam BOGITC tartalmu lizis pufferrel és® 3-
mercaptoethanol tartalma oldattal. Az igy nyert t&@inPolytron homogenizatorral
centrifugaltam 30-40 masodpercig, majd Proteinasddidttal emeésztettem 55 °C-on 10
percen keresztll. Az oldatot szilikon membranori@em, majd DNase |. kezelésnek
vetettem ala, hogy teljes egészében eltavolitsdifieba genomikus DNS-t. A nyert
RNS-t feloldottam 5Qul RNaz-mentes desztillalt vizben.

A mennyiségi és miségi analizist Nanodrop1000-es készllékkel (BCM,
Houston, TX, USA) és gélelektroforézissel végezt@gilent Bioanalyzer System,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)z RNS A260 és A280
fehérjekoncentraciot és ezek aranyat, vagyis aantisttasagat ugyancsak megmeértem.
Csakis a j0 mifisédi, sérulésmentes RNS-t tartalmazd mintakat fogadthrmelyek
normalis 18S és 28S riboszomalis RNS csikokat nakiat Bioanalyzer analizissel. A
nyert RNS-t -80 °C-ra fagyasztottam le az RT-PCRések elvégzéséig (lasl sz.

abra).
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3. bra: Az RNS mirbségi és mennyiségi elemzése az OV-27/07 BAL&s OV31/07
BAL (B) mintakndl. A jol kivehet 18S és 28S riboszomalis RNS-re vonatkozé csucsok

megbizhatéan mutatjak a minta jo s@geét.

A
0V-27/07 BAL _
[FU] : :
go-{ | , I
| it ( |
60 | S :
| . |
404 | ) N | —
| N, \ |
204 | : | =
el L L |
] P 5 |
5 i 1 L I
I T T T I T I I I I I -
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]
Overall Results for sample 8 : OV-27/07 BAL o
RNA Area: 1,456.0
RNA Concentration: 672 ng/ul
rRMA Ratio [28s / 18s]: 2.3
RNA Integrity Number (RIN): 8.3 (B.02.06)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 8.30
Fragment table for sample 8 : 0OV-27/07 BAL
Name Start Time [s] End Time [s] Area %o of total Area
188 39.94 4255 130.4 9.0
288 46.79 54.28 293.9 202
B
0OV-31/07 BAL -
[FUl j . |
= | |
| |
80— | |
| |
60— | /! |
| ‘ e \ |
404 | I e ; I !
| 13 |
= S| = \ — |
pil B D g
- . A i
| I I 1 ] 1 | | | | | -
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]
Overall Results for sample 9 : 0OV-31/07 BAL
RNA Area: 2,287.4
RNA Concentration: 1,056 ng/pl
rRNA Ratio [28s [ 18s]: 2.0
RNA Integrity Number (RIN): 8.2 (B.02.06)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 8.20
Fragment table for sample 9 : OV-31/07 BAL
Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
188 37.77 44.74 207.2 9.1
288 46.33 57.25 4156 18.2
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3.5. TagMan RT-PCR mérések

TagMan real-time PCR méréseket végeztiink ézettsen kivalasztott 40 gén
expresszios mintazatanak meghatarozasara. A météebtkro Fluidic Card System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitoég) végeztik. A 40 vizsgalt gén
kozo6tt szerepet kaptak a tuléléérejelzésében és a szovettani tipus meghatarozasaban
szerepet jatsz6 gének is. Vizsgéltuk még a kenmutesaezisztencia kialakuldsaban
szerepet jatsz0 géneket (tubulinok és ABC transepek), az endrak kialakulasaért
felelés géneket (mammaglobin-A és synuclein gamma), vataket housekeeping
gént, amelyek a kébbi mindségi kontroll szempontjdbdl voltak fontosak. A
housekeeping gének meghatarozasara azért volt &guksert ezeknek mindendsél
sejtben nikodnidk kell. Hianyukban a sejt elpusztul, igy maginozasuk kontrollként
szerepel a tanulmanyban. A vizsgalt gének@t sz. tablazaban (47. oldal) foglaltam
0ssze. A méréseket az ABI PRISM® 7900HT Sequendedden System segitségével
végeztik, a készulék technoldgiai leirasanak melkjtat.

3.6. A RT-PCR mérések adatainak feldolgozasa

A mérési adatok feldolgozasara az Applied Biosyssedltal fejlesztett SDS 2.2
szoftvert hasznaltam. A kivont delta Ct értékekédimikai adatok szerint csoportokba
rendeztem és parositottaiket. (A delta Ct érték az adott génexpresszioranabtizalt
érték, mely a mintdban talalhaté ribosomalis 18RE4$ PO &tlagos expresszidjahoz
kerilt normalizalasra.) A klinikai adatokbol a mdisia-mentes és teljes tulélést, valamint
a szovettani tipusokat hasznaltam fel csoportaaitas

Ezt kdveben a két csoporton tulélési vizsgalatot (survivahlgsis) végeztem
Significance Analysis of Microarrays (SAM) [139]gitségével. Kaplan-Meier tulélési
elemzést a WinSTAT 2007 for Microsoft Excel progréRobert K. Fitch Software,

Germany) segitségével végeztem.
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4. EREDMENYEK

4.1. A microarray adatok meta-analizise

Osszesen 829 petefészek-minta microarray adaihdttem le. EbBl 806
petefészekrakbdl szarmazé minta (GSE9891, GSE14@3E2109, GSEG6008,
GSE14764, GSE3149 és GSE15578 adatbazisok), vdlaribh egészséges
petefészeksl szarmazé minta (GSE15578, GSE14001, GSE3526, G GSE2361,
GSE7307 és GSE6008 adatbazisok) adatait haszndkbmA teljes normalizalt
adatbazis, mely tartalmazza a MAS5 expresszidkekét és a mintakhoz tartozé
klinikai adatokat, a http://www.kmplot.com/ovar/@ovary normalized.btionlapon
érhetk el.

Ezen kivill felhasznaltam a 38 kordbbi petefésiddalakapcsolatban publikélt

génlistdkat is, amelyeket sz. tdblazatbanfoglaltam dssze. A publikalt génlistdkat
Affymetrix microarray adatokra konvertaltam (ehlazAffymetrix altal, a microarray-
on lew prébak génekkel vald kombinalasara készitett ralbtd hasznaltam). Csak
azokat a tanulmanyokat hasznéltam fel, ahol a géegilabb 50%-at meg lehetett
feleltetni Affimetrix probaknak (n=16). A tanulméokbdl kapott génlistaknal
megnéztem, mennyire képesekorel jelezni fuggetlen analizissel a kilénbséget
normalis és daganatos folyamat kozott, illetve Bhioz szovettani tipusok kozott.
P<0.005-es szignifikancia értéknél 6sszesen nyalalifAciobol szarmazd génlistat
talaltam alkalmasnak a fentiek elkulonitésére. Autmanyokat ak. sz. tablazatban

foglaltam 6ssze.
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4. tablazat: A 2000 és 2010 kdzo6tt megjelent, az ovarium tuntioikdai paramétereit vizsgald tanulmanyokbdl szaxthgénlistak
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Osszefoglalasa. #: Gének szama, V: validalt généha

al

Tanulmany Platform # Vv Mintagy ijtés
Ovarium karcinogenezis
Ono, 2000 [140] custom, 9121 gén 103 RT-PCR (9) v&iom tumor 6sszehasonlitasa normal mintav
Mok, 2001 [44] Micromax 30 RT-PCR and3 ovarium tumor sejtvonal vs. 3 normalis ovarium
IHC (1) epithelialis sejtekkel
Welsh, 2001 [47] AffymetrixHuGeneFl| 18 RT-PCR (3) 4 @alignus és 4 egészséges szovetminta
Tonin, 2001 [46] Affymetrix Hs6000 17 Northern blo# petefészekrakbdl szarmazo sejtvonal vs. 1
(5) normalis petefészekbszarmazé epithelialis sejtek|
Bayani, 2002 [141] custom, 1718 gén 26 RT-PCR (3)7 tuinor 13 betedh
Zhang, 2003 [48] 512 cancer gén 30 - ovarium caragavs. normal ovarium szovet
Donninger, 2004 [51] | Affymetrix HGU133A1150 | RT-PCR (14) 37 &ehaladott staddiumu papillaris serosus
+2 petefészek rak
Lancaster, 2004 [54] AffymetrixHuGeneHL 45 RT-PCR (| 31 serosus petefészek rak minta vs. 3 normalis
petefészek minta
Santin, 2004 [59] Affymetrix 114 RT-PCR (2) | uterusbol és ovariumbdl szarmazdsssrpapillaris
HGU95Av2 carcinomakat elkilérdtgének vizsgalata
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Warrenfeltz, 2004 Affymetrix, U95Av2 | 163 RT-PCR 18 ovarium tumor

[142]

Zhang, 2005 [63] custom, 512 gén 39 IHC (1) ovaraarcinoma vs. normalis ovarium szovet

Le Page, 2006 [55] AffymetrixHuGeneFL126 RT-PCR (13) 65 sztvettenyészet normélis ovaapitmeliumbal,
6800 valamint petefészekrakbol

Bignotti, 2006 [49] Affymetrix HGU133A 140 RT-PCR (6) | 19 frissen fagyasztott serosus laaigilovarium

carcinoma vs. 15 normalis ovarium

Heinzelmann-Schwarz|, Affymetrix custom: 72 RT-PCR (11)] 49 petefészek rak és normalis peteké

2004 [52] EosHu03 szOvetminta

Mougeot, 2006 [57] Affymetrix HGFA 54 - 61 ovarium minta egészseges, valamint kilénfél
chips szdvettani tipusu petefészek rdkok

Jianduan Li, 2008 [56]| - 23 RT-PCR 2 human OSE égaium carcinoma sejtvonal

Lin Zhang, 2006 [143]| array-based CGH 5 RT-PCR S8@feszek rak

Sunde JS, 2006 [144] Affymetrix 7 RT-PCR 37 uneligi®s, 68 microdissectidéssethaladott, és

14 microdissectios korai serosus carcinoma

Lin Zhang, 2007 [61] - 6 RT-PCR 89 petefészek cameia

Grisary 2007 [145] cDNA microarrays 329 RT-PCR 7 normal ovarium vs. 26 serosus ovarium carcing

Klinck, 2008 [146] LISA 48 RT-PCR 25 normal és Zfrasus ovarium carcinoma

Crijns, 2009 [50] GEO GSE 13876 86 RT-PCR 1%fefaladott serosus ovarium carcinoma

Park, 2008 [58] Affymetrix U133+2 33 RT-PCR

ma

62 naintl staddiumu, high-grade serosus carcinolma
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ek

Fedorowicz, 2009 RT-PCR 58 RT-PCR 5 serosus adenocarcinoma

[147]

Quinn, 2009 [148] Affymetrix UL33A 93 RT-PCR norn@lariumbdl sejtvonal, fagyasztott petefész

rakbdél szarmazé szovetmintak

Szdvettani tipus

Ono, 2000 [140] custom, 9121 gén 115 RT-PCR (9) erbsas vs. 4 mucinosus adenocarcinoma

Moreno-Bueno, 2003 | custom, 6386 gén 66 RT-PCR (6 24 endometroid ¥siohendometroid carcinoma

[149]

Zheng, 2004 [65] custom cDNA array 9 - serosus éxdirte és endometroid carcinoma

Heinzelmann-Schwarz], Affymetrix custom: 273 RT-PCR (11) 49 kulénféle tipusu petefészekinanca

2004 [52] EosHu03

Kezelésre adott valasz

Sugimura, 2004 [66] Toyobo arrays 45 RT-PCR (4) d¢Brium carcinoma sejtvonal

Lamendola, 2003 [150] Affymetrix 18 - paclitaxel rezisztens sejtvonal 6sszehasgalita
HGU95Av2 parental SKOV-3 sejtvonallal

Selvanayagam, 2004 | custom, 10692 gén 16 - 8 petefészek carcinoma minta

[68]

Macleod, 2005 [151] Clontech Atlas humai08 RT-PCR (14) cisplatin rezisztens PEO1CDDP desstanlitasa
cancer chip 1.2 PEO1 sejtvonallal

Samimi, 2005 [70] Stanford microarrays 272 - oXalip szenzitiv és rezisztens sejtvonalak




8¢
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mo

Bild, 2006 [71] Affymetrix HGU133A| 165 - rekombinans adenovirus altal transzformaltefa
plus 2.0 petefészek rak sejtvonalak

Cheng, 2006 [72] Stanford microarrays 25 RT-PCR (5% par cisplatin rezisztens és szenzitiv sejtvonal

Prognozis és progresszio

Xu, 2002 [73] BioDoor 4096 array 22 - magas éssalag metesztatikus daganatok és

normalis petefészekszovet

Adib, 2004 [74] Affymetrix 42 RT-PCR (4) | lll. stadiumu serosus adenocarcinesnaormalis
HGU95Av2 ovarium szovet

De Cecco, 2004 [75] custom, 4451 cancers0 RT-PCR (10)| [lI-1V. stadiumu petefészekrakoKati®nito genek
related gén

Lancaster, 2004 [54] AffymetrixHuGeneHFL 40 RT-PCR (| 31 serosus petefészek carcinoma

Ouellet, 2005 [76] AffymetrixHuGeneFL 45 RT-PCR (8) 37 alacsony malignitasu és invaziv petefészek tu

Motamed-Khorasani, | custom, 19200 gén 17 RT-PCR androgén kezelésreadasz gén szabalyozasa

2007 [77] 149 betegnél

Mougeot, 2006 [57] Affymetrix HGFA 61 - 27 petefészek carcinoma

chips
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5. tablazat: Az irodalomban fellelhét szignifikans génlistdk, melyek képesek a
normalis petefészek szovetet a daganatostol elkétin(A), valamint a kulonbdz
ovarium daganatok szovettani tipusait elkil®ménlistak B). A feldolgozast a GEO
adatbazisb6l szarmaz6 adatokkal végeztik: GSEXGSE2361, GSE2109, GSE3149,
GSE3526, GSE6008, GSE7307, GSE9891, GSE14001, GB&1ds GSE15578.
Kiemelés:p <0.005.

Tanulmany Gének p-erték
szama

A, normalis petefészek szovet és daganat elkikmité

1 | Bignotti, 2006 [49] 116 < 0,0001
2  Donninger, 2004 [51] 659 < 0,0001
3 | Fedorowicz, 2009 [147] 28 < 0,0001
4  Heinzelmann, 2006 [13] 20 < 0,0001
5 | Warrenfeltz, 2004 [142] 127 < 0,0001
6  Welsh, 2001 [47] 17 < 0,0001
7 | Grisaru, 2007 [145] 68 < 0,0001
8 ' Quinn, 2009 [148] 71 < 0,0001
9 | Santin, 2004 [59] 4 0,005
10  Zhang, 2007 [61] 7 0,007
11 | Klinck, 2008 [146] 37 0,009
12 Park, 2008 [58] 26 0,048
B, szdvettani tipusok elkilénitése
1 Bignotti, 2006 [49] 116 < 0,0001
2 | Donninger, 2004 [51] 659 < 0,0001
3  Heinzelmann, 2006 [13] 20 < 0,0001
4 | Welsh, 2001 [47] 17 < 0,0001
5 ' Quinn, 2009 [148] 71 < 0,0001
6 | Warrenfeltz, 2004 [142] 127 0,0001
7 | Santin, 2004 [59] 4 0,0009
8 | Mougeot, 2006 [57] 53 0,0021
9 | Fedorowicz, 2009 [147] 28 0,037
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Tuléléssel kapcsolatos adatokat két korabbi taanlinan talaltam (GSE3149 és
GSE14764). Ezek 6sszesen 199 mintét tartalmaznakordbban publikélt génlistak
egyike sem volt képes szignifikansatreljelezni a tulélést ezekben a betegekben.

A letoltott és osszekombinalt microarray adatb@lzislkalmasak voltak a
tulélést és szovettani tipust meghataroz6 génekllceikésére. A szovettani tipus
meghatarozasaban legfontosabb szignifikans gémaekedz. tablazatbarntiintettem fel.

A talélést meghatarozo génekel.asz. tablazatartalmazza.

6. tablazat A tablazatban a legfontosabb gének lathatok, ekekgpesek elkildniteni a
petefészekrak kulonbézszovettani tipusait. Az eredmeények 829 microareaat

felhasznélasaval késziltek.

A Serosus carcinoma (2) vs. minden mas carcinomatigdga

1 2 Relativ  Affy préba Gén Kodol6 fehérje leirasa
valtozas

1251 298 4,19 203824 _at TSPANS tetraspanin 8

505 4329 0,11 206067_s_a WT1 Wilms tumor 1

234 1006 0,23 32625 at NPR1 natriuretic peptide receptor A/guanylate
cyclase A

455 2620 0,17 204885 s a MSLN mesothelin

530 2135 0,24 204457_s e GAS1 growth arrest-specific 1

370 2504 0,14 220196_at MUC16 mucin 16, cell surface associated

1987 7328 0,27 209436_at SPON1 spondin 1, extracellular matrix protein
265 1471 0,18 212909 at LYPD1 LY6/PLAUR domain containing 1

40



DOI: 10.14753/SE.2013.1793

B Endometroid carcinoma (2) vs. minden mas carcan(hy atlaga

1

3163
1809
1216

2633
1098
1988
1501
1138

2

525
413
461

1264
457
544

5268

2156

Relativ

valtozas

6,02
4,37
2,63

2,08
2,40
3,65
0,28
0,52

Affy préba Gén

206067_s & WT1

204457 s a  GAS1
218847 _at IGF2BP2

Kodolo fehérje leirasa

Wilms tumor 1
growth arrest-specific 1
insulin-like growth factor 2 mRNA
binding protein 2

203910 _at ARHGAP29 Rho GTPase activating protein 29

202177_at GAS6
204885 s a MSLN

205979 _at SCGB2A1
218211 s a MLPH

growth arrest-specific 6
mesothelin
secretoglobin, family 2A

melanophilin

C Vilagos sejtes carcinoma (2) vs. minden mas sansa (1) atlaga

1

2251
2698
3370
1052
3456
2728
1032

86

139

2

522
698
499
104
860
200
340

1157

1721

Relativ
valtozas
4,30
3,86
6,75
10,085
4,01
13,62
3,03

0,074

0,081

Affy préba Gén
212148 at
212151 at
204069 _at MEIS1
213317_at CLICS
203917_at CXADR
206067_s al WT1
216035 x_a TCF7L2

PBX1
PBX1

205674_x_al FXYD2

205799 s_& SLC3A1

41

Kodol6 fehérje leirasa

pre-B-cell leukémia homeobox 1
pre-B-cell leukémia homeobox 1
Meis homeobox 1
chloride intracellular channel 5
coxsackie virus receptor

Wilms tumor 1
transcription factor 7-like 2 (T-cell
specific, HMG-box)
FXYD domain containing ion
transport regulator 2

solute carrier family 3 member 1
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D Mucinosus carcinoma (2) vs. minden mas carcin@ihatlaga

1

1415
1477
4071
1447
1495
115
79
236

207

2

100
124
289
198
175
5674
3073
7305

6860

Relativ Affy proba Gén
valtozas
14,01 221950 _at EMX2

11,85 209395 at CHI3L1
14,05 222281 s ¢ NA

7,29 209552 _at  PAX8
8,51 209396 s & CHI3L1
0,02 205009 at  TFF1
0,02 206239 s & SPINK1
0,03 211657_at CEACAMS6
0,03 204623 at  TFF3

42

Kodolo fehérje leirasa

empty spiracles homeobox 2
chitinase 3-like 1
NA
paired box 8
chitinase 3-like 1
trefoil factor 1
serine peptidase gétlo, Kazal type 1
carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule 6

trefoil factor 3 (intestinal)



DOI: 10.14753/SE.2013.1793

7. tablazat: A 15 legfontosabb gén, mely alkalmas a peteféskekédélésének

elorejelzéséreAz eredmények 199 microarray adat felhasznalasaidéettek.

o A~ W N

10

11

12

13

14

15

p-értek
6e-07

3,7e-06

6,8e-06

7,9e-06

1,06e-05

1,42e-05

1,67e-05

1,76e-05

2,23e-05

3,37e-05

5,37e-05

7,35e-05

7,38e-05

8,49e-05

9,31e-05

FDR
0,0128

0,0395

0,0422

0,0422

0,0453

0,0470

0,0470

0,0470

0,0529

0,0720

0,1043

0,1213

0,1213

0,1296

0,1326

HR
0,406

2,164

2,665

2,538

0,668

0,476

2,303

3,021

0,616

0,766

1,435

1,836

1,464

0,61

0,529

Gén
PRPS2

Affy préba
203401_at

200808_s_at ZYX

205248 at DOPEY2
216606 _x_at PHF1
209512_at HSDL2
218397_at FANCL

215566_x_at LYPLA2

214780_s_al MYO9B
209525 at HDGFRP:
214156_at MYRIP

220388 at  NA
207525_s_at GIPC1

204535 _s_at REST
218694 _at

202468 s at

43

ARMCX1

Kodolo fehérje leirasa
phosphoribosyl
pyrophosphate
synthetase 2

zyxin

dopey csalad 2. tag
PHD finger fehérje 1
hydroxysteroid
dehydrogenase-szep
Fanconi anemia,
complementation
csoport L
lysophospholipase Il
myosin IXB
hepatoma-derived
growth factor, related
fehérje 3

myosin VIIA and Rab
interacting fehérje
NA

GIPC PDZ domain
containing csalad, 1.
tag

RE1-silencing
transcription factor
armadillo repeat

containing, X-linked 1

CTNNALI] catenin, alpha-like 1
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4.2. Klinikai adatok feldolgozasa

A klinikai adatokbdl vizsgaltam a daganat szowvettéipusat, a betegség
staddiumat, a daganat differencialtsagi fokat (grade recidivat, a recidiva-mentes
tulélést, az 0Osszesitett tulélést, az alkalmazaindterapia tipusat, valamint a
masodlagosan kialakul6 esnakot.

A betegek atlagos életkora 60+11 év volt. Az @tagisszaesés-mentes talélés
24,5 hénap volt. Osszesen 31 visszaesés volt. &yagunkban az atlagos tulélés 29
honap volt (23 halalesettel). Negyvennégy betegtegsony differencialtsagu serosus,
haromnal magas differencialtsagl serosus dagarmbesetben hatareset (borderline)
serosus tumort talaltunk. Négy betegnél alakultakkezelést kovéen masodlagos
embrak. A pontos klinikai adatokat egyes betegekreomia a flggelék 1. sz.

tablazata tartalmazza.

4.3. TagMan RT-PCR mérések

Tanulmanyunk egyik célja volt a meta-analizislattaghatarozott legfontosabb
gének tesztelése TagMan analizis segitségévelkddimnintdkon. A meta-analizis
segitségével meghatarozott csucs-gének mellett eadalomban fellelhét
petefészekrakkal kapcsolatos géeneket is teszteltik.

A kivalasztott gének expressziojat harotn Szempont koéré csoportositottuk.
Ennek megfelélen a tulélést meghataroz6 gének, a szdvettanit tipeghatarozé gének
és a kezelést koven masodlagosan kialakulé dmdkért felebs gének keriltek
fuggetlen analizisre. A viszonylag alacsony klimikantaszam miatt csak a high-grade
serosus szovettani tipust tudtuk O0sszehasonlitariisazes tobbi szdvettani tipusbol
képzett csoporttal. A génlistak megkilonboatetejét aB. sz. tablazattartalmazza. A
Klinikai valtozokbdl egyedil a daganat stadiumdietedsszefliggésbe hozni a talélési
adatokkal (p=0,02).

4.4. Tulélési elemzések

A tuléléssel kapcsolatos géneket Kaplan-Meier eésmsel dolgoztuk fel. Az
adatfeldolgozasban az atlagos génexpresszid szdéjdiparkét csoportot kuldnitettliink
el. Az egyik csoportot az atlagosnal alacsonyabieggresszié (0), a masik csoportot
az atlagoshoz képest magasabb génexpresszid (idkmatkottdk. Az adatelemzést
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elvégeztik a recidiva-mentes tulélésre és a tdljgsésre is. A Kaplan-Meier plots

analizis eredményét a négy legfontosabb gédAresa.abra tartalmazza.

4. abra. Az RT-PCR vizsgéalatokbdl szarmazd csucsgének dmerkativ ereje a 64

klinikai vizsgalatbél szarmazé mintan. Kaplan-Meilemzés mutatja a visszaesés-
mentes tulélést (RFS) az SNCG és MAPT génekre csagitva. Ez alatt az dsszesitett
talélést lathatjuk az ESR2 és PGR génekre csoptwansAz abrakon az éatlagos
génexpresszios értekeket lathatjuk (0: génexpm@ssZ atlagosnal kisebb, 1:

génexpresszid az atlagosnal magasabb).

SNCG MAPT
1,2
p=0.021
13
R R
N ¥ N - % z
ﬁ x_>§ IR £ E
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Poos f R
0,4 - ESKSEE s T
e () e
0,2 forms
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ESR?2 PGR
p=0.037
z z
z SHOBE - — WX 3
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45



ov

DOI: 10.14753/SE.2013.1793

8. tAblazat: Azon gének, melyek az RT-PCR vizsgalatok alapjgrekék a tulélés és a szdvettani tipusok meghatinaza

Assay ID

Hs00172183 m1l
Hs01105519 m1l
Hs00610327_m1

Hs00902188_m1
Hs00268306_m1

Hs00539278_m1
Hs00268306_m1

Hs00266715_s1

Hs01103751_m1l
Hs00245879 _m1l
Hs00418568 m1l
Hs00610327_m1
Hs00181323_m1
Hs00191351_m1l
Hs01065189 m1l

Gén

PGR
ESR2
TSPANS

MAPT
SNCG

MYRIP
SNCG

GAS1
WT1
MSLN
NPR1
TSPANS
GAS6
ARHGAP29
MUC16

Gén neve SAM q erték Gén 6sszefliggésbe hozhato
Osszesitett tulélés (n=64)
progeszteron receptor 1,62 <0,01 hormon receptor
0sztrogén receptor 2 (ER beta) 1,55 <0,01 hormon receptor
tetraspanin 8 1,54 <0,01 szdvettani tipus
recidiva-mentes tulélés (n=64)
microtubule-associated protein tau -1,61 <0,01 kemoterapias valasz
synuclein, gamma -1,67 <0,01 emibrékra specifikus

recidiva-mentes tulélés a taxol+carboplatin kezelés atesett betegeken (n=51)

myosin VIIA and Rab interacting protein -1,61 tulélés

1,77

<0,01

synuclein, gamma <0,01 emlsrakra specifikus

high-grade serosus daganat vs. mas szovettani tip{rs=64)

growth arrest-specific 1 2,35 <0,01 szovettani tipus
Wilms tumor 1 2,86 <0,01 szdvettani tipus
mesothelin 1,74 <0,01 szOvettani tipus
natriuretic peptide receptor A 2,37 <0,01 szdvettani tipus
tetraspanin 8 -3,71 <0,01 szdvettani tipus
growth arrest-specific 6 0,94 2,53 szdvettani tipus
Rho GTPase activating protein 29 1,38 <0,01 szOvettani tipus
mucin 16, cell surface associated 1,73 <0,01 szdvettani tipus
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Hs00170299 _m1 ZYX ESP-2, HED-2 1,53 <0,01 szdvettani tipus
Hs00188109 m1 MYQO9B myosin IXB 1,68 <0,01 szdvettani tipus
Hs00256958 m1 PHF1 PHD finger protein 1 0,86 2,53 szOvettani tipus
Hs00274988 m1 HDGFRP3 hepatoma-derived growth factor related protein 3 0,94 2,53 szdvettani tipus
Hs00268306_m1 SNCG synuclein, gamma 2,49 <0,01 emibrékra specifikus
Hs01046815 _m1 ESR1 0sztrogén receptor 1 0,87 2,53 hormon receptor
Hs00160607_ml1 PSMB7 proteasome subunit, beta type, 7 0,89 2,53 kemoterapias valasz
Hs00258236 m1 TUBB1 tubulin, beta 1 1,41 <0,01 kemoterapias valasz
Hs00362387_m1 TUBA1A | tubulin alpha 1a 0,96 2,53 kemoterapias valasz
Hs00737065_m1 MAP4 microtubule-associated protein 4 1,62 <0,01 kemoterapias valasz
Hs00742533 s1 TUBB2A | tubulin, beta 2A 1,05 2,53 kemoterapias valasz
Hs00744842 sH TUBA1B  tubulin, alpha 1b 1,46 <0,01 kemoterapias valasz
Hs00893144 g1 TUBB4 tubulin, beta 4 1,13 2,53 kemoterapias valasz
Hs00902188 m1  MAPT microtubule-associated protein tau 0,98 2,53 kemoterapias valasz
high-grade serosus vs. serosus borderline és lowagie daganat

Hs00267190 m1 SCGB2A2 secretoglobin, family 2A, member 2 1,14 4,09 szovettani tipus
Hs00245879 m1 MSLN mesothelin 1,45 4,09 szdvettani tipus
Hs03063307_m1 TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha 2,88 <0,01 tualélés
Hs00188109_m1| MYOQO9B myosin IXB 1,41 4,09 tulélés
Hs00267624 m1  PRPS2 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2 0,68 5,57 tulélés

Hs00194807_ml1  GIPC1 GIPC PDZ domain containing family, member 1 1,30 4,09 talélés
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Hs00733770_m1
Hs00902188_m1
Hs00160607_m1
Hs00219905_m1

DOPEY2
LYPLA2
SNCG
TUBA1B
TUBB2A
TUBB4
MAP4
TUBB1
TUBA1C
MAPT
PSMB7
ABCC1

DOI: 10.14753/SE.2013.1793

dopey family member 2
lysophospholipase Il

synuclein, gamma

tubulin, alpha 1b

tubulin, beta 2A

tubulin, beta 4
microtubule-associated protein 4
tubulin, beta 1

tubulin, alpha 1c
microtubule-associated protein tau
proteasome subunit, beta type, 7

ATP-binding cassette, sub-family C, member 1
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1,67
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1,08
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kemoterapias valasz
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kemoterapias valasz
kemoterapias valasz
kemoterapias valasz

kemoterapias valasz
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5. MEGBESZELES

A petefészekrak molekuléris genetikai vizsgélagtanégvilagitasba helyezi a
betegség kialakulasat. Az irodalomban fellelhedrabbi vizsgalatok korlatait atlépve a
Gene Expression Omnibus altal eléthetyilvanos adatok segitségével valodi meta-
analizist végeztem. Osszégypttem az Osszes fellelitekorabbi publikaciot, mely a
petefészek karcinogenezisével, szdvettani tipusa@sgorognozisanak @kejelzésével
foglalkozott. A meta-analizis alapjan azonositoit géneket RT-PCR vizsgalattal

validaltam 64 petefészek daganatban szehpédiens mintain

5.1. Multigénes markerek klinikai alkalmazhatésaga

Munkam soran ébkzOr megvizsgaltam az irodalomban fellethebsszes
génexpresszids vizsgalatot, amely a petefészeKrékkasolatban allhat. A kilonbdéz
vizsgélatok kulonb&z microarray technikékkal készultek. Ezek alapjdazésen 463
gént talaltam, melyek Osszefiiggésbe hozhatdk désetkrak szOvettani tipusaival.
Ugyanakkor egyetlen olyan gént sem talaltam koztillelyet azonositottak volna
legalabb két kulonbdzvizsgalatban [152].

A génexpresszils analizissel azonositani lehewvadum karcinogenezisét [43-
63], a kilonboé szovettani szubtipusait [45, 52, 64, 65], a kexel@dott valaszt [66-
72], a prognozist és progressziot [54, 57, 73-A4.idézett tanulmanyok azonban
rendkivil heterogének, a legtdbb esetben alacsomtasaamon, eltér géneket
vizsgéltak. Az alabbiakban a tanulméanyokbdl kiemekzokat, ahol olyan génlistdkat
azonositottak, amelyeknél a metaanalizis segiteégegzignifikansan igazolni tudtam
a géenek jelerdségeét.

Bignotti és munkatarsai [49] 19 serosus papillpesefészek rakbdl szarmazo
fagyasztott szovetmintat hasonlitottak ©0ssze 15mébs petefészek epithelium
sejtvonalbdl szarmazo6 mintaval. Munkajukhoz quatititRT-PCR és oligonukleotid
microarray technikat hasznaltak. Osszesen 142 gé@nonositottak, melynek
expresszidjaban kuldnbség volt a normalis és rakfiek kozott. Eredményeiket nekem
is sikerult igazolnom, az altaluk kdzolt génlistdkkzignifikAnsan el lehetett kiloniteni
a metaanalizis alapjan nyert adatok szerint is@sas ovarium carcinomat.

Donninger és munkatarsai [51] 376relhaladott stadiuma serosus papillaris

rakbdl szarmazd szovetet vizsgaltak oligonukleatidroarray technikaval. 1191 gént
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azonositottak, melynek expresszidjaban eltérésavolbrmalishoz képest. Ezeket RT-
PCR vizsgalattal validaltak, majd 14 csucsgént rbatak meg. Ezek jeletgégét
nekem is sikerdlt igazolnom.

Fedorowicz €s munkatarsai [147] 100 gén expregdziiasonlitottak dssze ot
formalinban fixalt, paraffinba &gyazott, 6t azonndkfagyasztott serosus
petefészekrakban, valamint normalis petefészeketetiv A vizsgalatban teljes genom
Agilent microarray technikat alkalmaztak. Bar véiilénbség a frissen fagyasztott,
valamint a beagyazott szovetmintak RNS ésépgeben, mindkéit szignifikansan el
lehetett killoniteni a normalishoz képest. A legbsabb gének Klinikai értékét nekem is
sikerult igazolni.

Heinzelmann és munkatéarsai [13] 49 kulonféle sitémetipusu, de petefészek
eredett epithelidlis carcinomat hasonlitottak 0ssze oligdeotid microarray
technikaval. Vizsgélatukban a mucinosus rakra faéliak, és 20 gént azonositottak,
amelyek szignifikAnsan elkilonitettéket mas szovettani tipusoktol. Ezeket a géneket
nekem is sikerilt azonositani.

Warrenfeltz és munkatarsai [142] 18 petefészekotodl szarmazo mintat
vizsgéltak Affymetrix probakon, melyek kdzott vddenignus, borderline, alacsony és
magas malignus potenciallal rendelkedaganat is. A kemoterapiara adott valasz
szempontjabol is vizsgaltak a géneket. 163 génessgiojaban sikerult kilonbségeket
kimutatniuk a kilénb&z tumorok esetében. Metaanalizisem alapjan a kdEnfé
szOvettani tipusokat szignifikdnsan elklloniti avagolt génlistajuk, azonban a
kemoterapids valaszéekjelzésében nem bizonyultak hasznalhaténak artemylban
azonositott gének. Valostileg a vizsgalatukban felhasznalt mintaszam tulsalagnak
bizonyult valédi 6sszefiiggések levonasahoz.

Welsh és munkatarsai [47] 24 malignus és 4 eggegsézivetmintan
oligonukleotid microarray technikaval és RT-PCRid&tioval 6000 gén kodzul 19-et
azonositottak, melyek képesek voltak elkiloniteniaganatos szdvetet a normalistol.
Ezek a metaanalizisem alapjan is szignifikans geéglekizonyultak.

Grisaru és munkatarsai [145] 7 normalis és 26 sseropetefészek rak
génexpressziojat hasonlitottdk dssze RT-PCR éariay technika segitségével. 329
gén esetében mutattak ki szignifikans dsszefligy@ssgalataimban a 329 géfiba

legeBsebb szignifikanciaval rendelképéneket nekem is sikerult kimutatnom.
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Quinn és munkatarsai [148] mMRNS microarray géresgmion alapuld Ziplex
technikat hasonlitottak 6ssze az Affymetrix génpcpiatformon alapulé technikaval.
Normal ovariumbdl szarmazd sejtvonalat, valamingyéesztott petefészek rakbol
szarmaz6 szovetmintakat, illetve sejtvonalakat masak fel. 93 geént vizsgaltak,
melyek kilonboztek a normalis és kéros mintakbaekekozil 75 gén volt, amely
mindkét platform esetén egyez eredményt adott. Ezekb a lege6sebb

szignifikanciaval rendelkéket nekem is sikertlt kimutatnom.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy vizsgalatommal sériilt alatamasztanom
tobb, az irodalomban felleligtés a petefészekrakkal kapcsolatos géneket aténosi
tanulmany Kklinikai jeleriiségét. A 16 kordbban megjelent génlistdbol mind®Hsdz
esetben sikerult szignifikans dsszefliggést taklkdrkép viselkedésével kapcsolatban,
és egyik génlista sem bizonyult szignifikansnaleadtést kovét talélés ebrejelzésére.

A legvaldszitibb magyarazata annak, hogy a vizsgalatokat nerartudtprodukalni, az

lehet, hogy a korabbi vizsgalatokban csak alacsesgtszamokat hasznaltak fel.
Szerepet jatszhat még az is, hogy nem azonos ddpakologiai paramétereket
hasonlitottak 6ssze, a nyers klinikai adatok fejdeisara kulonféle adatfeldolgozasi
mobdszereket hasznaltak, valamint egyes tanulméanyahktro vizsgalatok soran nyert
adatokat dolgoztak fel. A vizsgalatokhoz felhaszmétroarray platformok is rendkivul

kulonbodek voltak. Példaul a Donninger tanulmanyban [51¢rasitott 1191 gén

k6zul mindéssze 659 gént lehetett Affymetrix platihoz hozzarendelni. Erdekes
moédon azon tanulmanyok, amelyek alkalmasak voltakhoamalis és daganatos
petefészek szovet elkulonitésére, a kuloBb&zovettani tipusok elkilonitésére is

alkalmasak voltak.

5.2. A szOvettani osztalyozas monogénes markerei

Vizsgalatomban sikerllt azonositani és validalnipetefészekrak kulonféle
szovettani tipusait meghatérozé géneket, és ekmsiilt alatamasztani azt a korébbi
elméletet, hogy a daganat génexpressz0s mintddktdmas a szOvettani tipus
megallapitasara. A magas malignitassal rendélkerosus ovarium carcinomat klinikai
mintakon is egyértelifen azonositani lehet a kovetkegénekkel: GAS1 (growth
arrest-specific 1 fehérje)WT1 (Wilms tumor 1), MSLN (mesothelin), NPR1
(natriuretic peptide receptor A/guanylatecyclase, A)SPANS8 (tetraspanin 8),
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ARHGAP29 (Rho GTPase activating protein 23UC16 (mucin 16, cell surface
associated),ZYX (ESP-2, HED-2),MYO9B (myosin IXB), SNCG (synuclein,
gamma/breast cancer-specific protein IJUBB1 (tubulin, beta 1), MAP4
(microtubule-associated protein Z)JBA1B (tubulin, alpha 1b).

Vizsgalataim alapjan &OP2A gén (topoisomerase (DNS) Il alpha) képes
elkiloniteni a magas malignitasu serosus tumoralazsony malignitdsu borderline
daganattdl. A gén a sejtciklus szabalyozasabagtydl a sejt proliferacioban jatszik
szerepet. A gén a 17-es kromoszéma ql2-g21 régidjhblyezkedik el a BRCAL gén
kozvetlen kozelében [153]. Egyes tanulmanyok a T®BRpresszidjanak fokozdédasat
mutattédk ki malignus petefészek daganat esetéldst],[lletve feltételezik szerepét a
kemorezisztencia kialakulasaban is [155]. Platinpiakemoterapias kezelést ke,
amennyiben a daganat recidival, a gén csokkentesgpiojat lehet kimutatni a recidiv
tumorban, illetve a recidiv daganat kemoterapi@zsetenssé valik, amennyiben a
TOP2A gén expresszidja csokkent [156, 157]. A feamulmanyok egyike sem
vizsgalta, hogy van-e kulonbség a génexpresszidekében a borderline és malignus

daganatok kozott. Ezt élsek nekem sikerult leirni.

5.3. A tulélés abrejelzése

Beteganyagunkban harom gént sikerllt azonosiE®RQ 6sztrogén receptor 2
(ER beta),PGR progeszteron receptor d$SPANS tetraspanin 8) mely alkalmas a
kezelést kovét teljes tulélés érejelzésére, valamint két gént sikerllt kimutatni
(MAPT microtubule-associated protein tauSNCG synuclein, gamma (breast cancer-
specific protein 1)) amik a recidiva-mentes tulgjéezhetik ebre.

Az ESR2 (6sztrogén receptor 2) a sejt proliferacioban és apoptdzis
szabalyozasaban jatszik szerepet. Lurie és muskatfit58] bebizonyitottdk, hogy
bizonyos génpolimorfizmus esetén a petefészekrakakulasanak esélye megn
Ugyanezt populaciés szinten mas munkacsoport mlta[159].

Korabbi vizsgalatok arra utaltak, hogy alacsony lignas potenciallal
rendelked, valamint low-grade petefészek rakok esetében s#ragén receptor
nagyobb aranyban fordul éel Ez azt sugallja, hogy ezen daganatok esetében a
kezelésében nagyobb szerepet kaphat a hormonakéekeg160]. Tanulmanyunkban a
microarray adatok azt mutattdk, hogy az Osztroggeeptort kdédolé génESR2)
expresszidjdban kimutathato kilonbség volt az alacgs magas malignus potenciallal
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rendelked daganatok esetében. Amennyiben a daganat Osztregéptor ESR2)
és/vagy progeszteron recept®GR) pozitiv, a varhaté tulélés is magasabb. Hasonlo
0sszefliggést sikerllt kimutatnia Sinn munkacso@oaly [161] is. Cikkiket azonban
mar a mi kézleményunk utan, 2011 novemberében laltak.

Az, hogy a tuléléssel kapcsolatos gének kozoétthleemonreceptor is van (az
dsztrogén és progeszteron receptora), arra utdiogly a petefészekrak kezelésében
nagyobb hangsulyt kell forditani a receptor statwszsgalatara, és az esetleges
hormonkezelésre. 2012 januarjaban jelent meg Lemwsatarsai tanulmanya [162],
melyben sejtvonalakon tesztelték az antiésztrogérokifen és progeszteron adasanak
hatasat. Mindkét szer dnmagaban is novelte a KepciG1l fazisaban szabalyozo6
szerepet jatszé p2l, p27, plé és phospho-pRb é&zintjelyek a sejtosztodas
leallitasdban jatszanak szerepet. Ezek pontosadtatédsbiomarkerként vald esetleges
felhasznaldséat a "Petefészekrak génexpresszié aiaptarkerei” fejezetben irtam le.
Amikor a sejtkultarat kalon-kalon, illetve egyszerrkezelték tamoxifennel és
progeszteronnal, a sejtosztodast gatlé hatasbarvakikimutathatd kilonbseég.

Tanulmanyomban még a tetraspani(iT8 PANS8) szerepét sikertilt igazolnom a
tulélés ebrejelzéseben. A gén egy fehérjét kddol, mely aszarembran szupercsalad 4
része. Ennek megfeten egy olyan transzmembran fehérje, mely jelaivitel
folyamatokban jatszik kdzvetitszerepet a sejtfelszin két oldala kdzott. Szerdpetik
a sejt fejpdésében, aktivitasdban, ndvekedésében és motiasédgyancsak képes
komplexet alkotni a sejtfelszini integrinekkel, e a sejt extracellularis matrixhoz
kotodésében jatszanak szerepet. A tetraspanin 8 szereteéészek daganatokban még
senki sem vizsgalta.

A recidiva-mentes tulélést vizsgalatombarMAPT (microtubule-associated
protein tau) és a8NCG (synuclein gamma) volt képese jelezni.

A MAPT a microtubulusok stabilizalasaban jatszik kulcssaet. A tubulinok
alfa és béta alegysége dimereket alkot, majd ezekneerek kapcsoldédnak 6ssze
mikrotubulusokka, melyek a sejtek hielgazat alkotjak. Ezt a folyamatot iranyitja a
MAPT gén. A MAPT legnagyobb aranyban a ko&zponti grdadszert felépit
neuronokban aktiv, az axonalis microtubulusok rEthasaért és flexibilithsaért fedal.
Hibas mikodése esetén a microtubulusok szétesnek, ami diémen és Alzheimer
korhoz vezet [163]. A gén a 17-es kromoszéma qjioj@an helyezkedik el, a
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kordbban emlitett TOP2A és BRCAL gének kozvetlepeldben. AMAPT szerepét
petefészek daganatokban még senki sem vizsgéalta.

A gamma synuclei®NCG (breast cancer-specific protein 1) szerepe a n@ma
sejtmikddésben nagyrészt még jelenleg is ismeretlen.o8izbhogy fontos szerepet
jatszik a neurdlis folyamatokban, koérosikiidése Alzheimer és Parkinson kor
kialakulasdhoz vezet [164]. A geénnek fontos szere@a még az erbiak
progressziojaban is, innen is szarmazik masodile iflereast cancer-specific protein 1).
Jiang és munkatéarsai [165] kimutattak, hogy a gékduése gisen stimulalja a ligand
fluggd transkripcids aktivitasdt az 0Osztrogén receptanelt- embrakbol szarmazo
sejtekben. Az SNCG aktivitas névelése egyérteimfokozta az 6sztrogén receptorok
képzdéseét eés a sejtndvekedést. Szintjenek csokkerzédsztrogénflgy sejtosztodas
gatlasat valtotta ki. A synuclein altal kivalto#j®sztodast antiosztrogének hatékonyan
gatoltdk. Gupta és munkatarsai [166] a gén mefijaci vizsgaltdk endl és
petefészekrak sejtvonalakon (normélis & petefészek epithelidlis sejtekben a gén
inaktiv allapotban van). A gén metilaciés mintazawvetspecifikusnak bizonyult,
vagyis mas régiokban volt kimutathaté az &nmhint a petefészek sejtekben. Mindkét
daganatféleségben a sejtosztdédas gatlasa az SNe&BEslilaciojahoz vezetett, ezzel a
gén expresszidja gatolva volt. A gén hypometilaciaj génaktivitds fokozédasahoz,
illetve a sejtosztddas felgyorsulasahoz vezetett.

Ertekezésenth egyértelntien latszik, hogy a petefészekrak genetikai vizsgala
még korantsem letisztult tudomany. Jelenleg a Isétpg kialakulasaban és
viselkedésében szerepet jatsz6 geének meghatérétasamunk. Ebben képvisel
elérelépést dolgozatom. Uj jébeli modszerek, mint példaul az RNS-szekvenalas,
varhatéan lehévé fogjak tenni, hogy kulonbéz adatokat, mint genotipus,
génexpresszid és fenotipus egymassal 0sszekdséfinkzaltal egy olyan komplex
metaanalizis lehéségét teremtsik meg, amely a bioldgiai folyamatakomboz
szintjeit is 6sszekapcsoljak egymassal.

Statisztikai eredményeink alapjan még meg kelfgggem, hogy a jd@ben csak
nagyobb, kb. 1000 beteget magaba foglalé klinikiautam lehet ennél ésebb prediktiv

értéki vizsgalatot végezni.

54



DOI: 10.14753/SE.2013.1793

6. KOVETKEZTETESEK

A Gene Expression Omnibus éltal elétheyilvanos adatok segitségével végzett
meta-analizis eredményét teszteltem az irodalombeltelhet® 0Osszes korabbi
publikacioval, mely a petefészek karcinogenezisévetdvettani tipusaival eés
prognozisanak éfejelzésével foglalkozott. A kapott génlistdkat ekbveten
petefészek rakban szenveaketegek klinikai mintéin validaltam RT-PCR segjeséel.

Munkam alapjan a kovetkéxovetkeztetéseket lehet levonni:

A magas malignitassal rendelkeserosus ovarium carcinomat egyeértéibm
azonositani lehet a kovetkezgénekkel: GAS1 (growth arrest-specific 1 fehérje,
p<0,01), WT1 (Wilms tumor 1, p<0,01), MSLN (mesdithe p<0,01), NPR1
(natriuretic peptide receptor A/guanylatecyclasepA(,01), TSPANS8 (tetraspanin 8,
p<0,01), ARHGAP29 (Rho GTPase activating protein@&,01), MUC16 (mucin 16,
cell surface associated, p<0,01), ZYX (ESP-2, HEP<D,01), MYO9B (myosin IXB,
p<0,01), SNCG (synuclein, gamma/breast cancerfpguiotein 1, p<0,01), TUBB1
(tubulin, beta 1, p<0,01), MAP4 (microtubule-asst&d protein 4, p<0,01), TUBA1B
(tubulin, alpha 1b, p<0,01).

A TOP2A-t (topoisomerase (DNA) Il alpha, p<0,01ngépes elkiloniteni a
magas malignitdsu serosus tumort az alacsony nitakgnborderline daganattol.

Harom gént azonositottam (ESR2 6sztrogén recep(BR2beta, p<0,01), PGR
(progeszteron receptor, p<0,01) és TSPANS8 (tetraspd, p<0,01), mely alkalmas a
kezelést kovéttulélés ebrejelzésére.

Két gént mutattam ki (MAPT microtubule-associatedt@in tau, p<0,01 és
SNCG synuclein, gamma (breast cancer-specific jprdtep<0,01)), melyek a recidica-

mentes tulélést jelezhetikoee.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Gene Expression Omnibus altal elétheyilvanos adatok segitségével valadi
meta-analizist végeztem. Osszesen 829 petefésbékisrarmazd minta (11 adatbazis)
felhasznalasaval egy teljes, normalizalt adatbazesttam Iétre, mely tartalmazza a
génexpresszids értékeket és a mintakhoz tartomikédiadatokat. Osszegjgottem az
irodalomban fellelnét 0Osszes kordbbi publikaciot, mely a petefészek
karcinogenezisével, szOvettani tipusaival és proigadak direjelzésével foglalkozott.
Ezeken megvizsgaltam, hogy képesekéeeejelezni fliggetlen analizissel a kilénbséget
normalis és daganatos folyamat kdzott, illetve Bmiioz szovettani tipusok kdzott. A
38 korabbi tanulmanybdl 6sszesen 8 tudta a pewléslz szOvettani tipusat 6ee
jelezni.

A meta-analizisl szarmazé adatbank felhasznalasaval sikerilt ntégimni
0j, a betegséggel kapcsolatba hozhaté géneket.eEzmkefészek radkban szented
betegek klinikai mintdin validaltam RT-PCR segitség. 2000 és 2005 kozott az
Onkoldgiai Intézetben és az |. Sz. Szilészeti &pyBigyaszati Klinikdn mintagijtést
végeztem. Osszesen 64 j0 GBadi mintat nyertem. Vizsgaltam a betegség szovettani
tipusat, stadiumat, differencialtsagi fokat (grada) recidiva-mentes és 0Osszesitett
tulélést, a kemoterapia tipusat €s a kezelésret adtdszt, valamint masodlagosan
kialakulé emérak bekovetkeztét.

Azt taldltam, hogy a magas malignitdssal rendélkeserosus ovarium
carcinomat egyeérteltien azonositani lehet a kovetkegenekkel: GAS1 (growth arrest-
specific 1 fehérje, p<0,01), WT1 (Wilms tumor 1,0p&1), MSLN (mesothelin,
p<0,01), NPR1 (natriuretic peptide receptor A/guatecyclase A, p<0,01), TSPANS8
(tetraspanin 8, p<0,01), ARHGAP29 (Rho GTPase atitig protein 29, p<0,01),
MUC16 (mucin 16, cell surface associated, p<0,@MX (ESP-2, HED-2, p<0,01),
MYO9B (myosin IXB, p<0,01), SNCG (synuclein, gamiwa&ast cancer-specific
protein 1, p<0,01), TUBB1 (tubulin, beta 1, p<0,00)AP4 (microtubule-associated
protein 4, p<0,01), TUBA1B (tubulin, alpha 1b, p&®D). Valamint talaltam egy gént, a
TOP2A-t (topoisomerase (DNA) Il alpha, p<0,01), ynkEpes elkuloniteni a magas
malignitasu serosus tumort az alacsony malignitésderline daganattol.

Harom gént sikerult azonositani (ESR2 6sztrogéapter 2 (ER beta, p<0,01),
PGR (progeszteron receptor, p<0,01) és TSPAN&&eanin 8, p<0,01) mely alkalmas
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a kezelést kovéttulélés ebrejelzésére, valamint két gént sikerilt kimutatkiAPT
microtubule-associated protein tau, p<0,01 és SN@ticlein, gamma (breast cancer-

specific protein 1, p<0,01)) amik a recidiva-merntgélést jelezhetik éfe.

Roviden:

1. Vizsgalatom szerint a korabban megjelent tanulmiéankodzil Bignotti [49],
Donninger [51], Heinzelmann [13], Warrenfeltz [142], Welsh [47], Quinn
[148], Santin [59], Mougeot [57] és Fedorowicz [147] munkéi képesek
elkiloniteni génexpresszios mintazat alapjan afg@stekrak kiulonbdz szovettani
tipusait egymastol.

2. Az irodalomban leirt, petefészekrak prognoézisawszéfiiggésbe hozott génlistak
kozul egy sem volt képes fliggetlen adathalmazogdaiasos osztalyozasra.

3. Daganatos petefészek szovetmintdk génexpressziGtizatanak vizsgalataval
harom gént sikertlt azonositanE§R2, PGR és TSPAN8) mely alkalmas a
kezelést kovét teljes tulélés ebrejelzésére valamint két gént sikerdlt kimutatni
(MAPT és SNCG), amelyek arecidiva-mentes tuléléstjelezhetik ebre. Ezen
Osszefliggéseket fiiggetlen mintakon RT-PCR-relazatiam.

4. Daganatos petefészek szovetmintak génexpresszitsazaianak elemzésével
azonositottam és RT-PCR-rel igazoltatizenharom olyan gént, amelyek
expresszioja Osszefiiggésben van a tumor szévettatipusaval Végezetil
azonositottam egy gentQP2A), mely képes elklléniteni magas malignitasu

serosus tumort az alacsony malignitasu borderlineabanatt6l.
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8. SUMMARY

Transcriptomic analysis of global gene expressiorovarian carcinoma can
identify dysregulated genes capable to serve aseaular markers for histology
subtypes and survival. To overcome limitations kdvpus studies due to low sample
sizes | gathered several datasets from Gene Exgmne@smnibus to perform a true meta-
analysis of ovarian-cancer signatures. 829 samfilésdatasets) were downloaded.
Than | collected all the previous publications aenming ovarian cancer carcinogenesis.
The predictive power of 38 previously published gsets was assessed. Of these, only
8 were capable to discriminate histology subtypes.

To overcome the differences in previous studiesy predictors were identified
using the 829 samples. Between 2000 and 2005 eatell ovarian cancer samples in
the ' Department of Obstetrics and Gynecology of the r8elweis University in
collaboration with the National Institute of Oncglo Overall 64 samples were capable
for further examinations (median relapse-free sav24.5 months, median overall
survival 29 months, 51 had serous histology, theraye age 60 years) and performed
TagMan RT-PCR analysis for the best 40 genes adsdcwith histology subtypes and
survival.

Over 90% of subtype-associated genes were corditmgethe RT-PCR results.
These include GAS1 (growth arrest-specific 1 prote0,01), WT1 (Wilms tumor 1,
p<0,01), MSLN (mesothelin, p<0,01), NPR1 (natriiretpeptide receptor
A/guanylatecyclase A, p<0,01), TSPANS8 (tetraspahinp<0,01), ARHGAP29 (Rho
GTPase activating protein 29, p<0,01), MUC16 (mut8) cell surface associated,
p<0,01), ZYX (ESP-2, HED-2, p<0,01), MYO9B (myosiXB, p<0,01), SNCG
(synuclein, gamma/breast cancer-specific proteip<0,01), TUBB1 (tubulin, beta 1,
p<0,01), MAP4 (microtubule-associated protein 40,04), TUBAL1B (tubulin, alpha
1b, p<0,01). TOP2A-t (topoisomerase (DNA) Il alpp&p,01) was able to differentiate
between high grade malignant serous and low graddeHdine serous tumors.

Overall survival was effectively predicted by therimone receptors ESR2
estrogen receptor 2 (ER beta, p<0,01), PGR (pregmst receptor, p<0,01) and
TSPANS8 (tetraspanin 8, p<0,01). Relapse-free salviwas predicted by MAPT
microtubule-associated protein tau, p<0,01 and SN€&@Guclein, gamma (breast

cancer-specific protein 1, p<0,01).
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In brief:

1.

| have evaluated previously published gene setsth€de, the genes @fignotti
[49], Donninger [51], Heinzelmann [13], Warrenfeltz [142], Welsh [47], Quinn
[148], Santin [59], Mougeot [57] and Fedorowicz [147] delivered significant
power to discriminate histology subtypes of ovagancer in independent samples.
No one previously published gene set was capablprédict prognosis in an
independent set of samples.

By investigating gene expression signatures of iamacancer samples | have
identified three genesEGR2 PGR and TSPANS8) capable topredict overall
survival and two genesMAPT and SNCG) capable topredict relapse-free
survival. | have also validated these correlations by RRPI@ independent
samples.

By investigating gene expression signatures of iamacancer samples | have
identified 13 genes associated with histology sodsyof ovarian cancer. Finally, |
have identified one genélQP2A) capable to discriminatbigh grade serous

tumors and low grade borderline tumors.
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FUGGELEK

1. tAblazat. A klinikai adatok 6sszefoglalasa.

minta

OVAR1
OVARZ2
OVARS3
OVARS
OVARG
OVAR7
OVARS
OVAR9
OVAR10
OVAR11
OVAR12
OVAR13
OVAR14
OVAR15
OVAR16

OVARL17
OVAR18
OVAR19
OVAR20

OVARZ21
OVAR22

kor

61
71
77
64
76
53
73
62
41
73
48
70
49
59
58

58
30
77
67

67
52

szarm

NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
OOl
OO0l
(0]e]
OO0l
(0]e]
OO0l
OO0l
OO0l
OOl
OO0l

OOl
OO0l
OO0l
OOl

(0]e]
OO0l

szovettan

Serosus
Serosus
Serosus

endometroid
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
endometroid
endometrium ca. ov.
metastasis
Serosus
serosus borderline
Serosus
endometrium ca. ov.
metastasis
Serosus
Serosus
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tulélés_honap kemoterapia
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4
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8
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5

34
57
26
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9
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TXL/CRB

0

0

0
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB
Zitazonium
TXL/CRB
TXL/CRB
TXL/CRB

TXL/CRB
TXL/CRB
CEP
CEP

TXL/CRB
TXL/CRB

kezelésre
adott
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PR
PCR
PCR
PCR
PD
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PCR
PD

PCR
PCR
PCR
PCR

PCR
PCR
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OVARZ23
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OVARS52

60
61
53
67
50
76
69
63
40
47
61
65
55
61
44
24
85
75
64
71
69
58
39
69
59

70
61
65
55
51

(0]e]
OO0l
(0]e]
OO0l
OOl
OO0l
OO0l
OO0l
(0]e]
OO0l
OO0l
OO0l
OOl
OO0l
(0]e]
OO0l
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
(0]e]

NOI1
NOI1
NOI1
NOI1
NOI1

endometroid
Serosus
Serosus
sSerosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
Serosus
serosus borderline
Serosus
sSerosus
Serosus
serosus
Serosus
serosus borderline
Serosus
cystadenoma serosun
Serosus
serosus
Serosus
sSerosus
serosus borderline
Serosus
endometrium ca. ov.
metastasis
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Serosus
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n/c
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ln/c
n/c
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n/c
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0
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0
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0
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OVAR53 76 OOl mucinosus I/C 3 1 24 0 25 CEP PR
OVAR54 38 OOl Serosus l/C 3 1 0 1 11 PEV PD
OVARK5 62 OOl Serosus l/C 3 0 25 0 25 TXL/CRB PCR
OVAR56 58 OOl serosus borderline l/c 2 1 34 0 36 TXL/CRB PCR
OVAR57 57 OOl Serosus l/c 3 0 39 0 39 TXL/CRB PCR
OVAR58 73 OOl serosus l/c 3 1 22 1 35 TXL/CRB PR
OVAR59 65 OOl endometroid l/c 3 1 6 1 8 TXL/CRB PCR
OVARG60 54 OOl nem differencialt l/c 3 1 24 1 32 TXL/CRB PCR
OVAR61 58 OOl Serosus l/c 2 1 6 1 20 TXL/CRB PCR
OVARG62 56 OOl Serosus l/c 2 1 24 1 31 TXL/CRB PCR
OVAR63 60 OOl mas 1 0 1 29 PD
OVAR64 63 OOl serosus l/c 3 1 5 1 19 TXL/CRB PCR
OVARG65 48 OOl Serosus l/c 2 0 45 0 45 TXL/CRB PCR

(roviditések: NOI1l= Semmelweis Egyetem |. Sz. Sztiéés Bigyogyaszati Klinika, OOI=Onkolégiai Intézet, RFSecidiva-mentes
tulélés, TXL= taxol, CRB= carboplatin, PCR=teljegagyulas, PR=részleges gydégyulas, PD=nincs gyogyula



