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Roviditések jegyzéke

HER2: human epidermalis novekedési faktor jelfogo 2

CMF: ciklofoszfamid, metotrexat, 5-fluorouracil

FAC: 5-fluorouracil, doxorubicin, ciklofoszfamid

FEC: 5-fluorouracil, epirubicin, ciklofoszfamid

AC: doxorubicin, ciklofoszfamid

CMFP: ciklofoszfamid, metotrexat, 5-fluorouracil, prednizolon

TAC: docetaxel, doxorubicin, ciklofoszfamid

MDR : multidrog rezisztencia

Pgp: P-glikoprotein

MRP1: multidrog rezisztencia fehérje 1 (multidrog resistance protein)
BCRP: emldrak rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein)
ABC transzporter: ATP-binding cassette traszporter

MXR: multixenobiotikum rezisztencia fehérje (multixenobiotic resistance protein)
CYP450: citokrém P450

SXR: szteroid és xenobiotikum jelfogo (steroid and xenobiotic receptor)
EGFR: epidermalis novekedési faktor jelfogd

FDA: Food and Drug Administration

ICs0: fél maximalis gatlas koncentracid

MEK: Mitogén-aktivalt Erk aktivalo kinaz (mitogen-activated Erk activating kinase)
MET: hepatocita novekedési faktor jelfogd

TGFa : transzformal6 névekedés faktor o

PBS: foszfattal pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)

MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid

DMSO: dimetil szulfoxid

HSP: hésokk fehérje



doi:10.14753/SE.2013.1795

CIN : kromoszémalis instabilitas
MVP: tiid6 rezisztencia fehérje (lung resistance protein, major vault protein)

MAP4: mikrotubulus asszocialt fehérje 4
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1 Irodalmi hattér

1.1 Az emlorak

1.11 Az emlétumorrol altalaban

Vilagszerte évente tobb mint 1,000,000 1j emldrakos beteget diagnosztizalnak és
370 000-en halnak meg emlérak kovetkeztében. NOk esetén az emlérak a leggyakoribb
rosszindulat daganat az USA-ban, és a masodik leggyakoribb oka a ndi daganatos
halalozasnak, valamint a leggyakoribb oka a 40 és 59 éves kor kozotti daganatos
haldlozasnak [1]. Hazankban a ndi emldrak mortalitasa és eléfordulasa 100,000 fore
viszonyitva 34,5 ¢és 81,5. Evente tobb, mint 2300 né hal meg emlérakban
Magyarorszagon [2]. Az emelkedé gyakorisag ellenére a betegségre specifikus
halalozas a legtobb fejlett orszagban csokkent [3], a javulas a szisztémas kezelés
fejlodésének és az emldrak szirésnek koszonhetd. A legfontosabb rizikotényezok a kor,
a szllési anamnézis, hormonalis faktorok és a csaladi korelézmény. Bar a csaladi
érintettség gyakori az emlérakos betegek korében, a betegek kevesebb, mint 10%-a
hordoz csirasejtes mutaciot. Kezelésében a sebészeti, radioterapia, kemoterapia,

endokrin és célzott terapia is szerepet kap [4].

1.1.2 Az emlorak szisztémas terapiaja

Az emlOrak heterogén betegségcsoport, amely tobb alcsoportbol all, melyeket
kiilonbozd genetikai valtozasok jellemeznek, mas a prognozisuk és az egyes kezelési
protokollokra adott valaszuk [5]. Az emlérakot klinikai szempontbol 6sztrogén receptor
pozitiv, HER2 pozitiv és a tripla negativ f6 alcsoportokra tudjuk osztani. Az
emlddaganatok utobbi csoportja is tobb alcsoportbol all, melyek kiilonb6z6 expresszios

profillal és eltér6 prognozissal birnak [6].

Endokrin kezelés

Az eml6rakok koriilbeliil 70%-a fejezi ki az 6sztrogén receptor a-at, melynek
fontos szerepe van a daganat tulélésében, novekedésében, progresszidjaban, ezaltal

kivald daganatellenes terapids célpont is egyben. Tobb terdpidas lehetdség is
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rendelkezésre all az Gsztrogén receptor medialta Utvonal gatldsara. Lehetdség van a
receptor kozvetlen blokkolasara, példaul tamoxifen révén, a ligand mennyiségének
csokkentése menopauza elott petefészek eltavolitassal, sugarterapiaval, vagy GHRH
agonista alkalmazasaval, menopauza utan aromataz gatlokkal lehetséges. Ezen utobbiak
hatékonyak, kedvezé mellékhatasprofillal rendelkeznek, emiatt az Osztrogén receptor
pozitiv emlorak esetén széles korben hasznaljak korai, attétes és kiujuldé emlorak esetén
Oket [7]. A valaszadasi arany 30 és 75% kozott valtozik [8]. A sebészi petefészek
eltavolitds nem elénydsebb, mint a tamoxifen kezelés a kezdeti endokrin terapia esetén,
ugyanakkor tamoxifen kezelés hatdstalansadga esetén a petefészek eltavolitasa utan még
terapias valasz varhato [9]. A GHRH analégok hasznalataval a sebészi kezeléssel
elérhet6 teljes tuléléstdl szignifikansan nem kiilonboz6 teljes talélés érhetd el [10].
El6rehaladott emlérakban szenved6 premenopauzaban lev betegek esetén a tamoxifen
kezelés és a petefészek gatlas kombinacidja bizonyult jobbnak a tamoxifen
monoterapiaval, illetve a petefészek gatlassal szemben valaszadas, progressziomentes
talélés és teljes tulélés tekintetében [11, 12]. Ez alapjan a kombinalt endokrin kezelés
ajanlhat6 a monoteréapiaval szemben.

A szelektiv Osztrogén receptor modulatorok a receptor és a ligand kozotti
kolesonhatést gatoljak. A tamoxifen antagonistaként hat az emld esetén, ugyanakkor a
majban, csontban és a méhben agonista hatdsai vannak. A vdalaszadasi arany az
Osztrogén és progeszteron receptor pozitiv daganatok esetében 65%, az dsztrogén vagy
progeszteron receptor pozitiv esetekben 30%, a receptor negativ esetekben 5% alatti [9].

A fulvesztrant egy tisztan Osztrogén antagonista tulajdonsagokkal bird
gyogyszer. Az Osztrogén receptorhoz nagyobb az affinitdsa, mint a tamoxifennek, az
Osztrogén receptor altal szabdlyozott gének transzkripcidjat teljes mértékben gatolja.
Mivel nincs Osztrogénszerii hatdsa, mint a tamoxifennek, nem né a tromboembolids
szovédmények kockazata, és a méhtestrak kockazata sem [13]. Attétes emlérakos
betegek esetén masodvonalbeli kezelésként hatasossiga nem kiilonbozik az
anasztrazolétol [14, 15]. Aromataz gatlo anasztrazol kezelés utan is hatasos lehet [16].

,»Az androgének aromatizacidja révén keletkezd Gsztradiol az dsztrogénhatés 6
medidtora a menopauzat kovetden. Az aromatdz enzim a zsirszOvetben, a
mellékvesében, az izmokban, a majban, az agyban és az emldben van jelen” [9]. A

harmadik generacidos aromataz gatlok szelektivek, és az aromatdz okozta periférias
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szteroid atalakuldst képesek 90%-ban gatolni. A harmadik generdciés aromataz
inhibitorok koziil az anasztrazol hasznalata talélési elénnyel jar tamoxifennel szemben
menopauza utani kezelés esetén attétes, 6sztrogén receptor pozitiv emlérakban [17-19].
A letrozolt tamoxifennel Gsszehasonlitdo fazis III vizsgalat igazolta, hogy a letrozol
kezelésben részesiilok esetén a valaszadasi arany 32% volt szemben a mésik csoportban
tapasztalt 21%-kal. A progressziomentes tulélés szignifikansan hosszabbnak (9,4
szemben 6 honappal) bizonyult. A teljes tulélés tekintetében szintén szignifikans

kiilonbség mutatkozott 24 honapot kovetéen [20].

Célzott terapia

Az emlérak jol definidlt altipusainak azonositdsa, illetve a daganat
kialakuldsaban és progresszidjaban jelentds genetikai valtozasok azonositasa lehetové
tette a célzott terdpias szerek sikeres alkalmazasat. 1987 ota ismert, hogy a human
epidermalis novekedési faktor receptor 2 (HER2) amplifikécioja és megnovekedett
expresszidja Osszefiigg a gyakoribb relapszussal, a rosszabb tuléléssel, az apoptozis
iranti rezisztenciaval és megnovekedett attétképzo képességgel [21-23]. Az emldrakok
~30 %-4ban mutathaté ki a HER2 amplifikacid és/vagy expressziondvekedés. A HER2
kivalo tamadaspont, gatloszerei koziil jelenleg kettd van klinikai hasznalatban
(trastuzumab, lapatinib) [24]. A trasztuzumab egy humanizalt HER2 elleni IgG1
monoklonalis antitest. A trasztuzumabot citotoxikus kemoterdpiaval kombindlva 2006-
Ota hasznaljak korai, HER2 pozitiv emlérak esetén [25, 26]. A lapatinib egy Kkis
molekulastlyt tirozin kindz gatlészer, a HER1-et és a HER2-t gatolja. Hatékony szer
olyan betegek esetén, akik daganata HER2 pozitiv és trasztuzumab kezelés ellenére
progresszio jelentkezik [27]. A két jelenleg engedélyezett célzott terapias gyogyszer
érdemi valtozast hozott a HER2 pozitiv emldrdkos betegek korabban igen rossz
progndzisaban [28, 29].

Szdmos tovabbi célzott terapias gyogyszer mutatott figyelemre méltd
eredményeket a preklinikai és a klinikai vizsgéalatokban, ezek a szerek tovabbi javulést
eredményezhetnek a HER2 pozitiv emlérakos betegek ttlélésében. Ezen gyogyszerek
kozé tartozik a pertuzumab, ami egy humanizalt monoklonalis antitest, ami a HER2
kettes dimerizacios doménjéhez kotddik. Preklinikai vizsgalatokban a HER2 kombinalt

gatlasa trasztuzumabbal és pertuzumabbal szinergista hatast mutatott [30]. Jelenleg a
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trasztuzumabbal valé kombinalt kezelés hatékonysagat fazis III vizsgalatban probaljak
igazolni, a fazis Il vizsgalatok sikere utan [31, 32]. A T-DML1 egy trasztuzumab
maytanazin konjugatum. A trasztuzumab a konjugatumot a HER2 pozitiv sejtekhez
iranyitja, a receptorhoz val6 kotodés hatasara internalizalodik, proteolitikus degradacio
révén felszabadul a mikrotubulusokat gatlé maytanazin [33]. A gyogyszerrel végzett
fazis II vizsgdlat sordn trasztuzumab kezelésre progredidld HER2 pozitiv
betegcsoporton 25,9% volt az objektiv valaszadasi rata, a progressziomentes talélés

medianja 4,6 honap volt [34].

Kemoterapia

A célzott terapias gyogyszerek ¢és az endokrin terdpia alkalmazasanak
eléretorése ellenére a kemoterapia alkalmazasa tovabbra is indikalt lehet neoadjuvans,
adjuvans vagy onalld kezelési modként, az el6z6 gyodgyszercsoportokkal kombindlva
vagy Onalldan.

A kemoterapia alkalmazdsa sordn a betegség anatomiai kiterjedtségét, a
progresszio fokat, az Osztrogén receptor €s humdn epidermalis ndvekedési faktor
receptor 2 (HER2) statuszt, illetve beteg allapotat (esetleges komorbiditast, altalanos
egészségi allapotot) figyelembe kell venni. A korabbi kemoterapias kezelés soran észlelt
valaszt, illetve a korabbi kezelések soran eléfordulé mellékhatasokat szintén figyelembe
kell venni [35].

A kemoterapia alkalmazasa soran figyelembe kell venni, hogy:

1. A kezelés tulélésbeli és tumor valaszbeli elényének egyensulyban kell
lennie az életmindséggel, €s a toleralhatosaggal.

2. A kemoterapia lehet monoterapia és kombinalt terapia. JelentOs talélési
elény nélkiil a monoterdpia valasztandd, ugyanis ebben az esetben a
toxicitas kisebb mértékii, ami jobb életmindséggel jar. A kombinacios
kezelés els6vonalbeli kezelésként akkor valasztandd, ha gyors
progressziot mutat a betegség, ugyanis nagyobb az objektiv véalaszadas
valoszinisége [35].

Béar nincs vildgosan meghatarozott optimalis alkalmazasi modd, &ltalaban
elmondhat6, hogy a kiilondsen agressziv, tiinetekkel jar6 betegség esetén lehet

magasabb valaszadéasi aranyra szamitani kemoterapia hatdsara. A valaszadasi ardny
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doxorubicin esetében magasabb, ha elséként alkalmazzuk attétes emldrak esetén. Ebben
az esetben 41% a valaszadasi arany, paklitaxel utan alkalmazva 30%. [36, 37]. Az
antraciklin/taxan kombinacioknak (doxorubicin + paklitaxel és doxorubicin +
docetaxel) magasabb a teljes valaszadasi aranyuk, és a progresszidmentes talélés aranya
IS magasabb Osszehasonlitva a taxanokat nem tartalmazé antraciklin kombinaciokkal,
ugyanakkor a toxicitasuk is nagyobb [38]. A teljes talélést a kezelések sorrendje nem

befolyasolja szignifikansan.

Adjuvans kemoterapia

Az adjuvéans szisztémas terapidt eredetileg a rezidualis mikrometasztazisok
eradikalasara alkalmaztak a sebészi ellatast kovetden, azért, hogy a daganat kitjulasat
megakadalyozzak ¢és a tulélést noveljék. A korai emldrak esetén a daganat vagy az
emldre korlatozodik vagy nyirokcsom6 pozitivitas esetén minden érintett nyirokcsomo
eltavolithato. Csak ezekben az esetekben alkalmazhat6 adjuvans kemoterapia. Adjuvans
kezelés nélkiill a nyirokcsomd negativ esetek 10-30%-4aban, a nyirokcsomd pozitiv
betegek 35-90%-aban sebészi kezelést kovetden relapszus kovetkezik be az okkult
mikrometasztazisok miatt [39]. Randomizalt klinikai vizsgalatok megerdsitették az
adjuvans kezelés tulélést meghosszabbito hatasat. Kezeléstol fiiggden a halalozas éves
kockézatcsokkenése 8 és 28% kozott van. Ezek az eldnydk a szliréprogramokkal
kar6ltve jarultak hozzd az emldrdk mortalitasanak 1975 és 2000 kozott bekovetkezett
csokkenéséhez [40].

Az 1960-as évek végén végeztek eloszor klinikai vizsgalatokat adjuvans
terapiaval nyirokcsom6 pozitiv betegek bevonasaval [41]. Tobbféle kemoterapias
kezelési sémat is kiprobaltak [42]. Az eredmények igazoltak az adjuvans kemoterapia
sikerességét [43, 44]. A ciklofoszfamidot, metotrexatot és 5-fluorouracilt (CMF)
tartalmaz6 kezelési séma hatékonynak mutatkozott nyirokcsomo6 pozitiv betegek
kezelése soran [45]. CMF-hez hasonlo kezelési sémak képesek voltak a kiujulas és a
halalozas esélyét 24%-kal, illetve 14%-kal csokkenteni [41, 46].

Antraciklint tartalmazé kombinacidkat az 1970-es évek végétdl vizsgaltak
adjuvans kezelésként. A FAC (5-fluorouracil, doxorubicin, ciklofoszfamid), FEC (5-

fluorouracil, epirubicin, ciklofoszfamid) és AC (doxorubicin, ciklofoszfamid) kezelési
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sémak a kijulas kockazatat 11,2%-kal, a halalozas kockazatat 16%-kal csokkentették
CMF kezelési sémahoz viszonyitva [47]. Az antraciklint tartalmazé kezelési sémakat a
CMF-fel kozvetleniil is 0sszehasonlitottak. Négy ciklus AC betegségmentes talélés és
teljes tulélés tekintetében ekvivalens 6 ciklus CMF-fel [48]. Tobb randomizalt vizsgalat
¢s metaanalizis is megerdsitette, hogy 6 ciklus antraciklint tartalmazé kombindcid
(FAC, FEC, ciklofoszfamid+ doxorubicin + 5-fluorouracil és ciklofoszfamid +
epirubicin + 5-fluorouracil (CEF)) hatékonyabb, mint 6 ciklus CMF f[46, 47, 49].
Kimutattak, hogy 6 ciklus FEC hatékonyabb, mint 3 ciklus [50]. Ezen adatok alapjan
alakult ki az 1990-es évekre az adjuvans kezelés tekintetében konszenzus, ami szerint a
6 ciklusbol allo, antraciklint tartalmazo harmas kombinacid az idealis kezelés a
nyirokcsomo pozitiv emldrakos betegek szdmara.

A taxanokat az 1990-es évek ota hasznaljak emldrakos betegek kezelésében. A
taxanok hatasossagat vizsgaldo egyik klinikai metaanalizisben [51] kilenc vizsgalat
eredményét Osszegezték. A taxanok az addigi standard kemoterapiaval szemben
szignifikdnsan jobbnak bizonyultak betegségmentes tulélés tekintetében a teljes
populacioban (relativ kockazat=0,86, p< 0,00001), és a nyirokcsomd pozitiv
populacidéban (relativ kockazat=0,84, p< 0,0001), illetve teljes tulélés tekintetében
mindkét populdcidban (relativ kockazat=0,87, p< 0,0001 és relativ kockazat=0,84; p<
0,0001). Egy masik metaanalizis soran 12 vizsgalat eredményeit értékelték ki, az
esetszdm meghaladta a 18000-et, az utankdvetés median értéke 60,4 honap volt. A
kockézati arany 0,81 (p<0,00001) volt a betegségmentes tulélés és a teljes tulélés
tekintetében. Az eddigi legnagyobb metaanalizis 22903 beteg adatait Osszegezte,
melyek 13 kiilonb6z6é vizsgalatbol szarmaznak [52]. A teljes tulélés tekintetében a
kockazati arany 0,83 (p<0,00001) volt. A kockazatcsokkenést nem befolyasolta a taxan
tipusa (paklitaxel esetén a kockdzati ardny 0,83 volt, p<0,0004, docetaxel esetén a
kockézati arany 0,87 volt, p<0,003), az 0sztrogén receptor statusz (0sztrogén receptor
pozitiv csoportban a kockazati arany 0,83 volt, p<0,00001, dsztrogén receptor negativ
esetben a kockazati arany 0,79 volt, p<0,0001), az axillaris nyirokcsomoé attétek szama
(1-3 metasztazis esetén a kockazati arany 0,71 volt, p<0,0001, négynél tobb metasztazis
esetén a kockdzati arany 0,75 wvolt, p<0,0001). A taxadn kezelés az 5 éves
betegségmentes tulélést 5%-kal, a teljes talélést 3%-kal novelte meg. Ezen eredmények

alapjan a taxanok az adjuvans kezelés arany standardjava valtak [41].

10
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Neoadjuvans kemoterapia

A neoadjuvans szisztémas kemoterapia a sebészi kezelés elott végzett kezelés,
amelyet korai emlérak inoperabilis eseteiben vezettek be, azért, hogy a daganat
operalhatova valjon [53]. Azonban egyre nagyobb mértékben hasznaljak operalhato
emldérakos betegek esetén is. A neoadjuvans kezelés lehetové teszi az emldmegtartd
miitétek nagyobb aranyat, és a klinikai valasz in vivo monitorozasat. A kezelést
kovetéen a tumor méretvaltozdsa Osszefiiggdtt a betegség kimenetével, igy
prognosztikus markerként is hasznalhatdo. A patologiai komplett remisszio, a
betegségmentes tulélés, €s a teljes talélés kozotti Osszefiiggést tobb klinikai vizsgalat is
igazolta. Az Osszefliggés fliggetlen volt a tumor altipustol, és a betegség kezdeti
stadiumatol [54, 55]. Emiatt a patologiailag teljes remissziot a hosszl tava progndzis
megbizhatd markerének tekintik, €s a neoadjuvans vizsgalatok végpontjaként
hasznaljak. A tulélési mutatok, adjuvans és neoadjuvans kezelés esetén megegyeznek
[55]. A betegek 70-90%-anal figyelheté meg klinikai valasz, amely a kezelési sématol

és a kezelési ciklusok szamatol fiigg [56].

Metasztatikus emlorak kemoterapias kezelése

Az attétes emldrak altalaban gyogyithatatlan, azonban rendszerint jol reagél
kemoterapidra, igy alkalmazasa meghosszabbitja a tulélést, és daganat okozta tlinetek
esetén palliativ terapiaként jon szoba alkalmazasa.

Az antraciklinek hatékony szerek kemoterdpidban még nem részesiilt betegek
esetén, illetve ha az adjuvans kezelés keretében tobb mint 12 honapja tortént a kezelés.
A valaszadasi ardny 30-40% metasztatikus emldrak esetében [37, 57]. Attétes emldrak
kezelése esetén mellékhatasai gatoljak az alkalmazasat. Harminc vizsgalat metaanalizise
kimutatta, hogy az antraciklint tartalmazé kezelési sémak valaszadasi aranya jobb a
tobbihez viszonyitva, azonban nem tarsult jobb talélés az antraciklin alapt
kezelésekhez. A gyomor-bélrendszeri, a kardialis mellékhatasok, illetve az alopécia
gyakoribbnak bizonyult [58]. A vizsgalatok azonban heterogének voltak a megel6z6
kezelés és a betegcsoportok tekintetében. EQy masik vizsgalat Kimutatta, hogy az

antraciklin alapu kezelések meghosszabbitottak a teljes tulélést [59].
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Az 1990-es években végzett vizsgalatok deritették fel, hogy a paklitaxel jelentds
hatékonysaggal bir attétes emlérakban, az objektiv valaszadasi arany 50% volt [60].
Azok a betegek, akik az adjuvans kezelés részeként antraciklin kezelést kaptak, illetve
akik esetében progresszid alakult ki metasztatikus emlorak esetén, antraciklin kezelés
mellett taxan kezelést kaptak. Tobb randomizalt kontrollalt vizsgalat tamasztja ala a
taxan kezelés 1étjogosultsdgat. Naboltz és munkatarsai a docetaxel monoterapiat
hasonlitottak 6ssze mytomicint és vinblasztint magaba foglald6 kombinalt terapiaval. A
teljes tulélés a docetaxel kezelés esetén szignifikdnsan jobbnak bizonyult (11,4 vs 8,7
hoénap, p=0,0097). A vélaszadasi arany (30 és 12%) és a progresszioig eltelt id6 (4,4 és
2,5 hénap) is szignifikdnsan jobb volt a docetaxellel kezelt csoportban. Egy masik
vizsgalatban docetaxel kezelést hasonlitottak 6ssze metotrexat, S-fluorouracil kombinalt
terapiaval. A vdlaszadasi ardny 42% volt a docetaxellel kezelt csoportban és 21% a
kombinalt kezelés esetén. A progresszioig eltelt id6 6,3 honap és 3 honap volt. Nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség a teljes talélésben [61]. Tobb klinikai vizsgalat is
Osszehasonlitotta az antraciklin kezelésben még nem részesiilt betegek esetén a taxan
kezelés hatékonysagat az antraciklin kezelés hatékonysagaval. Chan és munkatarsai 326
beteg bevonasaval hasonlitottdk Ossze a docetaxel kezelést a doxorubicin kezeléssel
[57]. Az objektiv valaszadasi arany 48% volt a docetaxel karon és 33% a doxorubicin
karon. A progresszioig eltelt id6 26 hét és 21 hét volt a docetaxel kar javara, azonban ez
a kiilonbség nem volt szignifikdns. EQy masik vizsgalatban paklitaxel kezelés kevésbé
bizonyult hatékonynak doxorubicin kezeléssel szemben [37]. A valaszadasi arany 25%
és 41% (P=0,003), a progressziomentes tulélés 3,9 és 7,5 honap volt a doxorubicin kar
javara. Ezek mellett a teljes talélés 15,6 és 18,3 honap volt, ez a kiilonbség nem volt

szignifikans.

Protokollok

Az emlorik szisztémas kezelésében szamos kezelési sémat alkalmaznak, ezeket
vagy Onalloan elsédlegesen (példaul tripla negativ emlérak tavoli attéttel) vagy egyéb
kezelési modokkal kombinélva alkalmazzék. Az 1. tablazat a protokollok legfontosabb

tulajdonsagait foglalja dssze.
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1. tablazat: Az tablazat a jelenleg emlérakban hasznalt kezelési sémakat, illetve fobb

tulajdonsdgaikat Osszegzi. Forras: NCCN emldérdkra vonatkoz6 utmutatdja (verzio:

2.2011, http://www.nccn.org/).

Neoadjuvans | Preferalt
Kezelési séma | Gyogyszerek Trasztuzumab
és adjuvans |/egyéb

docetaxel, doxorubicin,

TAC ) ) - Adjuvans Preferalt
ciklofoszfamid

AC (nagy doxorubicin, _
) ) - Adjuvans Preferalt

dozist) ciklofoszfamid
doxorubicin, _

AC+T ] ] ] - Adjuvans Preferalt
ciklofoszfamid, paklitaxel

TC docetaxel, ciklofoszfamid |- Adjuvans Preferalt
doxorubicin,

AC ) ) - Adjuvans Preferalt
ciklofoszfamid
fluorouracil, doxorubicin, _

FAC/CAF ) ) - Adjuvans Egyéb
ciklofoszfamid
ciklofoszfamid, _

FEC/CEF o ) - Adjuvans Egyéb
epirubicin, fluorouracil
ciklofoszfamid,

CMF ) - Adjuvans Egyéb
metotrexat, fluorouracil
doxorubicin,

AC+T ) ) - Adjuvans Egyéb
ciklofoszfamid, docetaxel

EC epirubicin, ciklofoszfamid | - Adjuvans Egyéb
doxorubicin, paklitaxel,

A+T+C ) ) - Adjuvans Egyéb
ciklofoszfamid
fluorouracil, epirubicin,

FEC+T ) ) - Adjuvans Egyéb
ciklofoszfamid, docetaxel
fluorouracil, epirubicin,

FEC+T - Adjuvans Egyéb

ciklofoszfamid, paklitaxel
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Neoadjuvans | Preferalt
Kezelési séma | Gyogyszerek Trasztuzumab
és adjuvans |/egyéb
Doxorubicin,
AC+T+ ) ) _
ciklofpszfamid, + Adjuvans Preferalt
trastuzumab )
paklitaxel, trasztuzumab
docetaxel, karboplatin, .
TCH + Adjuvans Preferalt
trasztuzumab
T+ docetaxel, trasztuzumab,
trasztuzumab | fluorouracil, epirubicin, |+ Adjuvans Egyéb
+FEC ciklofoszfamid
doxorubicin,
AC+T+ ) ) )
ciklofoszfamid, + Adjuvans Egyéb
trastuzumab
docetaxelm trasztuzumab
T+
paklitaxel+ trasztuzumab
trasztuzumab
utan ciklifoszfamid, .
utan o o+ Neoadjuvans | Preferalt
epirubicin, 5-fluorouracil,
CEF+
trasztuzumab
trasztuzumab

1.1.3 Alkalmazott gyogyszerek

Doxorubicin

A doxorubicin egy antraciklin

szerkezeti antibiotikum, melyet szdmos

rosszindulatl daganat kezelésére hasznalnak. Kozponti szerepet jatszik az emlorak [62],

a hugyholyagrak [63], a gyomorrak [64], a tiidérak [65-67], a petefészekrak [68], a

pajzsmirigyrak [69], a lagyrész szarkoma [70], a myeloma multiplex [71], a leukémiak

¢és a limfomak [72, 73] kezelésében. A leggyakrbban hasznalt doxorubicint tartalmazo

kezelési sémakat a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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2. tablazat: A leggyakoribb doxorubicint tartalmazoé kezelési sémak

Kezelési séma | Gyogyszerek

AC doxorubicin, ciklofoszfamid

TAC docetaxel, doxorubicin, ciklofoszfamid

ABVD doxorubicin, bleomicin, vinblasztin, dakarbazin

BEACOPP SlrtéldonTZiS:g,netopozid, doxorubicin, ciklofoszfamid, prokarbazin,
CHOP ciklofoszfamid, doxorubicin, vinblasztin, prednizolon

FAC 5-fluorouracil, doxorubicin, ciklofoszfamid

Daganatellenes hatasat tobb mechanizmus biztositja. A DNS-sel valo
interkalacidja az elsddleges hatdsmechanizmus, a DNS-hez ko6tédott doxorubicin
kapcsolodik a topoizomeraz Il enzimhez, aminek hatasara az enzim nem képes a kettds
DNS torések egyesitésére [74]. Ezen hatasok mellet a doxorubicin reaktiv
oxigéngyokok keletkezéséhez vezethet, ami szintén hozzajarul citotoxikus hatasahoz
[75]. A reaktiv oxigéngyokok a DNS kozvetlen karositasaval, illetve lipid
peroxidacioval képesek karositani a sejteket [76]. Antioxidans enzimek (katalaz,
glutation-peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz), illetve antioxidans anyagok (glutation,
vitaminok) képesek artalmatlanitani a reaktiv oxigén gyokoket, mieldtt sejtkarositd
hatdsukat kifejthetnék. A reaktiv gyokok daganatellenes hatasat a keletkezett reaktiv
gyokok mennyisége és az antioxiddns védelem hatdrozza meg. A sejtkdrosodas hatdsara
a p53 fehérje indukalodik, a sejtosztodas leall, apoptdzis kovetkezhet be [77, 78].
Gyakoribb mellékhatasai k6zé tartozik a kardiotoxicitas [79], csontveld szuppresszid
[80] és a reverzibilis hajhullas [81].

Paklitaxel

A taxdnok 1992-ben torténd bevezetése Ota széles korben elterjedtek, a
kemoterapids szerek kozott jelenleg az egyik leghatékonyabb gydgyszercsoportot
alkotjak [82]. Eml6rak, prosztatarak, petefészekrak, nem kissejtes tiidérak, Kaposi

szarkoma és ismeretlen eredetli primer daganat esetén hasznaljak a taxanokat, melyek
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gyakran egyéb daganatellenes gyogyszerekre rezisztens daganatok esetén is hatékonyak
[83-91].

A mikrotubulusok szdmos sejtfunkcio ellatasaban vesznek részt, mint példaul a
sejt mozgasaban, sejtalak meghatarozasaban, mitozisban és a sejten beliili
transzportban. A paklitaxel a mikrotubulusok egyik alkotéeleméhez, a B-tubulinhoz
kotodik reverzibilisen, és eldsegiti a mikrotubulus tovabbi polimerizaciojat [92-94]. A
a szomszédos o-tubulinnal stabilizalédik [95-97]. A mikrotubulusok GTP kotédés
hatasara képesek polimerizalddni, mig a hidrolizis révén kialakult GDP-tubulin instabil,
a mikrotubulus depolimerizacidjahoz vezet. Ha paklitaxel kotédik a B-tubulinhoz a
GDP-t k6t6 tubulinok kozti kapcsolat stabil marad, a depolimerizacié nem megy végbe,
ugyanakkor GTP hianyaban is végbe tud menni polimerizacio [98, 99], melynek
hatasara a sejtciklus tovabbhaladasa gatolt és apoptozis kovetkezik be [100, 101].

Multidrog rezisztencia

Régota ismert a daganatoknak azon képessége, hogy egyidejiileg tobb
gyogyszerrel szemben rezisztensekké valhatnak, ami a kemoterapids kezelés
hatékonysagat nagymértékben csokkenti. A daganatok ezen képessége multidrog
rezisztencia (MDR) néven ismert. A multidrog rezisztencia létrejottében tobb
mechanizmus is szerepet jatszik: oka lehet a gyogyszer tumorhoz torténd csokkent
szallitdsa, a rossz felszivodas, a megnovekedett metabolizmus vagy a megndvekedett
kivalasztas. A tumor rossz érellatdsa is csokkent terapids koncentracio elérését
eredményezi. A csOkkent biologiai hozzaférhetdség mellett a tumor genetikai €s
epigenetikai valtozasai, az extracelluldris matrix és a tumor geometria is fontos
tényezOt jelenthetnek a MDR kialakulasaban. A megndvekedett kidramlés, a lecsokkent
bearamlas, a DNS hibajavitas aktivalodasa, a méregtelenitd enzimek aktivalodasa és a
blokkolt apoptozis szintén MDR kialakuldsat eredményezheti. Egyes betegekben ezen
mechanizmusok koziil egyidejiileg tobb is jelen lehet, egymast kdlcsondsen erdsitve és
keresztrezisztenciat eredményezve [102].

A hidrofob szerekkel szemben efflux mechanizmussal 1étrejové MDR-t nevezik
klasszikus MDR-nek, amely széles szubsztratspecificitaisu ATP-fiiggd pumpak

miikddése révén valosul meg. A legtobb pumpa a 7 alcsaladot magaba foglalo6 ABC
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transzporterek kozé tartozik, melyek génjei koziil eddig 48-at azonositottak [103]. A
legtobbet vizsgalt transzporterek a Pgp, az MRP1, ¢és a BCRP. A tobbi transzporter
MDR-ban jatszott szerepe ellenére kevéssé jellemzett. A vinka alkaloidok (vinblastin,
vincristin), az antraciclinek (doxorubicin, daunorubicin), az actinomycin-D, a paklitaxel
egyarant szubsztratjai lehetnek az ABC transzportereknek [104].

Az ABC transzporterek széles szubsztratspecificitassal jellemezhetok. A
molekula megkoti a szallitandd neutrdlis vagy pozitivan toltétt molekulat, és ATP
hidrolizisb6l szarmazé energia terhére kipumpalja az extracellularis térbe [105]. A
multidrog rezisztencia protein 1 (MRP1) semleges, anionos, hidroféb anyagokat,
konjugatumokat szallit [106]. A emlérak rezisztencia protein (breast cancer resistance
protein) mitoxanthron rezisztenciat okozhat. A transzporter génjének létezik olyan
pontmutacioja, amely segitségével szubsztratspecificitasa megné. Az ABCB11 élettani
milkodése soran egyes epekomponenseket szallit. A paklitaxel szintén szubsztratja,
alacsony mértéki rezisztenciat képes 1étrehozni paklitaxellel szemben [107]. Az MDR3
fiziologias koriilmények kozott foszfolipideket szallit az epébe, azonban a paklitaxelt és
a vinblastint is szubsztratja [107, 108]. Az ABCA2 egyes rezisztens tumorokban
estramustin rezisztenciat okoz [109]. Az LRP (lung resistance protein) nem az ABC
transzporter csalad tagja, de az ABC transzporterekhez hasonl6 stratégiaval okoz

rezisztenciat [110].

ABC transzporterek human tumorokban

A humén tumorokban az ABC transzporter csalad egyes tagjainak expresszio-
novekedése a rezisztencia egyik fontos tényezéje. Megnovekedett Pgp expressziot
szamos daganattipus esetén leirtak, példaul colon, vese, mellékvese ¢és ma4j
daganatokban [111]. A Pgp expresszidé és a klinikai kimenetel k6zott azonban nem
sikerlilt Osszefiiggést kimutatni. A tid6 daganataiban a MDR1 expresszio ndvekedését
figyelték meg, mig szarkomak esetén a Pgp expresszio korrelal a tuléléssel [112, 113].
Leukémia esetén talaltak a legszorosabb korrelaciot a Pgp expresszid ¢€s a klinikai
kimenetel kozott. Daunorubicin és AraC kezelés esetén a Pgp megndvekedett
expresszidja Osszefliggdtt a rosszabb prognézissal [114]. Emlérakban szenvedd

betegeknél a Pgp expresszid ndvekedése valosziniisitheti a kezelés hatdstalansagat.
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Ugyancsak osszefliggés figyelheté meg a MRP1 expresszid €és a visszaesésmentes
tulélés kozott is [115]. Egyéb szolid tumorokban nehéz korrelaciot talalni a klinikai
kimenetel és egyes MDR-ben szerepet jatszo ABC transzporterek expresszidja kozott,
ami a transzporterek lokalizaciojanak nagyfoku variabilitasara vezethet6 vissza [102].

A transzportmechanizmusokon kiviil szamos egyéb rezisztencia-mechanizmus
is ismert. A csokkent felvétellel kialakulo rezisztencia a vizoldékony vegyiiletekre
jellemzO, melyek vagy transzporter segitségével vagy endocitozis Gtjan jutnak be a
sejtbe, ilyen mechanizmussal kialakuld rezisztenciat metotrexat, 5-fluorouracil, 8-
azaguanin, ciszplatin esetében irtak le [116, 117].

A méregtelenitd enzimek koordinalt aktivaldédasa is okozhat MDR-t. A DNS
tamadasponttal ~ rendelkez6  gyogyszerek  elleni  rezisztenciaban a  DNS
javitomechanizmusok aktivalédasa meghatarozo lehet. Ugyancsak meghatarozo lehet a
CYP450 enzimek aktivalodasa, ugyanis egyes gyogyszerek lebontasaban fontos
szerepet jatszanak. Megfigyelték egyes tumorokban a Pgp és a CYP450 A3 koordinalt
indukcidjat is, ami tamogatja azt az elképzelést, hogy a MDR egyszerre tobb
parhuzamos mechanizmus segitségével alakul ki [118].

A MDR-hoz kapcsolodd jelatvitel vizsgalatakor tobb ismeretlen ligandu
(orphan) magi jelfogot azonositottak, példaul az SXR-t melynek szerepe lehet a MDR
kialakuldsaban, ezért a hozza tartozé jelatviteli elemek felderitése teljesebbé teheti a
MDR-16l eddig kialakult képet. Egyes kemoterapids szerek hatasukat a programozott
sejthaldl aktivalasa révén érik el, ha az apoptotikus utak nem miikodnek megfelelden,
akkor az adott szertdl terdpias haszon nem vagy csokkent mértékben varhato. Hibasak
lehetnek az apoptotikus utak, ha a sejt ceramid szintje megvaltozik, ha a sejtciklus

szabalyozasaban szerepl6 fehérjék nem miikodnek megfeleléen (pl. P53) [119, 120].

1.2 Biomarkerek

1.2.1 Prognosztikai és prediktiv markerek
A biomarkerek jellemz0 bioldgiai ismertetdjelek, melyeket objektiven meg lehet
hatdrozni, ¢és valamilyen fiziologiai vagy patologiai folyamatra utalnak. A

biomarkereket diagnosztikus, prediktiv €s prognosztikus alcsoportokra tudjuk osztani.

18



doi:10.14753/SE.2013.1795

Daganatos megbetegedések esetén szamos diagnosztikus, prognosztikai és prediktiv
biomarker van hasznalatban a klinikai gyakorlatban. A prognoszikus biomarkerek a
daganatos betegség Kimenetelét, mig a prediktiv biomarkerek egy adott kezelésre adott
valaszt hivatottak el6ére jelezni. Az utobbiak segitségével személyre szabott kezelés

valosithaté meg [121].

1.2.2 Biomarkerek emlérakban

Monogénes markerek

Jelenleg a klinikai és patoldgiai gyakorlatban hiarom egygénes prediktiv
biomarkert hasznalnak: az Osztrogén receptort, a HER2-t és a progeszteron receptort
[122].

A magi 6sztrogén és a progeszteron receptor jelenléte és mennyisége alapjan az
endokrin kezelés hatékonysagat lehet eldre jelezni. A receptor stdtusz meghatdrozasat a
gyakorlatban immunhisztokémiai modszerrel végzik, melyet paraffinba agyazott
blokkokbol készitenek. Az 6sztrogén €s progeszteron receptor pozitiv esetek 75%-aban
lehet szamitani a kezelésre adott valasszal, mig az Osztrogén receptor negativ,
progeszteron receptor pozitiv, illetve az 0Osztrogén receptor pozitiv, progeszteron
receptor negativ betegpopulacidban ettdl az értektdl szerényebb terapids valasz varhato,
mig a receptor negativ daganatok esetében a hormonterapia hatastalan [122, 123].

A trasztuzumab egy monoklondlis antitest, amely a human epidermalis
novekedési faktor receptor 2-hoz kotddik. A lapatinib egy kis molekulastlyd tirozin
kinaz gatlo, ami a HER2 ¢s az EGFR tirozin kindz doménjét gatolja. Emldrak esetén a
HER2 emelkedett expresszdja, vagy a gén sokszor6zodasa esetén hasznaljak a fenti két
gyogyszert, igy a HER2 stitusz a trasztuzumab ¢&s lapatinib kezelés prediktiv
biomarkerének tekintheté [124]. A HER2 feliilexpresszio és/vagy amplifikacio a
daganatok koriilbeliil 25-30 %-aban kovetkezik be. A 3+ eredmény egyértelmiien
pozitivnak szamit, mig a 2+ eredmény esetén fluoreszcens in situ hibridizacio végzendo
az esetleges amplifikacid kimutatasanak céljabol. A prediktiv biomarker hasznalatdval

¢s a két célzott terapids gyogyszer alkalmazasdval, a HER2 pozitiv emldrakok
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kedvezdtlen prognozisan szignifikdnsan javitani lehetett [125]. A HER2 meghatarozasa
nem csak a HER2 elleni kezelés hatékonysagat jelezheti elére. Genari és munkatarsai
demonstraltak, hogy a HER2 amplifikalt és/vagy feliilexpresszalt daganatokban az
antraciklint tartalmaz6 kemoterapias protokollok szignifikdnsan jobbnak bizonyultak
betegségmentes ¢és teljes tulélés tekintetében. A HER2 negativ betegpopulécioban nem
volt szignifikéns kiilonbség megfigyelhetd az antraciklint tartalmazé és antraciklint nem
tartalmazo kezelési sémak kozott. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a HER2 statusz nem
csak a HER2 elleni kezelések prediktiv biomarkere, hanem az antraciklin kezelés¢ is
[126].

A Ki-67 egy magi fehérje, melyet proliferaciés markerként hasznalnak.
Feltehetdleg fontos szerepet tolt be a sejtciklus szabalyozasaban, ugyanis neutralizald
antitesttel torténd blokkolasa, illetve defoszforilaciojanak gatlasa a sejtciklusbol torténd
kilépéshez vezet [127, 128]. A sejtciklus GO fazisaban nem mutathat6 ki, azonban a
Gl, S, G2 és M fazisban megjelenik, ami miatt idealis proliferaciés biomarkernek
tekintheté [129]. Ugyanakkor masok kiemelik, hogy G1 ¢és korai S fazisban az
expresszid minimalis lehet, ami a kimutathatosagot megnehezitheti, ezzel csdkkentve a
Ki-67 marker hatékonysagat [130-132]. Prognosztikus jelent6sége abban van, hogy
képes a tavoli attétmentes talélés eldrejelzésére is tobb daganattipus esetén [122, 133-
135]. Emlorak esetén gyakran kiegészité markerként hasznaljak [136].

A P-glikoprotein egy széles szubsztratspecificitassal jellemezhetd ABC
transzporter (részletes leiras a kemorezisztencia mechanizmusai részben talalhato).
Szamos vizsgalatot végeztek, kimutattak jelentéségét mind a doxorubicin, mind a
paklitaxel kezelés hatékonysaganak eldrejelzésében. Metchetner €s munkatarsai 359
emldérdkban szenvedd betegbdl szdrmazdé mintdkon demonstraltdk, hogy a P-
glikoprotein expresszio a kezeletlen emlérakos betegek 11%-aban volt emelkedett, mig
a kemoterapidban részesiild csoportban 30%-nak bizonyult ez az arany. A Pgp
expressziot nem mutatd tumorokhoz képest szignifikans mértékii rezisztencia mutathato
ki a Pgp-t kifejezé tumorokban, ami a megel6z6 kezeléstdl fiiggetlen [137]. Penson és
munkatarsai hasonld eredményeket publikaltak petefészekrdk esetén, ahol a Pgp
kifejez6dés forditott korrelaciot mutatott a tuléléssel a paklitaxellel kezelt betegeknél
[138]. Paklitaxellel kezelt nem kissejtes tiidérak esetén a kezelésre reagald betegek

100%-a esetén Pgp expressz6 nem volt kimutathatd, ugyanakkor a kezelésre nem
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reagald esetek 68%-aban volt megfigyelhetd emelkedett expresszio [139]. Mas
vizsgalatok vagy nem talaltak Pgp expressziot emlorak esetében, illetve a korabbiakkal
ellentétben nem talaltak Gsszefiiggést a fehérje kifejezddése és a teljes talélés kozott
ovarium daganatok esetén [140, 141]. Ezek az ellentmondé adatok miatt a Pgp, mint
prediktiv biomarker nem keriilt be a klinikai gyakorlatban is hasznalt biomarkerek
korébe. Tovabbi vizsgalatok tisztdzhatjak a Pgp prediktiv hatékonysagat doxorubicin és
paklitaxel kezelés esetén.

A topoizomeraz Il a DNS mindkét szalat elhasitja, ennek kovetkeztében a DNS
képes a feltekeredett allapotat megvaltoztatni, igy transzkripciondlisan és replikacio
tekintetében aktivva tud valni. A doxorubicin-DNS komplexhez kotddve nem képes a
DNS lanc egyesitésére. A lanctorések hatasara apoptozis indukalodik. Preklinikai
vizsgalatok soran kimutattdk, hogy a topoizomerdz II expresszidja ¢€s aktivitasa
jelentésen befolyadsolja a doxorubicin hatékonysagat, és emiatt potencialis prediktiv
biomarkernek tekinthet6 [82, 142-148].

A proteaszoOma a sériilt illetve feleslegessé valt fehérjék lebontasat végzo
multikatalitikus proteinaz komplex [149]. A PSMB7 gén a proteaszoma 3 alegységének
egyik fehérjéjét kodolja. Vizsgalatunkban a PSMB7-r61 bebizonyitottuk, hogy in vitro
modellen oki szerepet jatszhat a doxorubicin rezisztencia kialakulasaban.
Eredményeinket 1592 emlérakban szenvedd beteg adatainak in silico vizsgalata soran
igazoltuk [150]. Ezen eredmények alapjan felvetédott, hogy a PSMB7 alkalmas
prediktiv biomarker lehet, azonban tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek klinikai
prognosztikus erejének meghatarozasara.

Szamos egyéb egygénes prediktiv biomarkert irtak le emldrak esetén, mint a
ciklin D1 [151], a c-myc [152], metalloproteinazok [153-155], az urokinaz tipusu
plazminogén aktivator ¢és a pazminogén aktivator inhibitor-1 [156-159], a
metallotionein [160] és a tau [161-163]. Ezek a biomarkerek nem keriiltek gyakorlati
felhasznalasra a klinikai vizsgéalatok hidnya vagy ellentmondasos eredmények miatt
[122].
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Multigénes markerek

Szamos tobbgénes prediktiv és prognosztikus tesztet fejlesztettek ki emlorakos
betegek szamara, melyek koziil tobb klinikai hasznalatban van jelenleg is. A tesztek
koziil a BNL-t (Breast Lymph Node assay) és a MammaPrintet fogadta el a FDA (Food
and Drug Administration) az USA-ban. Az Oncotype DX-et ugyan nem fogadta el,
azonban szakmai utmutatokban mar szerepel.

A jovahagyott multigénes biomarkerek koziil a Breast Lymph Node assay a 0,2
milliméternél nagyobb attét kimutatasara alkalmas az Orszemnyirokcsomobol. A
kimutatas alapja az emldspecifikus mammaglobin mRNS expresszidjanak, illetve az
epitelialis markerként ismert citokeratin-19 meghatarozasa [164, 165]. A MammaPrint
a nyirokcsomo negativ betegek esetén hasznalhato, a teszt a betegek prognozisat 70 gén
mRNS expresszidjanak meghatarozasaval képes megbecsiilni [166-172]. A fenti két
teszt esetén az Osztrogén receptor statusztol fliggetleniil hasznalhato [122].

Az Oncotype DX nyirokcsomo-negativ, Osztrogén receptor pozitiv emldrak
esetén jelzi elére a tavoli kigjulas esélyét, illetve segit annak eldontésében, hogy
sziikséges-e az adott betegnél a kemoterapias kezelés. A teszt 21 gén (16
tumorasszocialt és 5 haztartasi) mRNS expresszidjat hatarozza meg, melyek
segitségével a kijulas valosziniiségét jellemzd recurrence score-t szamol, mely korrelal
a kemoterapia iranti érzékenységgel, a 10 éven beliili kiGjulas esélyével, illetve a
mortalitassal. Szamos korabbi, illetve jelenlegi vizsgalat hivatott a teszt fliggetlen
validalasara [173-176]. A 16 gén kozott megtalalhatd az Osztrogén receptor, a
progeszteron receptor, a HER2 a Ki-67, melyek meghatarozasa ugyan mas modszerrel,
de korabban is hasznélatban voltak. Ezeknek nagy a sulyuk a recurrence score
szamitasanal, a tobbi gén azokban az esetekben befolyasolhatja jelentésen a
végeredményt, ha a kulcsgének segitségével nem lehet pontos elérejelzést adni [122].

Szamos FDA altal el nem ismert, kezelési utmutatokban sem szerepld
multigénes prediktiv és prognosztikus teszt 1étezik emlérakos betegek részére. A Theros
H/I teszt 6sztrogén receptor pozitiv, nyirokcsomo-negativ betegek esetén a HOXB13 és
az IL17BR génexpresszié aranya alapjan jelzi elére a kijulas esélyét. A betegeket
alacsony és magas rizikdju csoportba sorolja kiujulds szempontjabol, valamint az
endokrin kezelésre adott valaszkészséget meghatarozza. A THEROS MGI teszt grade

meghatarozast végez 5 gén expresszidja alapjan, melynek prediktiv értékét szamos
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vizsgalat igazolta [177-183]. A MapQuant DX 97 gén mRNS expresszidjanak
meghatarozasaval a primer Osztrogén receptor pozitiv, nyirokcsomd-negativ, grade II
tumorokat osztja alacsony és magas rizikoji csoportokba [184, 185]. Szamos tovabbi
multigénes tesztet fejlesztenck, mint az ARUP Breast Bioclassifier [172, 175, 186], a
Metastatic score [187-189], az Invasive Gene Signature [190-193], a Wound Response
Indicator [194-196], a Mammotrat [197, 198], az eXagenBC [199]. Ezek alapjan a
jovében feltételezhetd, hogy tovabbi multigénes tesztek keriilnek az ajanlasokba, illetve
a klinikai gyakorlatba [122].

1.3 Modell-rendszerek

1.3.1 Sejkultiras modellek

A sejtvonalak, mint modell rendszerek alkalmazasa a daganatos megbetegedések
vizsgalatara 1951-ben valt lehetévé, mikor a John Hopkins korhazban Dr. George O.
Gey laboratoriumaban sikeriilt eldszor daganatos sejteket hosszli ideig tenyészteni
[200]. Ezt kdvetéen szamos daganattipus esetén rendkiviil sok sejtvonalat hoztak 1étre,
ezaltal lehetévé valt a technikailag konnyen kivitelezhetd kontrollalt vizsgalatok
véghezvitele, ami jelentdsen eldsegitette a daganatok kialakulasanak genetikai és
epigenetikai hatterének feltarasat [201, 202]. Lehetévé valt a daganatellenes kezelések
hatékonysaganak in vitro meghatarozasa, az elsédleges [203] és a szerzett rezisztencia
[204] vizsgalata, prognosztikus és prediktiv biomarker jeldltek azonositasa [205].

Az extracellularis matrix, a stromasejtek, a daganat érellatasa, oxigénellatasa
mind olyan paraméterek, melyek képesek befolyasolni a daganatos sejtek miikodését,
azonban a sejtvonalak in vitro tenyésztése esetén ezek a koriilmények nincsenek jelen,
vagy nem abban a formaban, ahogy in vivo jelen lennének, igy a sejtvonalak
vizsgalataval nyert eredmények mindig a modell korlatainak figyelembe vételével
értelmezhetéek. Szamos vizsgalat kimutatta, hogy az extracellularis matrix képes
befolyasolni a daganatellenes szerek iranti érzékenységet [206-214], ugyanakkor az in
vitro modellek nagy része ezt nem veszi figyelembe. A daganat fibroblasztokat,
hemopoetikus eredetli sejteket, endotél sejteket tartalmaz, melyek fontos szerepet

jatszanak szamos tumor-bioldgiai esemény létrejottében, mint a daganat kialakulasa,
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progresszidja, novekedése, és a rezisztencia [215, 216]. Ezeket a tényezoket szintén
nem lehet figyelembe venni a sejtvonalak in vitro tenyésztése esetén.

Egy adott daganatellenes szer hatékonysagat, illetve az elsddleges ¢és a
masodlagos rezisztencia jelenlétét, kialakulasat szintén hatékonyan lehet in vitro
modellek segitségével vizsgalni. A modell a preklinikai vizsgalatok egyik alappillére
lett. VVoskoglou-Nomikos és munkatarsai bebizonyitottak, hogy az in vitro és xenograft
vizsgalatokat megfeleléen végezve az eredmények alkalmasak a fazis II vizsgalatok
eredményének elérejelzésére [217].

Gyorffy és munkatarsai demonstraltak, hogy az in vitro modell alkalmas
prediktiv biomarkerek azonositdsara. Vizsgalatukban 30 sejtvonal [Csp értékét
hataroztdk meg 11 daganatellenes szer esetében. A sejtvonalakat rezisztencia indexiik
alapjan érzékeny és rezisztens csoportra osztottdk, majd olyan géneket azonositottak,
melyek eltérnek a két csoportban. Az igy kapott gének egy részét TagMan segitségével
Is igazoltak. A leirt genetikai kiilonbségek alkalmasak lehetnek a klinikai gyakorlatban a
kezelésre adott reakcio elorejelzésére, amennyiben tovabbi klinikai vizsgalatok
igazoljak az in vitro eredményeket [203].

A rezisztencia hatterében rejld mechanizmusok azonositasa is egy fontos
alkalmazasi tertilete a sejtkultara alapu vizsgalatoknak. Szamos vizsgalat igazolta, hogy
sejtvonalak segitségével azonosithatok primer és szerzett rezisztencidhoz vezetd
mechanizmusok, és biomarkerek, melyek segitségével a rezisztenciat elore lehet jelezni
[218-228].

Az egy sejtvonalbol szdrmazo tobb rezisztens sejtvonal modell esetén a tobbféle
rezisztencia-mechanizmus is kialakulhat [229-231], melynek hatterében a daganat
heterogenitas jatszhat fontos szerepet. A human daganatok esetében daganaton beliili
heterogenitas figyelhetd meg génexpresszid, sejtmorfoldgia, anyagcsere, motilitas,
proliferativ, érképz6, immunogén és attétképzO képesség tekintetében [232-236]. A
daganat novekedésekor a sejtek osztodasa soran torvényszeriien keletkeznek genetikai
hibak, illetve az egyes daganatokban megfigyelheté genetikai instabilitas is hozzajarul a
daganatok genetikai heterogenitdsdhoz. A heterogén sejtpopulacié a kezelés soran
szelekcion megy keresztiil, mely soran kiszelektdlodnak a rezisztens sejtpopulaciok.
Mivel t6bb mechanizmussal is 1étrejohet a rezisztencia, a kiilonbozé rezisztencia-

mechanizmusokkal jellemezheté sejtpopulaciok szama fogja meghatarozni a
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rezisztenciaért felelds eltérések szamat az adott daganatban. A daganaton beliil eltérd

rezisztencia-mechanizmusokkal jellemezhetd teriiletek alakulhatnak ki, igy egy minta

nem feltétleniil reprezentalnatja a heterogén daganat prediktiv biomarker ¢és

rezisztencia-mechanizmus mintazatat [236].

Kérdésfelvetés

Vizsgalataim soran arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy egy sejtvonalbél tobb

rezisztens sejtvonal létrehozasa megfelelobb modell-e egy daganatellenes szerrel

szembeni szerzett rezisztencia modellezésére, mint egy rezisztens €s az eredeti sejtvonal

Osszehasonlitasa. Ek6zben ennek a modellnek a segitségével a multidrog rezisztencia

jelenségét is vizsgaltam. Kisérleteimmel a kovetkezO kérdéseket akartam/szerettem

volna megvalaszolni:

1

Tobb, egy sejtvonalbol szarmazo rezisztens sejtvonal vizsgalataval lehetséges-e
a doxorubicinnal szembeni szerzett rezisztenciaban szereplé géneket
azonositani?

Tobb, egy sejtvonalbol szarmazo rezisztens sejtvonal vizsgalataval lehetséges-e
a paklitaxellel szembeni szerzett rezisztenciaban szereplé géneket
azonositani?

Tobb, egy sejtvonalbdl 1étrehozott rezisztens sejtvonal esetén a rezisztencia az
egyes sejtvonalakban azonos modon alakul ki doxorubicin kezelés
hatasara?

Tobb, egy sejtvonalbdl 1étrehozott rezisztens sejtvonal esetén a rezisztencia az
egyes sejtvonalakban azonos moédon alakul ki paklitaxel kezelés hatasara?
Egy kemoterapias szerrel torténd hosszii tava kezelés soran kialakul-e

multidrog rezisztencia?
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2 Modszerek

2.1 Sejtvonalak
Vizsgalatom soran két human emlérak sejtvonalat, az MCF-7-et és az MDA-MB-231-et
hasznaltam. A sejtvonalakat az American Type Culture Collection-t6l szereztem be,

tulajdonsagaikat a 3. tablazat foglalja Gssze.

3. tablazat: A vizsgalat soran hasznalt sejtvonalak jellemzoi

MDA-MB-231 MCF-7
Elsédleges daganat emld emld
Szovettan adenokarcinoma | adenokarcinéma
Szarmazasi hely pleurdlis effuzio | pleuralis effuzid
Sejttipus epithelialis epithelialis
Novekedési jellemzd letapado letapado
Beteg ¢életkora (év) 51 69
Beteg neme né né
Osztrogén receptor
) Negativ Pozitiv
statusz

2.2 Gyoégyszerek

Vizsgalataim soran két gyogyszert, doxorubicint (EBEWE Pharma, Unterach,
Ausztria) és paklitaxelt (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag, katalogusszam:
T7402) hasznaltam. A Kkoncentraciésor a klinikai dézis 0,0001-szeresétél az 1000-
szereséig terjedt. A klinikai dozist a gyogyszer egyszeri dozisa alapjan szdmoltam,
feltételezve, hogy egyenlden oszlik el a szervezetben. Az egyszeres klinikai dozis

doxorubicin esetén 0,02 pg/ml, paklitaxel esetén pedig 0,1 pg/ml volt.

2.3 Sejtkultira

A sejtek Leibovitz-15 médiumban (PAA, katalogusszam: E15-821) nottek, amit
foetalis borjuszérummal (végsé koncentracio: 10%, PAA, katalogusszam: A15-105),

transzferrinnel (végs6 koncentracio: 2,5 mg/l, Sigma-Aldrich, katalogusszam: T8158),
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fetuinnal (végs6é koncentraci6: 500 mg/l, Sigma-Aldrich katalogusszam: F6131),
natrium-bikarbonattal (végsé koncentracio: 1,1 g/l, PAA, katalogusszam: S11-002),
MEM vitaminnal (végsé arany: 1%, GIBCO katalégusszam: 11120), Amphotericin B-
vel (végsé koncentracio: 2,5 mg/l, GIBCO katalogusszam:15070-063), Penicillin-
Streptomycin oldattal (penicillin végsé koncentracioja: 50 000 U/I, streptomycinnel
végs6 koncentracio: 50 mg/l, Sigma-Aldrich katalogusszam: PO781) egészitettem Ki. A

sejtek 5% CO,-t tartalmazo, 37°C-os hdmérsékletet biztositoé inkubatorban néttek.

2.4 Sejtproliferacié mérése

A sejtvitalitast MTT sejtproliferacios proba (Roche, katalogusszam: 11 465 007)
segitségével hataroztam meg. Lyukanként 2000 sejtet pipettaztam 80 pl végtérfogatban
a 96 lyuku lemezre. 24 6raval késébb 20 ul doxorubicint vagy paklitaxelt tartalmazo
PBS-t pipettaztam a kezelendé sejteket tartalmazo lyukakba. A  gyogyszerek
végkoncentracidja a klinikai dozis 0,0001-szeresét6l 1000-szereséig terjedt. A klinikai
dozis doxorubicin esetén 0,02 pg/ml, paklitaxel esetén 0,1 pug/ml volt. A kontrollnak,
illetve a prekontrollnak megfeleld lyukakba 20 ul PBS-t pipettaztam. A prekontroll
lyukakhoz azonnal, a kontroll és a kezelt lyukakhoz 72 o¢ra elteltével 10 ul MTT
festéket (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid) adtam, melyet az é16
sejtek formazannd alakitanak. 4 oraval késdbb 100 pl szolubilizalé oldatot adtam. A
keletkez0 formazan termék mennyiségét 24 oOraval késébb Multiscan FC
spektrofotométerrel mértem le 595 nm-es (formazan abszorpcidés maxumima) és 690
nm-es (hattér) hullimhosszon. Minden koncentracid esetén haromszoros ismétléssel
végeztem a méréseket. A tovabbi szamitasokat a harom mérés atlagaval végeztem. A
sejtnovekményt a (kezelt-prekontroll)/(kontroll-prekontroll) képlet alapjan szamoltam
ki. Adott sejtvonal koncentracidértékeihez tartozo értékekre gorbét illesztettem, és
meghataroztam az 1Csq értéket GraphPad Prism szoftver segitségével.
A rezisztens sejtvonalak keresztrezisztenciajat is meghataroztam doxorubicin,
paklitaxel, 5-fluorouracil és ciszplatin kezelés esetén is. A fentieckhez azonos modon
végeztem az 1Csp érték meghatarozasat. 5-fluorouracil esetén a klinikai koncentracié (1x

es kezelési koncentracio) 64,65 pg/ml ciszplatin esetében 14,3 pg/ml volt.
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2.5 Sejtszam meghatarozas

A sejtszdmot Casy DT automata sejtszamlaloval hataroztam meg. A Casy
méréhengereket 10 ml Casy Ton izotonias oldattal toltottem fel, a lecentrifugalt sejteket
1 ml médiumban reszuszpendaltam és 20 ul sejtszuszpenziot adtam 10 ml Casy Ton-t
tartalmaz6 Casy méréhengerhez, majd a méréhengereket lezaras utan haromszor lassan

atforditottam, majd lemértem a mintakat.

2.6 Rezisztens sejtvonalak kialakitasa

Sejtvonalanként és gyogyszerenként tiz szubpopuldciot kilonitettem el. A
sejtvonalakat doxorubicinnal (EBEWE Pharma, Unterach, Ausztria) vagy paklitaxellel
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag) kezeltem. A kezelés fokozatosan emelkedd
dozisokkal tortént. A konfluenciat (ami megmutatja, hogy a sejtek milyen aranyban
n6tték be a sejttenyésztd edény aljat) hetente tobbszor becsiiltem meg. Ha a konfluencia
50% alatti volt egy hetes kezelést kovetden, a kezelést felfiiggesztettem: ha a
konfluencia 50% és 70% kozott volt, a kezelést folytattam médiumcsere utan; 70 %
feletti konfluencia esetén a medium eltavolitdsa utan a sejteket 2 ml PBS pufferrel
mostam, majd eltavolitottam a puffert és 3 ml tripszinnel (PAA, katalogusszam: L11
001) 15 percig 37°C-on inkubaltam. A leemésztett sejteket tartalmazo folyadékot 15 ml-
es centrifuga csovekbe helyeztem, majd 1700 1/perc fordulatszdmon 5 percig
centrifugaltam. A feliiluszot eltavolitottam, a sejteket 1 ml médiumban feloldottam. A
sejtek felét 5 ml médiumhoz adtam, és a tenyésztdéedénybe pipettaztam, majd egy
nappal késobb kezeltem. A sejtek masik feléhez DMSO-t (végsd arany:10%, Sigma-
Aldrich, katalogusszam: D2650) adtam, fagyasztocsdbe pipettaztam, 4 °C-on 15 percig,
majd -20 °C-on ismét 15 percig inkubaltam, majd -86 °C-os hiitébe helyeztem. Ha az
kellett a kezelést felfiiggeszteni), akkor a kezelés dozisat emeltem. A
koncentracidemelés mértéke 10x-es volt a 0,1x-es klinikai koncentracid eléréséig, utana
kisebb mértékli koncentracioemelést hajtottam végre (0,3x, 0,5%, 1x, 1,5x, 2x, 3x). A
koncentracidemelések el6tt MTT sejtproliferacios vizsgalatot végeztem a kezelt sejtek
érzekenységének meghatarozasdra. A kezelés iddOtartama alatt a gyodgyszerek

oldoszerével kezelt sejtvonalat is fenntartottam, melyeket kontrollként hasznaltam
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vizsgalataimhoz. A rezisztens sejtvonalak létrehozasanak folyamatat az 1. abra mutatja

be.

1. abra: a rezisztens sejtvonalak létrehozéasanak folyamatabraja

— Sejtkultara (L15)

v

Kezelés (1 hét)

v

Konfluencia

18 hénapos
kezelés

70%: 50%:

<&0%:
Kezelés folytatisat+ €= Médiumeseretkeze €= 20%

Kezelés felfiiggesztése

I
: fagyasztas 1és folytatisa
1 T
! !
E I
i I
I Y
| Rezisztens
[pepep—— MTT b ——— - - - )
sejtvonalak

2.7 Nukleinsav izolalas

A mintdk homogenizalasa Qiashredder (Qiagen, katalogusszam: 79656)
segitségével, az RNS izolalas Qiagen RNEasy Mini Kittel (Qiagen, katalogusszam:
74106) tortént a felhasznalasi Gtmutato alapjan. A sejtek tripszinnel torténd levalasztasa
utan a sejteket 15 ml-es centrifugacsébe pipettaztam, 1700 1/perc fordulatszamon 5
percig centrifugaltam, majd a feliiliszot eltavolitottam. Ezt kovetden az alabbi 1épéseket

végeztem el:

1. A mintahoz 600 pul RLT puffert adtam, majd tobbszor fel-le pipettaztam.

2. A mintat Qiashredderre pipettaztam, majd 14000 1/perc fordulatszamon 2 percig
centrifugaltam.

3. Minden mintdhoz adtam 600 pul 70 %-os etanolt, kzben pipettaval at is kevertem.

4. Az RNS izolal6 oszlopot réillesztettem a 2 ml gytijtécsdre, majd ramértem 700 pl

mintat. Azutan 15 masodpercig 10 000 1/perc fordulatszamon centrifugaltam. Az
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atfoly6 folyadékot kiontdttem. Mindezt megismételtem a minta megmaradt
részével. Az izolalo oszlopot 1) gylijtdcsére helyeztem.

700 ul RW1 puffert pipettaztam az oszlopra, majd 15 masodpercig 10 000 1/perc
fordulatszamon centrifugaltam. Az atfolyo folyadékot kiontottem.

500 pl (etanollal higitott) RPE puffert pipettaztam az oszlopra. Ezutan 15
masodpercig 10 000 1/perc fordulatszdmon centrifugaltam. Az atfolyo folyadékot
kiontottem.

Ismét 500 ul RPE puffert pipettaztam az oszlopokra és 120 masodpercig 10 000
I/perc fordulatszdmon centrifugaltam (a szilikamembrdn szaradasaig). A
gyljtécsovet kidobtam.

Az oszlopot a végleges Eppendorf csébe helyeztem, majd 2x30 pl RNaz mentes
desztillalt vizet pipettaztam kozvetlen a membranra, 60 masodpercig allni
hagytam, majd 60 masodpercig 10 000 1/perc fordulatszamon centrifugaltam.

A 6. 1épést megismételtem, 60 helyett 120 masodpercig centrifugaltam 10 000
1/perc fordulatszdmon a mintat.

Az RNS mennyiségét és mindségét meghataroztam és -86 °C -on taroltam.

Mindéségellenorzés

Az RNS mennyiséget és mindséget Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) és

Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc.) rendszer segitségével hataroztam meg.

A Nanodrop mérések soran az A260/A280 és az A260/A230 aranyt vizsgaltam

meg, az A260/A280 arany esetében a 2-nél nagyobb értékeket fogadtam el, mig az
A260/A230 esetében ez az érték 1,7 volt. A 2. abra az MDA-MB-231-R19 sejtvonalbol

szarmaz6 RNS minta Nanodrop mindségvizsgalatanak eredményét mutatja.

2. abra: Az MDA-MB-231-R19 sejtvonalb6l szdrmaz6é RNS-t tartalmazo oldat

abszorbancia értékei a hullamhossz fliggvényében. A 260 nm-nél elhelyezkedd

fliggbleges vonal az RNS-re jellemzd csucsot jeloli.
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29 RT-PCR

TagMan valds idejli polimerdz lancreakciot hasznaltam a kivalasztott gének
MRNS expresszidjanak meghatdrozasahoz. Micro Fluidic Card (Applied Biosystems)
rendszert hasznaltam a 31 minta (29 rezisztens sejtvonal, és a két kontroll sejtvonal)
leméréséhez. A méréseket ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection rendszerrel
végeztiik, a felhasznaloi atmutatonak megtelelden (http:// www.appliedbiosystems.com,
CA, USA). A géneket irodalmi adatok alapjan valasztottam Ki. Olyan gének kertiltek be
a listaba, melyekrdl kordbban leirtdk, hogy doxorubicin vagy paklitaxel rezisztenciaval
Osszefligghet az expresszio-valtozasuk. Ezeken kiviil a hormonreceptorok és

prognoézissal 6sszefliggd gének expressziojat vizsgaltuk meg.
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2.10 RT-PCR statisztikai kiértékelése

SDS 2.2 szoftvert hasznaltunk az adatelemzéshez. A ACt értékeket a hirom
haztartasi gén (18S, HPRT1 and RPLPO) atlagahoz normalizaltam. A gének
expresszidja és a doxorubicinnal, illetve a paklitaxellel szembeni rezisztencia kozti
korrelaciot Spearman-féle rangkorrelacios teszt segitségével allapitottam meg. Step-up
tobbszoros tesztelési korrekciot végeztiink, statisztikailag szignifikansnak a p<0,01

értéket fogadtam el.

2.11 Citogenetika

A kontroll (gyogyszer oldoszerével kezelt) sejtvonalakat és a kezelt
sejtvonalakat 3-5 napig tenyésztettem. A ~80%-o0s konfluencia elérésekor kolcemiddel
(végs6 koncentracio: 0,02-0,06 pug/ml) inkubaltam 24 o6ran at. A sejtek 1x tripszin-
EDTA-val torténd levalasztasa utan a kromoszomapreparalas standard technika szerint
zajlott. 0,067 M-os KCI hipotonids kezelést kovetden a fixalas methanol/ecetsav
oldatban tortént. Kromoszoma vizsgalatot metafazisban levé G-savozott, tripszinizalt és
Wright Giemsa festékkel festett sejteken végeztik. Tiz metafazist értékeltiink
mintanként Cytovision 3.6 és Mac Ktype 5.6 (Scientific Systems, UK) kariotipus
elemz6 szoftver segitségével. A Kkariotipusokat a International System for Human

Cytogenetic Nomenclature (ISCN 2009) segitségével irtam le.

2.12 Aramlasi citometria

A sejtek P-glikoprotein (Pgp) aktivitasat a Pgp szubsztrat rhodamin 123
segitségével vizsgaltam. 5 X 10° sejtet pipettaztam hatlyuka lemezek mélyedéseibe, a
sejtek 24 ora alatt letapadtak. Ezt kdvetéen rhodamin 123-at (végsé koncentracio: 10
uM, Sigma-Aldrich, kataldgusszam:R8004) adtam a sejtekhez és 30 percig inkubaltam
a sejteket, majd hideg (4°C-0s) PBS-sel mostam. A sejteket 2 ml tripszin-EDTA
segitségével valasztottam le, majd centrifugélas (fordulatszam: 1700 1/perc, 1d6:5 perc)
utan a feliiluszot ledntottem, és a sejteket hideg (4°C-0s) PBS-ben reszuszpendaltam.

Végiil aramlasi citométerrel (Becton-Dickinson FACSCalibur) vizsgaltam a sejteket.
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10* sejt fluoreszcencia értékeit mértem le mintanként, a sejtszamot a rhodamin 123

fluoreszcencia intenzitasanak fiiggvényében abrazoltam.
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3 Eredmények

3.1 Sejtvonal fejlesztés

c ey

rezisztens sejtvonal alakult ki (10 doxorubicin és 4 paklitaxel rezisztens MCF-7, 6
doxorubicin és 9 paklitaxel rezisztens MDA-MB-231 sejtvonal). A relativ rezisztencia
értékek (az eredeti sejtvonalakhoz viszonyitott) doxorubicin rezisztens sejtvonalak
esetében atlagosan 18,5-sz0ros, paklitaxel rezisztens sejtvonalak esetén atlagosan 15,4-
szeres novekedést mutattak. A 4. tablazat mutatja a rezisztencia és keresztrezisztencia

értékeket.

4, tablazat: Keresztrezisztencia doxorubicinnal (DOX), paklitaxellel (PAX),
ciszplatinnal (CISP) és 5-fluorouracillal (5-FU) szemben az eredeti és a rezisztens
sejtvonalakban. Bar egyes sejtvonalak esetén nagyfoku keresztrezisztenciat mutattam Ki,

nem talaltam szignifikans Osszefiiggést a relativ rezisztencia szint és az ICsq értékek

kozott.
) IC50 | IC50 | IC50 | IC50
Sejtvonal Kezelés
(PAX) | (DOX) | (CISP) | (5-FU)
MCF-7 2,33 2 2,55 0,07
Vehikulum
MDA-MB-231 2,05 2,12 2,46 0,09
MDA-MB-231-R1 7,06 8,06 9,13 0,03
MDA-MB-231-R4 8,34 8,11 2,75 0,05
MDA-MB-231-R5 o 6,06 7,79 2,98 0,09
Doxorubicin
MDA-MB-231-R8 5,83 9 2,39 0,3
MDA-MB-231-R9 6,93 | 98,45 3,3 0,09
MDA-MB-231-R10 6,55 | 62,44 | 2,46 0,06
MDA-MB-231-R11 49,66 59 3,46 0,07
MDA-MB-231-R12 9,32 3,46 6,82 2,15
MDA-MB-231-R13 Paklitaxel 7,89 6,4 2,95 | 45,04
MDA-MB-231-R15 5,34 8,38 5,51 499
MDA-MB-231-R16 18,54 | 4,82 0,84 3,2
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) IC50 | IC50 | IC50 | IC50
Sejtvonal Kezelés
(PAX) | (DOX) | (CISP) | (5-FU)
MDA-MB-231-R17 8,49 4.1 5,96 0,01
MDA-MB-231-R18 6,35 294 | 4,48 0,09
MDA-MB-231-R19 58,18 | 1,98 1,07 0,07
MDA-MB-231-R20 6,69 7,75 2,1 0,1
MCF-7-R1 6,88 4,46 3,14 0,4
MCF-7-R2 5,22 6,79 6,63 | 57,27
MCF-7-R3 4,24 43 3,81 0,07
MCF-7-R4 5,16 8,52 3,02 0,06
MCF-7-R5 0,7 4,19 3,45 1,61
Doxorubicin
MCF-7-R6 6,61 | 24,13 1,3 0,04
MCF-7-R7 6,65 9,42 4,34 0,09
MCF-7-R8 2,41 | 19,26 | 2,11 0,05
MCF-7-R9 5,34 6,28 3,1 0,05
MCF-7-R10 6,31 | 15,21 | 0,15 0,04
MCF-7-R12 6,61 4,74 6,02 0,04
MCF-7-R13 5,86 7,91 0,44 | 58,12
Paklitaxel
MCF-7-R14 7,48 | 26,94 | 1,16 3,95
MCF-7-R20 993 | 57,39 | 4,35 0,23
3.2 RT-PCR

Spearman-féle rang korrelacios tesztet végeztem a doxorubicin és paklitaxel
rezisztenciaval Osszefliiggd gének expresszios értékei és a sejtvonalak ICsg értéke kozott.
Az eredményeket az 5. tablazatban foglaltam 0Ossze. A doxorubicin rezisztens
sejtvonalakban a TOP2A gén és két tubulin izoforma expresszidja mutatott dsszefliggést
a sejtvonalak 1Csy értékeivel. A paklitaxel rezisztens sejtvonalakban a MVP, négy
tubulin izoforma és a mikrotubulus-asszociat protein 4 gén expresszidja fliggott dssze a
rezisztenciaval. Korabbi vizsgadlatunkban Osszefiiggést mutattunk ki a PSMB7 gén
expresszidjanak megvaltozasa és a doxorubicin rezisztencia kozott [150]. Ugyanakkor

jelen vizsgalat sordn nem volt szignifikans Osszefliggés kimutathatdé a PSMB7 gén
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expresszidja s a doxorubicin rezisztens sejtvonalak 1Cs értékei kozott. Az ABCB1 gén

p értéke 0,03 és 0,07 volt a doxorubicin és paklitaxel rezisztens sejtvonalakban.

5. tablazat: Spearman-féle rang korrelacids teszt eredménye a génexpresszido €s a
doxorubicin ¢és paklitaxel rezisztens sejtvonalak 1Csy értéke kozott. A szignifikancia

szint fels6 hatara 0,01 volt, a szignifikans eredményeket *-gal jeldltem.
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Proba azonosito

Gén azonosito

Gén név

Referencia

Spearman

p-érték

Spearman

p-érték

Doxorubicin rezisztenciahoz tarsul6 gének

vs, Doxorubicin

rezisztens sejtvonalak

vs, Paklitaxel

rezisztens sejtvonalak

Hs00184500_m1| ABCB1 P-glikoprotein [237] 0,42 0,030 0,33 0,072
Hs00219905 m1|ABCC1 Mitoxantron rezisztencia protein [238] 0,00 0,492 0,27 0,073
Hs00184979_m1 | ABCG2 BCRP [239] -0,25 0,085 0,01 0,470
Hs03063307_m1 | TOP2A topoizomeraz Il o [142-144] 0,48 0,003* 0,08 0,331
Hs00245438 m1| MVP major vault protein [110, 240] -0,26 0,077 0,42 0,009*
Hs00946084 g1 |HSPAS HSP 70kDa protein 5 [241] 0,20 0,142 0,37 0,019
Hs00160607_m1 |PSMB7 proteaszoma [ alegység (type 7) [150] -0,14 0,221 -0,18 0,164
Paklitaxel rezisztenciahoz tarsulé gének

Hs00362387_m1 | TUBA1A tubulin, o 1a [242] -0,34 0,033 0,38 0,018
Hs00744842 sH | TUBA1B tubulin, a 1b [242] -0,40 0,012 0,14 0,229
Hs00733770_m1 | TUBA1C tubulin, a 1c [242] -0,32 0,042 0,49 0,003*
Hs00258236_m1 | TUBB1 tubulin, o 1 [243] 0,05 0,455 0,10 0,411
Hs00742533 s1 | TUBB2A tubulin, B 2A [243] -0,35 0,026 0,42 0,009*
Hs00603550_g1 | TUBB2B tubulin, g 2B [243] -0,21 0,130 -0,21 0,127
Hs00607181_gl1 |TUBB2C tubulin, g 2C [243] -0,49 0,003* 0,19 0,157
Hs00964962_g1 | TUBB3 tubulin, B 3 [243, 244] -0,45 0,006* 0,42 0,010*
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Proba azonosito | Gén azonositoé | Gén név Referencia | Spearman |p-érték |Spearman |p-érték
Hs00893144 g1 | TUBB4 tubulin, B 4 [243] -0,34 0,033 0,45 0,005*
Hs00902188 _m1 | MAPT mikrotubulus-asszociat protein tau [163] 0,28 0,066 -0,10 0,299
Hs00737065_m1 | MAP4 mikrotubulus-asszociat protein 4 | [245, 246] -0,20 0,138 0,53 0,001*
Breast cancer hormone receptors

Hs01046815 m1|ESR1 Osztrogén receptor 1 0,11 0,273 -0,28 0,060
Hs01105519 m1|ESR2 Osztrogén receptor 2 (ER B) -0,01 0,489 -0,45 0,085
Hs00172183_m1|PGR progeszteron receptor 0,09 0,350 -0,13 0,297
Hs00170433_m1 | ERBB2 HER2 -0,05 0,401 -0,26 0,075
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3.3 Citogenetika

Citogenetikai vizsgalatot végeztink az Osszes rezisztens MDA-MB-231, az
eredeti MDA-MB-231 ¢és a vehikulummal kezelt MDA-MB-231 sejtvonalon. A
rezisztens sejtvonalakban szamos citogenetikai valtozas kovetkezett be. Az atlagos
ploiditas és a kromoszémalis aberraciok szama hasonld mértékii volt a rezisztens és az
eredeti sejtvonalakban két tetraploid sejtvonal kivételével. Az rezisztens sejtvonalaknak
60-110 kromoszoémajuk volt. Az 1-es 17-es és 21-es kromoszoma rendelkezett a legtobb
masolattal. A legnagyobb mértékli variabilitas a 3-as, 7-es, 17-es, 20-as és 21-es
kromoszéman volt megfigyelhetd, mig az X, a 10-es, a 13-as és a 16-os kromoszomak
bizonyultak a legstabilabbnak. Leggyakrabban a 15-6s, 18-as és 21-es kromoszéman
tapasztaltam allomanynyerést, a leggyakoribb delécido a 9p21 ¢és a 18q21 volt. Két
sejtvonal, a doxorubicin rezisztens MDA-MB-231-R5 és a paklitaxel rezisztens MDA-
MB-231-R11 kozel tetraploid kromoszomakészlettel rendelkezett. A kromoszoémalis
valtozasokat a 3. abra, a ploiditast és az 0j aberraciok szdmat a 4. dbra, az MDA-MB-
231-R18 sejtvonal reprezentativ kariotipusat a 5. abra mutatja be. A {6 kiilonbség a
rezisztens és az eredeti sejtvonalak kozott az 0j tipusu strukturalis atrendezodések

nagyobb szdma volt.

A Shannon diverzitasi index segitségével az eltérd citogenetikai
tulajdonsagokkal jellemezhetd sejtpopulaciok szamat és gyakorisagat felhasznalva
meghataroztam az egyes rezisztens MDA-MB-231 sejtvonalak genetikai instabilitasat.
Az eredeti sejtvonal Shannon indexe 2,05 volt, az atlag 2,03 volt. Kromoszomalis
instabilitas 4 sejtvonalban volt megfigyelhet6 (4. abra). A kromoszomalis instabilitassal
jellemezhetd sejtvonalak esetén nagyobb mértékli  keresztrezisztencia  volt
megfigyelhetd paklitaxel kezelés (ICso értékek: 6,7 és 7,1 pug/ml), ciszplatin kezelés
(ICsp értékek: 3,5 és 4,2 pg/ml), illetve 5-fluorouracil kezelés (ICsq értékek: 5,1 és 10,1
pg/ml) esetén, azonban ezek a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikdnsnak Mann-
Whitney teszt alkalmazéasa esetén. A Shannon diverzitdsi index segitségével kapott

eredményeket a 6. dbra foglalja 6ssze.
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3. abra: A rezisztens MDA-MB-231 sejtvonalak citogenetikai aberracidinak attekintd abraja. Fehér hattér: normal kromoszomak, zold
hattér: az eredeti MDA-MB-231 sejtvonal kromoszomai, piros hattér: kromoszomalis valtozasok a rezisztens sejtvonalakban. A

rezisztenciaban szerepet jatszo legfontosabb gének pozicioit kék nyilakkal jeldltem.
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4. abra: (A.) ploidités és (B.) az 0j aberraciok szdma kromoszémanként az eredeti (kék)

¢s az Osszes rezisztens sejtvonal (piros) esetén.

A

Kromoszom:ak szama

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Kromoszoma

Uj struktarilis eltérések

.

. ¥ 1 3

1234567 8 91011121314151617181920212223

Kromoszoma
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5. abra: Egy példa a citogenetikai vizsgalatok eredményére: A MDA-MB-231-R18

sejtvonal reprezentativ kariotipusa.

U TRIGETTTRTRT

1 2 3 4 5 6

PREQ BHRE mmE oEy Ry s@sn

7 9. 10 11 12

BT Qg gl A% xupEEgat

13 14 15 16 17 18

E58 REE Haa ana 3(‘

19 20 21 22

6. abra: A kromoszomalis instabilitdst (CIN) a Shannon diverzitasi index alapjan
szamoltam a 3-as 17-es és a 21-es kromoszoma eltérései alapjan (10 metafézis

eredményei alapjan). A kromoszomalis instabilitas kiiszobértéke 2,1 volt.
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3.4 Aramlasi citometria

A sejtvonalak P-glikoprotein funkcidjat a Pgp szubsztrat rhodamin 123
akkumuléacié aramlasi citometriai vizsgalataval hataroztam meg. A paklitaxel kezelt
MCF-7-R20 sejtvonal mutatta a legnagyobb keresztrezisztencidt doxorubicinnal
szemben. A paklitaxel kezelt MDA-MB-231-R19 sejtvonal mutatta a legnagyobb
mértekll rezisztenciat paklitaxellel szemben, ugyanakkor nagyfoku rhodamin 123
effluxot is tapasztaltam ennél a két sejtvonalnal. Két paklitaxel rezisztens sejtvonal
(MCF-6-R5 és MCF-7-R7) doxorubicinnal és ciszplatinnal szemben is rezisztensnek
bizonyult. Bar nem volt megfigyelhetd Osszefiiggés a rhodamin 123 efflux és a
rezisztencia kozott, az aramlasi citometriai mérések eredményei arra utalnak, hogy
egyes sejtvonalakban nagy szerepe lehet a rezisztencia kialakuldsdban a Pgp funkcio

megvaltozasanak (7.abra).
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7. abra: Az ecredeti és rezisztens MDA-MB-231 és MCF-7 sejtvonalak rhodamin 123
rezisztens sejtvonal megvaltozott Pgp funkcidval, zold: rezisztens sejtvonal normal Pgp
funkcioval. A, MDA-MB-231-R19 (piros), MDA-MB-231-R11 (z6ld); B, MDA-MB-
231-R1 (piros), MDA-MB-231-R8 (z6ld); C, MCF7-R7 (piros), MCF7-R2 (z6ld); D,
MCF7-R20 (piros), MCF7-R12 (z6ld). A rezisztens sejtvonalak Pgp funkcidbeli
eltérései csak a rezisztens sejtvonalak egy részében magyarazzak meg a rezisztencia

1étrejottét.

Events

Events
Events

FLI-H
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4  Megbeszélés

Két human emldrak sejtvonalbol  kiindulva fokozatosan emelkedd
29 rezisztens sejtvonalat hoztam Iétre, hogy a szerzett rezisztencia kialakulasat
modellezzem. A sajat korabbi vagy az irodalmi vizsgalatoknal lényegesen tobb
rezisztens sejtvonalat hoztam létre [230] a megbizhatobb eredmények reményében.
Erdekes modon a sejtvonalak nagyfoku heterogenitdst mutattak a rezisztencia
kialakulasat, illetve az igazolt genetikai eltérések tekintetében. A rezisztencia

heterogenitasat az egyes sejtvonalakon beliili genetikai heterogenitas magyarazhatja.

Két kérdésre Gsszpontositottam: Vajon tobb, azonos sejtvonalbdl allo rezisztens
panel segitségével azonositani lehet-e a korabban leirt, klinikailag igazolt prediktiv
biomarkereket? Eredményeim igenld valaszt adnak a kérdésre, igéretes a modell a tobb
rezisztens sejtvonalat tartalmazé panel klinikailag relevans prediktiv biomarkerek
azonositasara. Ugyanakkor ennek a modellnek is vannak korlatai. Az ABCB1 gén és a
P-glikoprotein vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy ez a modell sem képes minden
esetben kimutatni minden rezisztencia-mechanizmust, ugyanis a rezisztencia az azonos
eredet ellenére mas-mas mechanizmussal jott 1étre az egyes sejtvonalakon. Az dramlési
citometriai vizsgalat demonstralta, hogy az adott sejtvonalbol, adott szerrel szemben
rezisztens sejtvonalak koziil van, amelyikben kimutathaté a P-glikoprotein fokozott
aktivitasa, mely oki szerepet jatszik a doxorubicinnal és paklitaxellel Szembeni
rezisztenciaban. Ugyanakkor mas rezisztens sejtvonalban nem valtozott a P-glikoprotein
aktivitasa, ezért ebben az esetben mas mechanizmusok vezethetnek a rezisztencia

kialakulasahoz.

Masodik kérdésem arra vonatkozott, hogy milyen gyakorisaggal jelenik meg a
multidrog rezisztens fenotipus egy szerrel torténd kezelés soran? A 29 rezisztens
sejtvonalbdl 25 mutatott legalabb kétszeres rezisztenciat egy masik szerrel szemben.
Tizenkét sejtvonalban alakult ki legalabb kétszeres rezisztencia egyszerre két szerrel
szemben, és két sejtvonalban alakult ki legalabb kétszeres rezisztencia harom szerrel
szemben. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a szelekcids hatas eredménye révén
egy szerrel szembeni keresztrezisztencia gyakori, azonban a valodi multidrog rezisztens

fenotipus kialakulasa joval ritkabb. Ezek az eredmények &sszhangban vannak azzal a
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megfigyeléssel, hogy az elsdvonalbeli kezelés sikertelenségét kovetden, a masod-,

illetve harmadvonalbeli kezelés sikeres lehet [247].

Korabbi vizsgalatokban [203, 248] igazoltak az ABC transzporterfehérje csalad
tagjainak szerepét a multidrog rezisztencia kialakulasaban. Igazoltam az ABC-
transzporterek szerepét a rezisztencia kialakitdsdban. Az aramlasi citometriai és a
TagMan vizsgalatok eredményét 6sszevetve megallapitottam, hogy osszefiiggés all fenn
az ABCB1 gén mRNS expresszidja és a P-glikoprotein aktivitas kozott. Ugyanakkor az
aramlasi citometriai és a TagMan vizsgalatok nem minden rezisztens sejtvonal esetében
mutattak ki expresszio- vagy funkcidvaltozast, azaz az ABCB1 expresszidvaltozas nem
minden sejtvonalban jarul hozza a rezisztencia kialakitasahoz. A rezisztencia tehat az

ABC transzporterektdl fiiggetlen alternativ mechanizmusokkal is létrejohet.

Figyelemre mélto, hogy két kordbban paklitaxel rezisztencidval Osszefiiggésbe
hozott gén, a TUBB2C ¢s a TUBB3 expresszioja dsszefliggést mutatott a doxorubicin
rezisztenciaval, azonban a paklitaxellel szemben nem. Irodalmi adatok arra utalnak
[249], hogy az antraciklin szarmazékok képesek megakadalyozni a tubulin monomerek
polimerizacidjat, azaz hatdsmechanizmusukban ez is szerepet jatszhat. A tubulin
izoforméak expresszidjanak megvaltozasa hozzajarulhat a rezisztencia kialakuldsahoz,
ilyen médon magyarazhaté meg az ebben a vizsgalatban kapott meglepd eredmény.
Ugyanakkor az eddigi eredmények nem igazoljak a rezisztenciaban betoltott oki

szerepet, ehhez tovabbi funkciondlis vizsgalatokra van sziikség.

Eredményeim ravilagitanak arra, hogy a heterogenitds tobbféle rezisztens
sejtpopulacio  kialakuldsdhoz vezethet, melyek eltér6 geno- ¢és fenotipussal
jellemezhetdk. A tumoron beliil kiilonb6zé rezisztencia-mechanizmusokkal biro
sejtpopulaciok jelenléte 1j diagnosztikus és kezelési kihivast jelentenek, 1
megkozelitést kivannak. Egy adott tumorbdl szarmazo tobb minta nagyobb
valoszinliséggel reprezentdlja a tumor heterogenitasabol fakado kiilonbségeket.
Héatranya, hogy nem koltséghatékony tobb prediktiv tesztet végezni egy adott mintabol,
ami megneheziti a klinikai alkalmazés elterjedését. Szintén lehetséges, hogy tobb
prediktiv teszt elvégzésével sem lehet azonositani egy vagy tobb eltérd rezisztencia-
mechanizmussal rendelkez6 sejtpopulaciot, melyek a kezelés megkezdése utan fontos

szerepet toltenek be a rezisztens tumor Kialakulasaban. A mintan beliili genetikai
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heterogenitds meghatdrozasa alkalmas lehet a kezelés hatékonysagat javitd dontések
meghozatalaban [236]. Barret-nyeldcsé esetén demonstraltak, hogy a daganat
heterogenitdsanak egy mintabol torténd meghatarozasaval a daganatos progresszid
folyamatat el6re lehet jelezni. Egy mintan beliil a daganat heterogenitasanak
meghatarozasa IS hasznos informaciot hordoz. Tovabbi lehetéséget kinal a tumor

klonalis geno- és fenotipusanak megallapitasara a kering6 tumorsejtek vizsgalata [250].

Osszehasonlitva a korabban hasznalt in vitro modelleket az altalam hasznalt
modellel, az 4j modell alkalmasnak bizonyult tobb klinikailag igazolt rezisztencia-
mechanizmus azonositasara, igy ez a modell hatékonyabb, mint egy rezisztens €s az

eredeti sejtvonal dsszehasonlitésa.
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5 Kovetkeztetések

Célom a szerzett rezisztencia vizsgalata volt egy ujszert sejtkultura alapt modell

segitségével. Korabbi irodalmi adatok alapjan feltételeztem, hogy tobb azonos eredettl,

rezisztens sejtvonal kialakitasa eredményeképpen hatékonyabban lehet klinikailag

igazolt rezisztencia-mechanizmusokat azonositani.

Az eredményeim alapjan levonhato kovetkeztetések:

1.

2.

3.

Tobb, egy sejtvonalbdl szarmazé rezisztens sejtvonal vizsgalataval
lehetséges tobb klinikailag igazolt rezisztencia-mechanizmus
azonositasa. Paklitaxel rezisztens sejtvonalak esetén négy korabban leirt
rezisztencia-mechanizmust sikeriilt azonositani az in vitro modellel, mig
korabbi kozlemények rendszerint egy-egy rezisztencia-mechanizmust
irtak le.

A multidrog rezisztencia kialakulasa egy daganatellenes szerrel
torténo kezelés esetén ritka. A 29 rezisztens sejtvonalbdl 25 mutatott
legalabb kétszeres rezisztenciat egy madsik szerrel szemben, és 12
sejtvonalban alakult ki legalabb kétszeres rezisztencia egyszerre két
szerrel szemben, ¢és két sejtvonalban alakult ki legaldbb kétszeres
rezisztencia harom szerrel szemben. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a szelekcios hatas eredménye révén az egy szerrel szembeni
keresztrezisztencia gyakori, azonban a valédi multidrog rezisztens

fenotipus kialakulasa joval ritkabb.

A rezisztencia nagyfoku heterogenitiast mutat. Az aramlasi citometriai
mérések alapjan egyes rezisztens sejtvonalak esetén transzportpumpa
aktivitds-novekedés kovetkezett be, mig mdas rezisztens sejtvonalak

esetén az eredeti sejtvonallal megegyezd aktivitdst mutattam ki. A
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TagMan mérések hasonld eredményeket mutattak ki mas rezisztencia-

mechanizmusok esetén.
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6 Osszefoglalas

A szerzett rezisztencia egy komplex multifaktorialis probléma, melyben szamos
tényezé egyidejlileg szerepet jatszhat, melyek a szisztémds kezelés kudarcahoz
vezetnek. Azért, hogy a klinikailag relevans és a “passenger” molekularis valtozasokat
el tudjuk kiiloniteni, egy 0j in vitro modellt alkalmaztam. Tobb rezisztens sejtvonalat
hoztam létre, melyek azonos sejtvonalbdl szarmaznak, és azonos kezelésben
részesiiltek. Varakozasaink szerint a rezisztencia kovetkezetesen azonos modon johet
létre. Azonositottam korabban leirt rezisztencia-mechanizmusokat, ugyanakkor a

rezisztens sejtvonalak heterogénnek bizonyultak a kialakul6 rezisztencia tekintetében.

A kemoterapids szerek hatékonysagat a kialakuld rezisztencia gatolja, ami a
kezelés sikertelenségéhez vezet. Szamos stratégia 1étezik a rezisztencia-mechanizmusok
azonositasara, példaul sejtvonalak érzékenységének meghatirozasa, €s a rezisztens és
szenzitiv sejtvonalak Osszehasonlitasa. Ugyanakkor ezzel a megkdzelitéssel Kis
hatékonysdggal lehet klinikumban 1is alkalmazhaté biomarkereket azonositani.
Egyidejlileg tobb rezisztens sejtvonal parhuzamos létrehozasa egy sejtvonalbdl javithat
a hatékonysagon. Tobb doxorubicin és paklitaxel rezisztens, azonos eredetii sejtvonalat
hoztam 1étre két emldrak sejtvonalbol. Feltételeztem, hogy a rezisztencia hasonld
modon alakul ki azonos szarmazas és kezelés esetén és azért a klinikailag relevans

rezisztencia mechanizmusait ilyen modon hatékonyabban lehet azonositani.

Tobb MDA-MB-231 és MCF7 sejtvonalat kezeltem doxorubicin és paklitaxel
vizsgaltam. Keresztrezisztenciat doxorubicin, paklitaxel, 5-fluorouracil és ciszplatin
kezelés esetén hataroztam meg. A doxorubicin és paklitaxel rezisztencidhoz tarsulo
géneket kigylijtottem irodalmi adatok alapjan, és TagMan RT-PCR segitségével
megmértem expresszidjukat. Rhodamin 123 akkumulacié vizsgalataval a sejtek P-
glikoprotein aktivitasat jellemeztem. Citogenetikai vizsgalat sordn a szerzett

rezisztenciahoz tarsuld kromoszomalis elvaltozasokat kerestem.

A 18 honapos kezelés hatasara 10 doxorubicin és 4 paklitaxel kezelt MCF7
sejtvonal, illetve 6 doxorubicin és 9 paklitaxel kezelt MDA-MB-231 sejtvonal valt
rezisztenssé. Hét doxorubicin rezisztencidhoz és 11 paklitaxel rezisztencidhoz tarsuld

gén expresszidjat hatdroztam meg. A topoizomeraz Ila ¢és két tubulin izoforma
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expresszidja korrelalt a rezisztencia mértékével a doxorubicin rezisztens sejtvonalakban,
mig a paklitaxel rezisztensekben a MVP (major valult protein, lung resistance protein),
4 tubulin izoforma és a MAP4 (mikrotubulus asszocialt protein 4) expresszio korrelalt a

rezisztencia mértékével.

A sejtek P-glikoprotein aktivitasat aramlasi citometria segitségével vizsgaltam a
rhodamin 123 akkumulacié mérésén keresztiil. Bar nem volt szignifikans a korrelacio a
rhodamin 123 efflux és a multidrog rezisztencia k6zott, egyes rezisztens sejtvonalakban
nagyfoku csokkenés volt tapasztalhatd a rhodamin 123 akkumulaciot illetéen, mig

masokban nem valtozott az eredeti Szinthez képest.

Az MDA-MB-231 sejtvonalon és rezisztens valtozatain citogenetikai vizsgalatot
végeztem. A rezisztens sejtvonalakban szamos genetikai valtozast mutattam Ki
citogenetikai vizsgalat soran. A f6 kiilonbség az eredeti és a rezisztens sejtvonalak

kozott az 0y strukturalis atrendezddések nagyobb szama volt.

Vizsgalataim alapjan az egy sejtvonalbol 1étrehozott tobb rezisztens sejtvonal
modell alkalmas klinikailag relevans biomarkerek azonositasara. A korabbi in vitro
vizsgalatokhoz képest tobb rezisztens sejtvonalat hoztam létre egy sejtvonalbol. annak
reményében, hogy a kapott eredmények megbizhatdsaga ndvekszik. Varakozasaimmal
ellentétben a sejtvonalak heterogénnek bizonyultak a kialakul6é rezisztencia és a

genetikai valtozasok tekintetében.
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7 Summary

Breast cancer chemotherapy resistance is a complex multifactorial problem,
where several factors may act simultaneously, leading to failure of systemic treatment.
In order to distinguish between relevant and “passenger” molecular changes emerging
during development of resistance | parallel developed resistant cell lines expecting that
changes responsible for drug resistance will develop in a consistent fashion across an
entire cell line panel. | identified previously described predictors of chemotherapy
resistance. The resistant cell lines proved to be highly heterogeneous in the development
of drug resistance and in confirmed genetic alterations, which may be result of genetic

heterogeneity of the cell lines.

Efficacy of chemotherapy agents is limited by the development of drug
resistance, leading to disease progression and patient mortality. There are several
strategies to develop chemotherapy response predictors, for example investigation of
sensitivity of cancer cell lines, and comparison of resistant and sensitive cell lines. The
efficacy of the identification of clinically relevant biomarkers using in vitro studies is
often low. Developing parallel more resistant cell lines to a given agent and then
comparing the resistant and the sensitive original cell line may circumvent this problem
and increase the value of such studies . I established multiple doxorubicin and paclitaxel
resistant cell line derivatives from two breast cancer cell lines. | assumed, that truly
robust and relevant resistance mechanisms will emerge in multiple cell lines and a

clinically relevant convergent pattern of resistance can be identified.

Multiple MDA-MB-231 and MCF7 cell lines were treated with gradually
increasing concentrations of doxorubicin and paclitaxel. Sensitivity of the cell lines was
measured by MTT cell proliferation assay. Cross-resistance measurements were done
using doxorubicin, paclitaxel, 5-fluorouracil and cisplatin treatment. Genes associated
with doxorubicin and paclitaxel resistance were identified, and gene expression of the
resistant and original cell lines was measured by TagMan real-time PCR. Rhodamine
123 flow cytometric assay was performed to compare the Pgp function in the original
and resistant cell lines. Conventional cytogenetics was used to determine chromosomal

changes associated to acquired resistance.
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As a result of 18 months of treatment 10 doxorubicin and 4 paclitaxel treated
MCF-7 cell lines and 6 doxorubicin and 9 paclitaxel treated MDA-MB-231 cell lines
became resistant. | also determined the level of cross-resistance against four anti-cancer

agents (doxorubicin, paclitaxel, cisplatin and 5-fluorouracil).

I measured the expression of 7 doxorubicin resistance associated genes, 11
paclitaxel resistance associated genes, 4 genes of hormone receptors playing an
important role in breast cancer, and additionally 3 housekeeping genes. In the
doxorubicin resistant cell lines the expression of topoisomerase Il alpha and two tubulin
isoforms were significantly correlated to the level of resistance. In the paclitaxel
resistant cell lines, the expression of MVP, of four tubulin isoforms and of MAP4

correlated to resistance.

The ability to export drugs via Pgp-activity was assessed by flow cytometry
using the Pgp substrate rhodamine 123. However, a general correlation between
rhodamine efflux and multidrug resistance for other agents could not be validated, as
some resistant cell lines showed altered rhodamine 123 efflux, and some of the cell lines

showed no change in Pgp activity at all compared to parental cell line.

Cytogenetics was performed on all cell lines derived from the MDA-MB-231
cell line. There were numerous genetic changes in the resistant cell lines. The main
difference between the parental and the resistant cell lines is in the higher number of

new type structural rearrangements in the derivative cell lines.

| established a significantly higher number of resistant cell lines compared to
previous studies in the hope of achieving increased reliability and robustness.
Interestingly, at the end the cell lines were proved to be highly heterogeneous in the

development of drug resistance and in confirmed genetic alterations.

In summary, my main question was, whether the multiple resistant cell line
panel can re-identify previously validated predictors of chemotherapy resistance. The
results suggest an affirmative answer and therefore validate this model as a promising

tool for the identification of clinically relevant biomarkers.
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