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1. Bevezetés

Disszertaciomban szolid tumorok, emldé és vastagbél daganat
osztalyozasaval, magas kockazaty, illetve rossz progndzisti betegcsoportok
azonositasdval foglalkozom. A beteg adott terdpidra vald valaszanak
elérejelzésével a terapia hatdsossaga, koltséghatékonysaga maximalizalhato
¢s a beteget érd gyodgyszerterhelés, illetve mellékhatasok csokkenthetdek. Ma
mar tudjuk, hogy az emld- és a vastagbél daganatok nem tekinthetok
homogén betegségnek, hanem a kiilonb6z6 daganat altipusok mas-mas
biologiai és klinikai tulajdonsagokkal birnak. Ezért ezek azonositasa €s
jellemzése a tumorgenezis mélyebb megértését, 0j gyogyszercélpontok
azonositasat és megfeleldbb terapiak kivalasztasat teszi lehetévé. A prediktiv
¢és prognosztikus biomarkerek a jelenlegi terapias lehetéségek kontextusaban
a racionalis terdpiatervezés fontos elemei és elterjedésiik varhatéan sokat

finomit a kezelési protokollokon.

Dolgozatomban négy vizsgalat eredményeit mutatom be: a
vastagbéldaganatok  transzkripciés  mintazat alapt = osztalyozasa,
emlédaganatban rossz prognézisi betegek azonositdsa génexpresszid
alapjan, nyirokcsomok érintettségének elérejelzése emlérakban a primer
tumor génexpresszidja alapjan, és géncsendesitéssel végzett kisérleteket

reprodukalhatosaga.

2. Célkituzések

PhD munkdm sordn els6sorban biomarkerek keresésével ¢és
validalasaval foglalkoztam emld és vastagbéldaganat magas kockazata

alcsoportjaiban.



Ceélkitlzéseim a kovetkezdek az egyes témakkal kapcsolatban:

1. Vastagbéldaganatok osztalyozoinak dsszehasonlitasa és a legnagyobb
prognosztikus értékkel bird azonositasa.

2. Sejtmodellek 6sszekapcsolasa a vastagbéldaganatok altipusaival.

3. Emlédaganatok génexpresszi6 alapu osztalyozasa és dsszehasonlitasa
korabbi prognosztikus tesztekkel.

4. Emlddaganatok nyirokcsomo-érintettségének  eldrejelzésére 1)
osztalyozo készitése.

5. Experimentalis modszerekkel azonositott biomarkerek

reprodukalhatdsaganak 6sszehasonlitasa (SIRNS).

3. Modszerek
3.1. Vastagbélrak - rossz prognozisu betegek azonositasa

A vizsgalatom célja a korabban publikalt, vastagbéldaganatokban a
prognozist eldrejelzo tesztek, transzkripcids mintazatok fliggetlen validalasa,

Osszehasonlitasa volt.

3.1.1. Adatbazis létrehozasa, adatok elokészitése

A sajat adatbazis létrehozasdhoz a GEO adatbazisban olyan
adathalmazokat, vizsgalatokat kerestem, melyekben vastag- vagy
végbéldaganatokban végeztek Affymetrix expresszios génchipen méréseket.
Mivel a vizsgalat egyik célja az osztalyozok reprodukalasa volt, ezért az

adatok elokészitésénél is az eredeti kdzlemények részletes leirasat kdvettem.
3.1.2. Korabbi osztilyozé médszerek irodalmi azonositasa

A Korabban publikalt osztalyozé algoritmusok azonositdsa soran a

PubMed (http://www.pubmed.com) adatbazisban folytatott keresés alatt
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http://www.pubmed.com/

PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analyses) ajanlasokat kovettem.
3.1.3. Osztalyozék osszehasonlitasa

Az osztalyozok Osszehasonlitdsandl a legjobb és a legrosszabb
prognodzist csoport kozott a ,hazard ratio” értékeket Cox proportional
hazards regressziéval hatdroztam meg, a p-értékeket logrank teszttel
szamoltam ki és az eredményeket Kaplan-Meier gorbékkel dbrazoltam. A
multivarians elemzés soran a kovetkez0 prognosztikus paramétereket
vettem figyelembe: MSI-statusz, nem, MKI67 és CDX2 expresszio. Az
osztalyozok eredményei kozotti korrelaciot a Cramer-féle asszociacios

egylitthatd segitségével hataroztam meg.
3.1.4. Gének silyanak megallapitasa

Annak érdekében, hogy 0sszehasonlitsam az osztalyozoban szerepld
gének jelentdségét, minden gén esetében meghataroztam egy pontszamot,
gén-pontszam=[osztalyozok szama, amiben szerepel]*) [aranya az

osztalyozokban].
3.1.5. Sejtvonalak

Tovabbi célom volt a vizsgalt osztdlyozokhoz tartozd sejtkultira
modellek azonositasa, mivel igy az egyes altipusok tovabb vizsgalhatok
kisérletes koriilmények kozott is. A GEO és az Array Express adatbazisban
olyan vastagbél eredetli sejtvonalat kerestem, melyek génexpresszidja

Affymetrix HGU 133 plus 2.0 chipen keriilt lemérésre.
3.2. Emlédaganat — rossz prognozisu betegek azonositasa

A vizsgalat célja rossz prognoézisi emlOdaganatok génexpressziod

alapt azonositésa volt.



3.2.1. Mintagyiijtés

Eredményeim fliggetlen validalasa érdekében a Frankfurti és a
Hamburgi Egyetemi Korhaz négyogyaszati osztalyan 325 korai stadiumi
emlddaganatban szenvedd beteg friss fagyasztott tumormintait és klinikai
adatait gyijtottiik ki. A transzkripcids profil meghatarozasara Affymetrix
HG-U133A gén-chipet alkalmaztunk. A klinikai és gén-chip adatok a
GSE4611 (Frankfurt dataset) és a GSE46184 (Hamburg dataset) azonositok
alatt kertiltek publikalasra.

3.2.2. Adatbazis létrehozasa, adatok el6készitése

Az adatbazis 1étrehozasa az el6z6 vizsgalathoz hasonléan végeztem,
Olyan publikdciokat kerestem, ahol emlédaganattal kezelt betegek
microarray adatait kozolték. Feltétel volt, hogy legalabb husz beteg
szerepeljen a vizsgalatban, legyenek elérhetd a kezelési és ttlélési adatok és
a nyers microarray adatok. Az adatok normalizalasait MASS algoritmussal
végeztem. Az elemzés soran csak azokat a proba szetteket vettem figyelembe,
amelyek mind a 2 fajta vizsgalt génchipen megtalalhatoak (n=22277). A
redundans proba szettek esetében a legjobb kivalasztasara a JetSet modszert

alkalmaztam. igy a tovabbiakban hasznalt gének szama: 9886.
3.2.3. Betegek osztalyozasa

Vizsgalatomban az osztalyozas két f6 1épésbdl all. A molekularis
osztalyozas lényege hogy a vizsgalt beteghez hasonlé mintak csoportjaban
minden génnek megvizsgaljuk a prognosztikus hatasat. Az igy azonositott
prognosztikus gének koziil kivalasztjuk a ,legjobb” géneket, melyek
expresszidja alapjan jo, illetve rossz prognézisu csoportba soroljuk a beteget.
A klinikai osztdlyozas sordn a kivalasztott hasonld betegek prognodzisat

vetem 0ssze az adatbazisban szerepld tobbi beteg prognozisaval. A végso,



kombinalt osztalyozast a molekularis és a klinikai osztalyozas osszevetésével

érem el.
3.2.4. Osszehasonlitis mas osztalyozékkal

Az altalam fejlesztett modszert a klinikai gyakorlatban jelenleg is
alkalmazott tesztekkel hasonlitottam 6ssze. A harom legelterjedtebb ilyen
teszt a 97-génes Genomic Grade Index (GGI), a 70 gént hasznalo
Mammaprint, és a 21-génes Oncotype DX, melyeket a genefu R csomag
segitségével, illetve korabbi publikacioink alapjan hataroztam meg a
mintaink esetében. Az Osszehasonlitds soran a relapszusmentes tulélést
vetettem Ossze prognosztikus tesztenként az Gsszes beteg, és alcsoportok
esetében. Az 5 éves tulélési adatokat tekintve szenzitivitas, specificitas,

pozitiv- és negativ prediktiv értékeket hataroztam meg.
3.3. Emlédaganat - nyirokcsomé érintettség elérejelzése

Az emlddaganatok esetében a honalji nyirokcsomok érintettsége az
egyik legfontosabb prognosztikai tényez6. A nyirokcsomo-negativ esetekben
azonban az 6rszem nyirokcsomok eltavolitasa nem jar terapias el6nnyel.
Jelen vizsgalatban ezért az volt a célom, hogy az elsédleges tumor
génexpresszios mintazata alapjan eldrejelezzem a honalji nyirokcsomok

érintettségét.

3.3.1. Mintagyiijtés

Nemzetkozi egylittmiikodés keretein beliil a seattle-i (USA) Atossa
cég biobankjabdl szaz 2004 és 2010 kozott operalt beteg paraffinba agyazott,
formalin fixalt mintait és a hozzajuk tartozo klinikai adatokat gytijtottiik ki.
A génexpresszio meghatarozasara Affymetrix HG-U133Plus 2.0 gén-chipet

alkalmaztunk.



3.3.2. Adatbazis létrehozasa, adatok elokészitése

Az elébbi kisérletek soran targyalt modon a GEO génexpresszios
adatbazis alapjan sajat adatbazist épitettem. Olyan vizsgalatokat kerestem,
ahol HG-U133 Plus 2.0-n vagy HG-U133A gén-chipen mérték eml6daganat
génexpresszojat, ¢és elérhetd klinikai informaci6 a nyirokcsomok
érintettségérol. Jelen vizsgalatbol kizartam a primer szisztémas
(neoadjuvans) terapiaban részesiilt betegeket, mivel az a honalji régi6

downstagingjéhez vezethet.

Az adatokat fRMA algoritmussal, alternativ annotaciot alkalmazva
normalizaltam. Az alternativ annotacid soran a proba szettb6l csak azokat a
probakat vettem figyelembe, amelyek a transzkriptum 5° vége felé
helyezkednek el, mivel a validalas soran vizsgalt FFPE mintdkban jelent6s
RNS degradacié varhat6. Tovabbi szlir6lépeseket kdvetden génenként a
legjobb probak kivalasztasdra a JetSet modszert alkalmaztam. A tovabbi

vizsgalatokat 9462 génnel végeztem.
3.3.3. Betegek osztalyozasa

A betegeket harom csoportba soroltam: ER-negativ, ER-pozitiv és
MKI167-pozitiv, valamint ER-pozitiv és MKI67-negativ betegeket
kiilonboztettem meg. Osztalyozom megfeleld tanitdsa ¢€s validalasa
érdekében a betegek véletlenszertien kivalasztott fele a tanuldhalmazt, masik
fele a belso validacios halmazt képezte. A nyirokcsomo pozitiv és negativ
betegek kozott a kiillonbozden kifejez6d6 gének azonositasara RankProducts
algoritmust hasznaltam. Az osztalyozast csoportonként, gyorsitott dontési

fakkal, a caret R csomaggal végeztem.



3.4. Biomarkerek reprodukalhatosiaganak osszehasonlitasa

Az onkologiai kisérleteknek egyik fontos moddja a biomarkerek,
transzkripcids hatasok sejtkulturan térténd validalasa. A kis interferald6 RNS-
sel (siRNS-sel) torténd géncsendesités hatékonysaga sejtvonalanként
eltérhet, ezért emldrdk sejtvonalakban a csendesités hatékonysaganak
vizsgalatat tiiztem ki célul olyan kisérletekben, ahol a SiRNS-sel torténd

géncsendesitést és génexpresszids microarray-t egyiittesen alkalmaztak.

Vizsgalatom els6 1épésében a GEOquery R csomaggal olyan
kisérleteket azonositottam, ahol daganat eredetii sejtvonalon végeztek
SiIRNS-sel géncsendesitést, és Affymetrix HGU133A vagy HGU133Plus2.0
chip-en végeztek génexpresszio mérést. A talalatok tovabbi sziirése kézi
ellenérzéssel tortént. A génexpressziés adatokat MASS5 algoritmussal
normalizaltam, a legmegfelelobb proba szettek kivalasztasahoz JetSet
modszert alkalmaztam. A géncsendesités hatdsossaganak a megitélésé soran
t-tesztet hasznaltam, és a génexpressziok hanyadosat vizsgaltam (Fold
change = (célgén expresszidjalcsendesitett])/ =(célgén

expresszioja[kontroll]).

4. Eredmények

4.1. Vastagbélrak - rossz prognézisia betegek azonositisa
4.1.1. Adatbazis

A végleges adatbazis 12 adathalmazbo6l 2166 beteg klinikai és
génexpresszios adatait tartalmazza, koziilik 1405 beteghez volt elérhetd
relapszusmentes talélési adat. A vizsgalt betegek tilnyomo tobbsége, 74%-

a 2-es vagy 3-as stadiumu. Ez azért kiemelkedGen fontos mivel a



prognosztikus teszteknek ebben a betegcsoportban van a legnagyobb

klinikai jelentdségiik.
4.1.2. Algoritmusok azonositasa

Az irodalmi adatok keresése soran 282 cikk attekintését kdvetden
22 osztalyozot tudtam reprodukalni. A reprodukalhatdsagot legtobbszor a
hianyos dokumentécid, illetve a tanuléhalmazok és a klinikai adataik

elérhetdsége akadalyozta.
4.1.3. Osztalyozok osszehasonlitasa

A 2-es és 3-as stadiumt betegek esetében a Yuen és munkatarsai altal
leirt, 3 gén expresszidjan alapuld osztalyozo bir a legnagyobb prognosztikai
erdvel (HR=2,9). A masodik legjobb Marisa osztalyozdja (HR=2,60), a
harmadik leghatékonyabb médszer a Chang95 (HR=2,35). Fontos azonban
azt is megjegyezni, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek egy
része elég gyenge Osszefliggést mutat, Példaul az Oncotype DX és a

ColoGuideEx kozott az asszociacidé mértéke csupan 0,03

4.1.4. Génlistak osszehasonlitasa

Az osztalyozok altal alkalmazott géneket 6sszehasonlitva azt talaljuk,
hogy a 22 osztalyozd 6sszesen 2001 gént hasznalt. Csupan 5 olyan gén volt
(REG4, ASCL2, VAV3, C100rf99 és CYPBI1), ami 6 osztalyozdban is
eléfordult. A ,,gén-pontszamuk™ alapjan a CTGF, GADD45B, FAP gének a
legfontosabbak.

4.1.5. Prekilinikai modellek

A CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia), a Cancer Cell Line
Project, a GSE8332, és a GSE32474 adathalmazokban 6sszesen 61

sejtvonal 151 génexpresszids vizsgalatat azonositottam. A sejtvonalakat



génexpresszidjuk alapjan a reprodukalt osztalyozokkal alcsoportokba
soroltam. A daganatmintak osztilyozasaval osszevetve jol latszik, hogy
vannak olyan osztalyozok, melyek hasonl6 szamban soroljak csoportokba

a sejtvonalakat, mig masok nem képesek ra.
4.2. Emlérak — rossz prognézisu betegek azonositasa
4.2.1. Mintagyiijtés — Fiiggetlen validaciés adat

A filiggetlen wvalidalas céljabol gytjtott 325 emlédaganat minta
esetében a betegek atlagos utankovetési ideje 66 honap volt. A betegek 81%-

a ER-pozitiv volt, 39%-anak volt nyirokcsomo érintettsége.
4.2.2. Adatbazis

A GEO adatbazisban 22 adathalmazban 3534 olyan mintat
azonositottam, melyhez elérhetd volt a nyers génexpresszios adat ¢és a

relapszusmentes talélési ido..
4.2.3. Osszehasonlitas

A 3 korabbi multigénes teszttel 6sszevetve minden beteget vizsgalva,
a legrosszabb és a legjobb prognozisu csoportokat Gsszevetve a Dinamikus
osztalyozonk volt a legjobb (HR=3,68), és a betegek csupan 40%-at soroltuk
a rossz prognozist betegek kozé. Az ER-pozitiv, HER2-negativ, nem kezelt
illetve adjuvans kezelésbne részesiilt betegek esetében is a Dinamikus
osztalyozonk bizonyolut a leghatékonyabbnak (HR=4,61 és HR=4,51). Az
ER- és HER2-negativ, adjuvans kezelésben részesiilt betegek osztalyozasat a
tobbi teszt nem tudta megoldani, mig a Dinamikus osztdlyozé ebben a
betegcsoportban is el tudott kiiloniteni jo €s rossz prognozisu populaciot
(HR=3,0). Az 5 éves relapszusmentes talélést végpontnak tekintve bar a 70

génes teszt a legérzékenyebb, specificitdsa nagyon alacsony. Specificitasa, €s
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pozitiv prediktiv értéke a Dinamikus osztalyozénak a legmagasabb,

mikdzben a negativ perdiktiv érték, és a szenzitivitas elfogadhatd marad.
4.2.4. Validalas

A 325 fuggetlen mintan elvégzett validalas esetében minden beteget
vizsgéalva a Dinamikus osztalyozonk volt a legjobb (HR=3,02), ER-pozitiv,
nyirokcsomo negativ betegek esetében csak a Dinamikus (HR=3,94) és a 21
génes teszt (HR=2,21) volt képes osztalyozasra, azonban csak a Dinamikus

osztalyozas eredménye volt szignifikans
4.3. Emlorak - nyirokcsomé érintettség elorejelzése
4.3.1. Mintagyiijtés és adatbazisunk

A GEO adatbazisban 16 adathalmazban 2341 beteget azonositottunk,

a betegek 21%-volt nyirokcsomod-pozitiv, 16 %- ER-negativ.
4.3.2. Nyirokcsomé-statusz elorejelzése

Az elbrejelzés hatékonysagat a belsé validacios halmazon, és a
fiiggetlen validacié 100 betegén vizsgaltam. A bels6 validacids csoportban
mind a hormonreceptor-negativ esetekben (NPV=0,85), mind az ER-pozitiv
és MKI67-pozitiv esetekben (NPV=0,78), magas negativ prediktiv értéket
értiink el, mig a pontossag is 75% felett maradt. A formalin fixalt, paraffinba
agyazott fliggetlen validaciés mintak esetében a negativ prediktiv érték 0,92
és 1,00 volt, azaz azoknak a betegeknek, akiknek nem jelziink eldre
nyirokcsomo-érintettséget nagy valosziniiséggel tényleg nincs nyirokcsomo-

attéte.
4.4. Biomarkerek reprodukalhatésaganak dsszehasonlitasa

A GEO adatbazisban végzett keresést kovetéen 8 sejtvonal esetében

Osszesen 15 gén csendesitéséhez tartozo vizsgalatot azonositottam, 6sszesen
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441 gén-chip (289 siRNS-sel kezelt, 152 kontroll) elemzését végeztem el. A
MASS5 normalizalast kovet6en Osszehasonlitottam a siRNS-sel kezelt,
csendesitett gén expresszidjat a célgén kontroll mintdkban mérhetd
expresszojaval. Harom esetben nem volt hatékony a csendesités: HeLa
sejtvonal CTNBBI1 gén, MCF7 CTNBBI1 gén, IMR32 vonal CHAF1A gén.
Ez az eredmény is jol mutatja, hogy g-PCR, Western-blot mellett fontos a

gén-chipeken is ellendrizni a célgén expresszidjat.

5. Kovetkeztetések

1. A vastagbéldaganatok  osztalyozodinak  reprodukdlasa  és
Osszehasonlitdsa 2166 beteg adatai alapjan megallapithatjuk, hogy a 2-es és
3-as stadiumu betegek esetében a Yuen és munkatarsai altal leirt, 3 gén
expressziojan alapuld osztilyozd bir a legnagyobb prognosztikai erével
(HR=2,9). Ezt koveti Marisa osztalyozdja (HR=2,60), mely ha minden
stadiuma beteget vizsgalunk, a legjobban teljesitett (HR=3,20). Fontos
megfigyelés, hogy a szignifikdns osztalyozok kozott is korlatozott volt az
azonositott jo és rossz progndzisu betegek kozott az atfedés.

2. Az altipusonként a megfeleld preklinikai modell kivalasztasahoz 61
vastagbélrak eredetii sejtvonalat (151 génexpresszids vizsgalat alapjan) a
megfeleld altipusokba soroltam. Eredményeim alapjan latszik, hogy vannak
olyan osztalyozok, melyek nem képesek a sejtvonalakat hatékonyan
kiilonb6zé csoportokra osztani. Eredményeim segithetik a megfeleld
sejtvonal kivalasztasat a vastagbéldaganatok vizsgalata soran.

3. Az eml6daganatok esetében 3524 beteg adatait felhasznalva egy 1j,
,Dinamikus osztalyozot” hoztam létre, mely figyelembe veszi a vizsgalt
beteg génexpresszi6é alaptl prognézisat, illetve a hozza hasonld betegek
prognozisat is. A Dinamikus osztdlyozonk harom, korabban publikalt,
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klinikai gyakorlatban alkalmazott prognosztikus teszttel Osszehasonlitva
minden beteget vizsgalva is a legjobb eredményt mutatta: Oncotype DX
HR=1,4, p=4,3*10"%, Mammaprint: HR=3,4, p=1,5*10"1%, Genomic Grade
Index HR=2,2, p=2,2*10"%®, dinamikus osztilyozonk: HR=3,2, p=7,0%¥10"4),
A klinikai alcsoportokat tekintve a dinamikus osztalyoz6 messze meghaladta
a korabbi teszteket. Egyik korabbi teszt sem volt képes az ER- és HER2-
negativ, gyogyszeres kezelésben részesiilt betegek osztalyozasara, mig a
dinamikus osztilyoz6 hatékonysdga: HR=3,9, p=4,8*10* A dinamikus
osztalyozonk a 325 f6s fiiggetlen validacios kohortunk esetében is feliilmulta
a korabbi tobbgénes tesztek hatékonysagat.

4. Az emlddaganatok nyirokcsomo-érintettségének elorejelzésére a
primer daganat génexpresszios mintdzata alapjan 2341 beteg klinikai és
microarray adatait felhasznalva dontési fa alapt osztalyozot hoztam 1étre,
melyet 100 f6s fliggetlen betegcsoporton validaltam. A belsd validacios
csoportunk esetében a negativ nyirokcsomok elérejelzése ER-negativ
betegek esetében 85%-o0s pontossag (ACC) mellett 88%-os negativ prediktiv
értéket (NPV) ért el, az ER-pozitiv / MKI67-pozitiv betegek esetében: az
ACC=90% és NPV=77% volt. A validacidés csoportunkban esetében is
hatékonynak bizonyult az elOrejelzés: az ER-negativ kohortban: az
ACC=73%, a NPV=92% ¢és az ER-pozitiv / MKI67-pozitiv esetekben pedig:
a NPV=100%, az ACC=86% volt.

5. Az RNS-interferenciaval végzett géncsendesités értékelése soran, a
géncsendesités eldtti és utani gén chipek 0Osszehasonlitdsa alapjan
megallapithatjuk, hogy a microarray alapti vizsgéalatok alkalmasak a

géncsendesités hatasanak vizsgalatara.
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