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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2 BEVEZETES

2.1 A daganatok el6fordulasa vilagszerte és Magyarorszagon

A rak el6fordulasa és mortalitasa vilagszerte rohamosan noévekszik. Ezt a
novekedést szamos tényezd befolyasolja, amelyek koziil fontos kiemelni a népesség
eloregedését és a népesség novekedését. A GLOBOCAN 2018 becslései alapjan, a
vildgon évente megkozelitdleg 18 millid 0j rosszindulati daganatos megbetegedést
diagnosztizalnak és ebbdl mintegy 9,5 milli6 esetben a betegség végkimenetele halallal
végzddik (1). A daganatos megbetegedések a vezetd halalokok kozé tartoznak az egész
vilagon, amelyek nemtdl és kortodl fliggetlenek. Az 0j esetek gyakorisaga alapjan
elmondhato, hogy a vilagon minden maésodik férfi, valamint harombol egy né az élete
soran rosszindulati tumorban szenved (1). Tovabba, szamos afrikai régioban, a nék
korében, a daganattal kapcsolt haldlozasi esetek szdma megkozeliti az észak-amerikai és
egyes nyugat-europai orszag halalozasi ratajat. A daganatos betegségek és az ezekkel
kapcsolt halalokok dontd tobbségét az azsiai populacio adja, Europa az Osszes 1j eset
23%-4t, mig az amerikai kontinens 21%-at teszi ki. A daganattal dsszefiiggd haldlozasi
gyakorisag tekintetében Europa az dsszes eset 20%-at, mig Amerika 14,4% adja (1).

Az egyik leggyakoribb daganattipus a tiidoradk, mintegy 12%-at adja az Osszes
diagnosztizalt daganatos megbetegedésnek. A tiidérakot szamos tovabbi magas
incidenciaju daganat koveti, igymint az emld, a kolorektalis daganat és a prosztatarak. A
tiidorak, a halalozas gyakorisag alapjan is a ranglétra tetején all (18,4%), de a kolorektalis
daganatok (9,2%), a gyomor (8,2%) és a majdaganat (8,2%) esetén is magas a halalozas
(1). A nemek tekintetében, a férfiak korében a tiidérak a leggyakoribb daganattipus és a
haldlozasi rata is ezen tumortipus esetén a legnagyobb. Tovabba szintén magas
gyakorisaggal bir a prosztata és a kolorektalis daganat, valamint a halalokok korében a
tiidérak mellett a maj és a gyomorrak vezet. A néknél az emldrakot a kolorektalis daganat
és a tidoérak koveti a leggyakrabban diagnosztizalt daganattipusok korében, a vezetd
halalokokhoz pedig a tiidorak, a kolorektalis daganat és az emlérak tartozik (1).

A daganatok incidenciaja és a mortalitasa teriileti eloszlasuk alapjan elmondhato,
hogy a férfiak korében a prosztatardk a legtobb orszagban — ide tartozik Eszak-, Kozép-
és Dél-Amerika, Ausztralia, Afrika és Europa nagy része — a leggyakrabban

diagnosztizalt daganatos megbetegedés (1). A prosztatarakot a tiidérak koveti a
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megbetegedések szempontjabol, amely esetében legérintettebb részek Kelet-Eurodpa,
Oroszorszag, Kozel-Kelet, Kina és Eszak-Afrika egyes orszagai. Erdemes kiemelni
azokat a daganatokat, amelyek egy adott foldrajzi régidban vagy orszagban mutatnak
halmozddast, ilyen példaul a majdaganat, amely Délkelet-Azsia egyes orszagaiban és
Mongolidban mutatja a legmagasabb esetszamot. A haldlozési rata szempontjabol a
legtobb orszagban a tilddrakkal kapcsolt haldlozas a leggyakoribb. Ide sorolhat Eszak-
és Dél-Amerika, Eurépa, Azsia nagy része és Ausztralia, tovabba a prosztatarak
mortalitdsa Kozép-Amerikaban, Kozép-Afrikdban a leggyakoribb, valamint a
majdaganatnak pedig Eszak-Afrika egyes orszagaiban, Mongoliaban és Délkelet-
Azsiaban a leggyakoribb vezeté daganatos halalok (1). A nék korében az emldrak a
legtobb orszagban diagnosztizalt leggyakoribb daganatos megbetegedés, amely esetében
fontos kiemelni, hogy néhany orszdg kivételével az incidencia szempontjabol ezen
tumortipus a vezetd. A daganat mortalitasi rata foldrajzi eloszlasa, azonban az
incidencidhoz képest viszonylag heterogén, legmagasabb Kozép- és Dél-Amrikaban,
Eszak-Afrikdban, Kozel-Keleten, Oroszorszadgban, Indiaban és Délkelet-Azisaban. A
mortalitds kdrében azonban az emlérak mellett méhnyakrakot is fontos kiemelni, amely
Kozép- és Dél-Afrika orszagaiban vezeti a daganattal 6sszefiiggd halalozasi ranglistat (1).

A daganatstatisztikat hazankra sziikitve lathatjuk, hogy a tiidérak, kolorektalis
daganatok, valamint a szajiiregi €s a gégedaganatok a leggyakrabban diagnosztizalt
daganattipusok koz¢é tartoznak (2). A kornyez6 orszagokban ezen daganattipusok szintén
magas gyakorisagi rataval rendelkeznek (3). Kutatocsoportunk egy korabbi munkaja
soran, a Magyarorszagon rendelkezésre allo epidemiologiai adatok felhasznéalasaval
helyspecifikus elorejelzést készitettek az Osszes daganatos megbetegedésrol (4).
Magyarorszagon a férfiak esetén a teljes élethosszra vonatkoztatott daganat kialakulési
valdszinliség 56,9%, a daganattal kacsolt halalozasi rata pedig 27,6% (4). Ezek az értékek
valamivel alacsonyabbak a néknél, a daganat kialakulasi valdsziniisége az €letiik soran
51,9%, a daganattal Osszefliggd halalozasi gyakorisaguk pedig 21,7% (4). Ezen
tanulmany sorén eldrejelezték, hogy a teljes népesség 2016 és 2030 kozott varhatdan 6%
-kal fog csokkeni, mikdzben a 60 éves és az annal idésebbek szama 18%-kal fog
novekedni. Ez a daganat kialakuldsanak 35%-o0s novekedését és a rosszindulatu
daganattal kapcsolatos halalozas 30%-os novekedését eredményezi a 65-85 éves

korosztaly korében. A nék esetében az tiidérak incidenciaja 2016 és 2030 kozott évente
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elore lathatolag 1,9%-kal, az emléraké pedig 1,7%-kal fog novekedni. A férfiak korében
a prosztatarak és a vastagbélrak gyakorisaga sokkal intenzivebben évi 3,6%-kal és 2,1%-

kal fog emelkedni (4).
2.2 A daganatok altalanos jellemzoi, daganat hallmarkok

A daganatok kialakuldsa egy meglehetdsen Osszetett, soklépcsds folyamat,
amelyért szamos sejten beliili és sejten kiviili folyamat rendellenes miikodése tehetd
felel6ssé. Hanahan és Weinberg korabbi munkajuk soran leirtak nyolc jellemzo6t, amelyek
Osszefliggenek a daganatos elvaltozasokkal (5). Ide tartozik a folyamatos sejtosztodas
stimulalasa, a novekedést gatlok megfékezése, sejthalal kikeriilése, a folyamatos DNS
szintézis fenntartasa, érképzdodés, valamint az sejtek invazios és attétképzo képességének
indukalasa (1. abra). Ezekhez kés6bb, a genomi instabilitds, a gyulladas, az

immunmikrokdrnyezet €s a sejtek energia metabolizmusanak atalakulasa tarsult (6).

DNS replikacio
i fenntartasa
Energia
metabolizmus
atalakitasa
Erképzédés
A N serkentese
® [ ]

Y
v A LAY . d Sejtosztéodas
L o ® fenntartasa
Metasztazis 0.0, 90,y 0,®
és invazio °. 0,0y '@ I :
serkentése v o © %0 ®
[ ] PY A L PY [ ]
Sejthalal v °

rezisztencia
kialakitasa

Genom
instabilitasa

1. abra. A rosszindulatu daganatok kialakulasaban szerepet jatszo jellemzok.

10



DOI:10.14753/SE.2021.2478

2.2.1 A sejtosztodas fenntartisa

A sejtosztodas fenntartdsa, az egyik olyan tényezd, amely elengedhetetlen a
normal sejtek daganatos sejtté torténd atalakulasdhoz. A sejtosztddasi jeleket tobbnyire
novekedési faktorok indukaljak, amelyek a sejtek felszinén 1évo receptorokhoz kotddnek.
A kolcsonhatas soran a receptorok a sejt belsd részén talalhatd tirozin kindz egység
aktivalodik és igy tovabbitodik a jel a sejtmag felé, amelynek a kovetkeztében a
sejtosztodas eldrehaladésa és a sejtnovekedés szabalyozodik. Azonban mas folyamatokat
is képes befolyasolni, mint példaul a sejtek talélését és energia metabolizmusat (5). A
folyamatos osztddasi potencial kialakulasaért elséként a ndvekedési faktor receptorokban
vagy a recetorhoz kapcsolt jelatviteli folyamat egyéb mas elemeit érintd szomatikus
mutaciok tehetdek feleléssé. Erre példa a BRAF, mint szerin-threonin kinaz gént érint6
mutaciok, amelyek kovetkeztében a MAP kinaz kaszkadon keresztiil folyamatosan aktiv
sejtosztodas indukalodik (7). Hasonld hatasa van a foszfoinozitdl 3 kinaz gén izoformakat
érinté szomatikus mutacioknak is (8). Tovabba, fontos kiemelni még azon géneket —
PTEN és mTOR —, amelyek a sejtciklus negativ szabalyozasaban vesznek részt és az 6ket

érinté mutaciok szintén fokozott sejtosztddashoz vezetnek (8), (9).
2.2.2 A tumorszuppresszorok visszaszoritasa

A sejtosztodas fenntartasa mellett a daganatok kialakulasaban jelentds szerep jut
a tumorszuppresszorok visszaszoritasanak is. Ezekre példaként a TP53 és a RB géneket
érdemes megemliteni, melyeknek a feladatuk az, hogy szabalyozzak a sejtciklust, azaz 6k
dontenek arrdl, hogy a sejt beléphet e a sejtciklusba vagy pedig sejtoregedés €s a sejthalal
utjara Iépjen (10). A sejtek egymas kozotti kontakt gatlasanak az elkeriilése szintén ehhez
a csoporthoz tartozik. A kontakt gatlas folyamatanak az elkeriilése koros
sejtnovekedéshez, karcinogenezishez vezet. Az NF2 génnek kiemelt szerepe van a
sejtfelszini adhézids molekulak és a tirozin kindz doménnel rendelkezd receptorok kozotti
kapcsolodas szabalyozasaban, amely soran kontrollalt sejtosztodas valik lehetové (11). A
kontakt gatlas folyamatanal az LKBI1 tumorszuppresszor gént is fontos megemlitent,
mivel jelentds szerep jatszik a sejtfelszini kapcsolostrukturdk és a sejtintegritds
szabalyozasaban, hidnyaban jelentds mitotikus aktivalodas torténik (12). Utolsoként az

antiproliferativ. TGF-B receptorhoz kapcsolt jelatviteli utvonalat emliteném meg,
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amelynek aberrans mikodése szamos késoi staddiumt daganat esetén az epithelialis-

mezenchimalis atalakulassal hozhat6 6sszefiiggésbe (13).
2.2.3 A sejthalal kikeriilése

A daganat patogenezise soran az intrinszik, azaz a mitokondriumhoz kapcsolt
sejthalal Gitvonal jelent szamottevébb akadalyt (14). A sejthalal szabalyozasaban kiemelt
szerepet kap a mar korabban emlitett TP53 tumorszuppresszor (10). Ezen fehérje érzékeli
a DNS szaltoréseket, valamint egyéb kromoszomalis elvaltozasokat és apoptozist indukal
a Noxa és a Puma fehérjék feliilreguldlasan keresztiil. A daganatok esetében a
leggyakoribb a TP53 gén tumorszuppresszor funkciojanak az elvesztése, amely soran
nem torténik meg a DNS karosodasanak az érzékelése és a sejt kikertili a sejthalalt (10).
Tovabba, hasonld hatas érheté el az antiapoptotikus fehérjék kifejezddésének a
novelésével — ilyen példaul a Bel-2 fehérje —, valamint a proapoptotikus fehérjék — Bax,
Bim, Puma — szintjének a csokkentésével (15). Az apoptozis elkeriilése mellett az
autofagia is jelentds szereppel bir a tumorgenezisben. A BECN1 (Beclin-1) gén minkét
alléljanak vagy az autofagidban szerepet jatszd egyéb komponensek kiesése a daganat

kialakulasanak kedvez (16).
2.2.4 Korlatlan osztédasi képesség

A daganatos sejteknek korlatlan replikacids potencidlra van sziikséges ahhoz,
hogy a makroszkopikus méretli tumor létrej6jjon. A szdmtalan osztddas soran a telomerek
védik a kromoszomak végeit a rovidiiléstol. A telomerdzok felelések a telomerek
meghosszabbitasaért, amelyek a daganatos sejtekben fokozott génkifejez6dést mutatnak
(17). Azonban a telomerazoknak nemcsak a telomerdk meghosszabbitasaban van
szerepilkk, hanem a sejtosztddasban is szerepet jatszanak, fiiggetleniil telomerek
fenntartasatol (18). Tovabba, a sejthalal elkeriilésének a kialakitasaban, DNS hibajavitasi
folyamatokban és RNS fliggd RNS polimerdz mitkodésének a szabalyozasaban is részt

vesz (19), (20).
2.2.5 Erképzés serkentése

A daganatok fennmaradasdhoz ¢és nevekedése novekedéséhez megfeleld

érellatottsagra van sziikségiik, amely biztositja szdmukra az oxigén és az oldott
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tapanyagok felvételét, valamint az anyagcseretermékek leadasat (21). Fontos kiemelni,
hogy a daganatok érképzé képessége kiilonbozo lehet. Egyes tipusok, mint példaul a
hasnyalmirigy duktalis adenokarcinéma kifejezetten avaszkularis, azaz a daganatszovet
érellatasa kevés (22). Azonban a hasnyalmirigy neuroendokrin karcindma, valamint a
veserakok esetén az érképzo képesség igen jelentds (23), (24). A vaszkularis endothelialis
novekedési faktor-A (VEGFA) és a thrombospondin-1 (TSP1) géneknek kiemelkedd
jelentdségiik van az érképzddés szabalyozasaban (25). A VEGFA serkenti, mig a TSP1
pedig gatolja az érképzbdést (25). A VEGF-hez kapcsolodo jelatviteli ttvonal tirozin
kinaz aktivitassal rendelkez6 receptorokon (VEGFR1-3) keresztiil szabalyozodik (26).
Szamos korabbi vizsgalat igazolta, hogy a VEGF génkifejezodését szamos tényezd
befolyasolhatja (26). Igy példdul a hypoxia és az onkogén stimulus (RAS és MYC)
jelentdsen novelte a VEGF kifejez6dését daganatban (26). Tovabba, a daganatban
megfigyelték, hogy a VEGF-en kiviil szamos mas érképzddéssel kapcsolatos komponens
szabadul fel eredetileg inaktiv allapotban (MMP9), amelyeket az extracellulrais matrix
proteazai aktivalnak (27). A VEGF-hez hasonl6an a fibroblaszt ndvekedési faktor (FGF)
szintén feliilregulalodik a daganatban hozzajarulva az érképzodés folyamatahoz (25). A
TSP1, szemben a VEGF és az FGF érajdonképzésben szerepével, az érendothel sejtek
feliiletén talalhatd receptorokhoz kotédik ¢és gatolja az érképzés folyamatat, igy

létrehozva egy stabil egyensulyt (28).
2.2.6 Invazid és metasztazis indukalasa

A rosszindulati daganatoknak szintén egy masik fontos tulajdonsidga az
attétképzés, vagyis az invazio és a metasztazis. Ez egy tobb fazisu folyamat, amely soran
a daganatsejt az ér vagy a nyirok palyaba belépve eljut a test egy tdvolabbi pontjara, ahol
makroszkopikus tumor képes kialakulni (29). A folyamat els6 pontja a lokalis invazio,
ahol a daganatsejtek attorik a bazalis membrant €s ezt kovetden jutnak be a vér- vagy a
nyirokkeringésbe. Itt a keringés alakos elemeihez tapadva elszallitodnak tavolabbi
helyekre, ahol ugynevezett extravazacioval kilépnek a keringésbdl, majd a célszerveben
mikrometasztazisokat hoznak létre. Végiil a mikrometasztazisok a daganatsejtek
folyamatos osztddasa révén makroszkopikus méretii daganatokka fejlddhetnek (29). A
normal sejtek esetén a sejt-sejt adhézid kialakitasaban az E-cadherin, az egyik

kulcsfontossagi elem. Az E-cadherin fokozott génkifejez6dése hozzajarul a sejtek
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nyugvo allapotanak a fenntartasahoz, csokkentve a sejtek invazios és metasztatizalo
képességét. A daganatok esetében, azonban az E-cadherin alacsony génkifijezddést
mutat, valamint gyakori a gén mutaciok altal torténd inaktivalodasa is (30). Tovabba, a
sejt-sejt és a sejt-extra cellularis matrix kapcsolataban részt vevé gének koziil fontos
kiemelni az N-cadherint is. Ezen gén normal kifejez6dése sziikséges a neuronok és a
fenotipussal tarsul (30). Az epithelialis sejtek nyugvo allapoth sejtek, azaz az invazios és
metasztatikus képességiik nagyon alacsony, ellenben a mezenchimalis sejtekével. A
daganatok fokozott invazids ¢és a metasztatikus képességéhez nagymértékben
hozzéjarulnak, az ezen két allapot kozotti atalakuldsban, vagyis az epithelidlis-
mezenchimalis atalakulasban részt vevé gének fokozott kifejez6dése (31). Kozottik
szerepel szamos transzkripcios faktor, mint példaul a Snail, Slug, Twist, és Zebl/2,
amelyek a daganatsejtekben kiillonb6zé kombinacidkban fejezodnek ki és jarulnak hozza

a daganatsejtek migracios képességéhez (31).
2.2.7 A sejtek energiametabolizmusanak az atprogramozasa

A daganatos sejtek energia metabolizmusanak az  atprogramozésa
nélkiilozhetetlen a korlatlan sejtosztédas tdmogatasahoz. Normal sejtek aerob (oxigén
dus) koriilmények kozott a glikolizis soran, a gliikozt piruvatta alakitjak a sejtplazmaban,
amely majd a mitokondriumban energiavd alakul a citormsavciklus és a terminalis
oxidacio révén. Anaerob (oxigén hianyos) koriilmények kozott a glikolizisben keletkez6
piruvat nagy része tejsavva alakul és csak Kis része hasznosul a mitokondriumban. A
daganatok esetében a glikolizis az anaerob glikolizis mintajan alapszik, a kiilonbség az,
hogy aerob koriilmények kozott megy végbe (32). Ezt a folyamatot 1920-ban Otto
Heinrich Warburg irta le, és ezért Warburg effektusnak vagy mas néven aerob
glikolizisnek hivjak (32). Ezt a daganatsejtek szamos gén miikddésén atalakitasa révén
érik el. Az egyik ilyen gén a GLUTI, amely a gliikoz sejtplazmaba torténd szallitasaért
felel. A daganatsejtek ezen transzporter génkifejezodésének a fokozasa révén érik el a
gliikéz felhalmozodast a sejtplazmaban (33). A daganatok megvaltozott glikolizise
Osszefligg az onkogének aktivalédasaval (RAS, MYC) és a mutdns TP53 gén
mitkodésével, amely fokozott sejtosztodast és a sejthalal elkeriilését eredményezi (33).

Tovéabba, kiemelendd még az izocitrat dehirogenaz '» (IDH1/2) gének funkcié nyerd
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mutacioi, amelyet szamos tumortipusban, tobbek kozott a gliomaban irtak le (34). A
mutans IDH1/2 gének mitkddése dsszefligg a HIF1 transzkripcids faktorok aktivitasaval,

amelyek befolyasolhatjak a daganatok genom stabilitasat és az érképz6dését (35).
2.2.8 A genom stabilitas fenntartasa

A daganatok heterogenitasat szamos modell alapjan lehet értelmezni, amely soran
a szerzett mutaciok az egyes daganatsejteknek kiillonféle szelekcios eldonyt biztositanak a
kornyezd sejtekhez képest (példaul gyogyszer szenzitivitas). Igy a daganatsejteknek egy
adott szovetkornyzetben lehetdségiik van kivalni és a megszerezni a dominancidt a tobbi
sejt felett (36). A korabbi évek soran szamos olyan gént azonositottak, amelyek a sejt
DNS tartalmanak a védelmére vannak szakosodva (37). Vannak olyan gének, amelyek
azonositsak a a DNS karosodast és DNS hibajavitasi folyamatot indukalnak, vannak akik
kozvetleniil a DNS hibajavitasban vesznek részt, valamint egyesek pedig megprobaljak
hatéstalanitani a DNS karosodat okoz6 molekulakat (38). Ezen gének nagy tobbsége mind
tumorszuppresszor, a bennik Iétrejové mutacid vagy epigenetikai modosulas

daganatprogressziot indukal (38).
2.2.9 A gyulladas serkentése

A daganatos szovetben megfigyelhetoek a természetes és az adaptiv immunitas
sejtjei, amelyek a nem tumoros szovet gyulladasos allapotat reprezentaljak (39). A
gyulladas Osszefligg szamos mas daganatot kivaltd tényezdvel. A gyulladds soran
kiilonb6zd bioaktiv molekuldk juthatnak a tumor mikrokdrnyezetébe, példaul novekedési
faktorok, amelyek indukaljak a sejtosztodast, valamint olyan faktorok, amelyek a
daganatsejtek sejthalal kikeriilését eredményezhetik, extra cellularis matrixot modosito
enzimeket aktivalhatnak, amelyek serkentik az érképzddést, és az attétképzést (40).
Tovéabba, a gyulladasos sejtekbdl reaktiv oxigén gyokok is felszabadulhatnak, amelyek a

kornyezd rosszindulati daganatos sejtek szamara rendkiviil mutagén, igy felgyorsitva a

crcr

2.2.10 Az immunrendszer visszaszoritasa

Az immunrendszer és a daganat progresszioja kozotti Osszefiiggés maig egy

viszonylag kérdéses teriilet. Korabbi vizsgalatok mutatjak, hogy az immunhianyos
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egerekben sokkal gyorsabb a daganat novekedése, szemben a megfeleld
immunrendszerrel ellatott kontroll egércsoporttal (41). Tovabba, vastagbél és petefészek
daganatok esetén kimutattdk a nagyfoku citotoxikus T sejtes, valamint természetes
0losejtes besziir6dést, amely jobb betegség taléléssel tarsult (42). A folyamatos
immunfeliigyelet soran az immunrendszer elemei megprébaljak az ujonnan kialakuld
daganatsejteket felismerni és eltavolitani, azonban egyes daganatsejteknek, vagy
sejtklonoknak bizonyos mértékig sikeriil tavol tartaniuk magukat az immunfeliigyelettol
(43). Megfigyelték, hogy az egyes daganatklonok TGF- és egyéb immunoszuprressziv
faktorok szekrécidja soran képesek megbénitani az immunsejteket, igy biztositva a
daganatok sajat fennmaradasukat (44). Valamint még tovabbi immunrendszer ellenes
mechanizmusuk kozé tartozik az, hogy képesek immunszuppressziot kivaltani a regulator
T sejtek (Tregs) és a mieloid szuppresszor sejtek (MDSC) toborzasaval, amelyek gatoljak
a citotoxikus T sejtek miikodését (45), (46).

2.3 Egyes daganattipusok jellemzése, molekularis terapias célpontok

Az értekezésem alapjat foként a tiid6-, a méj-, a gyomorrak és az akut mieloid
leukémia daganattipusokon alapuld tanulmanyok képzik, ezért a kovetkezd
alfejezetekben az egyes daganattipusokat és azok prognosztikus és prediktiv biomarkereit

ismertetem.
2.3.1 A tiidédaganatok

A tiidédaganat az egyik leggyakoribb és a legnagyobb a halalozasi rataval
rendelkezé daganattipus mind a férfiak és a nék korében (1), (2).

A tiidédaganatok szovettanilag két csoportra oszthatoak: kissejtes tiidorak és a
nem kissejtes tiidorak. Az Gsszes tiidorakos eset 15%-at a kissejtes, 85%-at pedig a nem-
kissejtes tiidorak teszi ki (47).

A kissejtes tiidorak kialakuldsa teljes mértékben a dohdnyzashoz kothetd és az
eléfordulasi gyakorisaga a ndk és a férfiak korében egyenld aranyban van (48). Az
osztddasi gyakorisaga sokkal gyorsabb a nem-kissejtes tiidérakhoz képest és mar a
daganat korai stddiumaban is képes az attétképzésre. A daganat kezelése soran a kezdeti
kemoterapia nagyon hatdsos, ennek ellenére magas a haldlozasi arany a daganat kidjulasa

kapcsan (49). Bar a célzott terapia a kissejtes tiidorak esetén jelenleg még nem elérhetd,

16



DOI:10.14753/SE.2021.2478

azonban szamos korabbi vizsgalatban olyan molekularis eltéréseket azonositottak,
amelyek lehetséges célpontok lehetnek a daganat kezelése soran. Az egyik ilyen célpont,
a sokszorozodott SOX2 gén, amely hozzajarul a daganatsejtek osztodasi képességének a
novekedéséhez (50). A SOX2 sokszorozodasa mellett, a RLF-MYCLI génftzio, valamint
a CREBBP, EP300, és a MLL gén mutéciok szintén a sejtosztodasi programot gyorsitjak
a kissejtes tiidorak esetén (51). Tovabba, ezen daganattipusra szintén jellemz6 a TP53, a
RBI1 gének, valamint az egyes NOTCH géncsaladba tartoz6 gének funkcidvesztd
mutaciodinak jelenléte (52), (53). A kissejtes tiidorak esetén a génmutaciok mellett fontos
kiemelni a génkifejez0dési valtozasokat is. Egy korabbi génexpresszids vizsgalatban
olyan géncsoportot azonositottak, amelyek alapjan a kissejtes tiidorak két f6 csoportra
oszthatd: az els6 csoport a CHGA, a GRP, az ASCL1 ¢és a DLK1 géneket alacsonyan, a
masodik csoport ezen géneket magasan kifejez6 mintak csoportja (52). Tovabbi
génexpresszids vizsgalatok sordn sikeriilt olyan géneket azonositani, amelyek
hozzéjarulnak a daganat novekedéséhez, valamint szerepet jatszanak a kemoterapias
valasz kialakitasaban. Ilyenek a TAFSL, TFCP2L4, PHF20 és az LMO4 gének fokozott
kifejezOdése, amely a kissejtes tiidérak kemorezisztenciajaval fligg dssze (54).

A tiidérakos esetek masik, egyben a legnagyobb csoportjat a nem-kissejtes
tiidérdk teszi ki, amely szdmos tovabbi altipusba oszthatd: tiid6 adenokarcinoma,
laphamsejtes karcindma és nagysejtes karcinoma (47). A tiid6 adenokarcinoma a
leggyakoribb tiidérak altipus, az esetek mintegy 40%-aban fordul eld fliggetleniil a
kortdl, a nemtdl és a dohanyzastol. A daganat progresszidja a tobbi altipushoz képest
sokkal lassabb, igy a korai diagnosztizalasa jelent6sen hozzajarul a varhato talélés
novekedéséhez (55). A laphamsejtes karcindma, az esetek 30%-at teszik ki, a betegség
kialakulasa szorosan korrelal a dohanyzassal (56). A nagysejtes karcinoma 5-10%-0s
gyakorisaggal bir a tiidérakos betegek esetén és hasonléan a laphamsejtes karcinomahoz,
eléfordulasa szorosan Osszefligg a dohanyzassal. Fontos megemliteni, hogy ezen daganat
altipusra nagyfoku differencidlatlansag jellemzd, amely jelentdsen megneheziti a pontos

diagnozis megallapitasat (55), (57).
2.3.1.1 Terapias célpontok a nem-kissejtes tiidérakban

Szemben a kissejtes tiidorakkal, szdmos molekularis célpont all rendelkezésre a

nem-kissejtes tiidorak célzott terapiaja esetén. Jelenleg mar a forgalomban vannak olyan
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gyogyszerek, amelyek az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) mutéaciokra,
vagy az anaplasztikus lymphoma kinaz (ALK) gént érintd molekularis valtozasokra
specifikusak. Jelenleg szamos olyan gyogyszer van, ami még csak pre-klinikai vagy
klinikai kisérleti fazisban van, ezek példaul a KRAS, BRAF, ERBB2, PIK3C

crer

specifikus gatloszerek (58).
2.3.1.1.1 Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) mutaciok

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) mutaciok voltak az elsé
molekularis célpontok, amelyeket jovahagytak a nem-kissejtes tiidorak terapiaja soran
(59). Az EGFR egy sejtfelszini receptor, amely a sejtek kornyezetébol érkezé jelek
hatasara aktivalodik és a sejt belseje felé sejtosztodasi és sejtndvekedési jelet tovabbit
(60).

Az EGFR receptort érinté mutaciok legtobb esetben a receptor sejten beliili részén
talalhato tirozin kinaz domént érintik. Ezen mutaciok a tiidédaganatos betegekben 20%-
o0s gyakorisaggal fordulnak eld, féként az eurdpai és azsiai betegpopulacidokban, tovabba
a nem dohanyzok és a nék korében (61). llyen a mutaciok példaul a 19-es exont érintd
delécio, vagy a 18-as és a 21-es exont érintd pontmutacidk, amelyek esetén né a daganat
érzékenysége az — erlotinib (62), gefitinib (61) és afatinib (63) — EGFR tirozin kinaz
gatlokra.

2.3.1.1.2 Az anaplasztikus lymphoma kinaz (ALK) mutaciék

Az anaplasztikus lymphoma kinaz (ALK) gént érinté muticiok a tiidérakos
betegek mintegy 2-7%-ban talalhatoak meg és foként a tiidé adenokarcinéma altipusra
jellemzoek.

Az egyik leggyakoribb ALK gént érinté molekularis valtozds az EML4-ALK
génfizio, amely a nem vagy ritkan dohanyzok kdrében gyakoribb és nem fordul elé mas
onkogenikus driver mutacioval egylitt, igymint az EGFR, a KRAS vagy a HER2 géneket
érinté mutaciokkal (64), (65).

Egy korabbi vizsgalat soran megfigyelték, hogy az ALK gént érintd atrendezddés
befolyasolta a tiid6 adenokarcindmas betegekben a EGFR tirozin kindz gétlokkal

szembeni rezisztencidt, valamint az ALK gatlokra — crizotinib és ceritinib — valo
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érzékenységet (66).
2.3.1.1.3 A BRAF mutaciok

A BRAF ugynevezett proto-onkogént érinté mutaciok, a nem-kissejtes tiidérakos
betegek 1-4%-aban fordulnak ¢l6 és féként az adenokarcinéma altipusra jellemzoek (67).
A BRAF muticiok, ellentétben az EGFR ¢s az ALK gént érintd mutaciokkal, az aktiv
dohanyosok korében a gyakoribbak (67).

A legismertebb BRAF mutaciok a nem-kissejtes tiidorakban a V60OE, G469A és
a D594G eltérések, amelyek koziil a leggyakoribb V60OE mutécio, amely az Osszes
BRAF mutacié 50%-at teszi ki (67). A BRAF mutaciok jelenléte kizarja a tobbi onkogén
mutaciok jelenlétét, tgymint az EGFR, ALK és a KRAS mutaciokat (67).

Jelenleg a BRAF mutaciok esetén a tiidérakban nincsen elfogadott célzott terapias

gyogyszer.

2.3.1.1.4 A KRAS mutaciok

A RAS géncsaldd harom a plazmamembranhoz kotott fehérjét kodol, amelyek
sajat guanozin-trifoszfat (GTP) bonto aktivitassal rendelkeznek, igymint a KRAS, NRAS
¢s a HRAS. A RAS fehérjék egy molekularis kapcsoloként mitkkddnek, amely sordn a
sejtfelszini receptoroktol a jelet tovabbitjak a sejtmag felé, ahol sejtosztddasi és
sejtnovekedési programokat aktivalhatnak (68). A KRAS, NRAS és HRAS gének szamos
daganattipusban hordoznak mutaciokat, tobbek kozott a nem-kissejtes tiiddérakban is (69).

A KRAS gén, a tiidé adenocarciomas betegek mintegy 25%-ban hordoz eltérést
és a mutdciok gyakorisdga a dohanyzok és a kaukdzusi betegpopulacio korében a
legnagyobb (70). A KRAS gén gyakori mutacioi kozé tartoznak a G12C, G12D és a
G12V mutaciok, amelyek az enzimet folyamatosan aktiv allapotban tartjak (71).

Egyelére nem tisztazott, hogy a KRAS génben taldlhaté szomatikus mutaciok
kozvetlen oka-e a rossz tiléléshez és a terapids rezisztencidhoz, vagy valamilyen mas
kozvetett uton. A KRAS mutaciok prognosztikus hatdsat eldszor vastagbéldaganatban
irtak le (72), azonban ezeket az eredményeket késébbi tanulmanyok nem tudtak
alatamasztani (73), (74). Szamos meta-analizis mutatja, hogy a KRAS mutaciok hatasa
jelentdsen kiilonbozott az azsiai és a nem dzsiai populaciok kozott, és az azsiai betegek

korében a KRAS mutaciok rossz prognosztikai faktoroknak bizonyultak (75).
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Korabbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy azon nem-kissejtes tiidérakos betegek
esetében, amelyek KRAS mutaciokat is hordoznak, EGFR tirozin kindz gatlokkal
szembeni rezisztencia 1ép fel (76). Ez a KRAS a jelatviteli utvonalban valo
elhelyezkedésével magyarazhatd, mivel a KRAS fehérje az EGF receptortdl kapja a jelet
és tovabbitja azt a sejtmag felé. gy a mutins KRAS fehérje, az EGF receptortol
fiiggetleniil képes a jelatviteli kaszkad aktivaldsaira. A KRAS muticiok negativ
elérejelz6i az EGFR tirozin kinaz gatlokkal torténd terapianak, mivel ezen gyogyszerekre
a KRAS mutans betegek nem fognak reagalni (77).

Korabbi meta-analizisek révén igazoltak az Osszefliggést a KRAS gén mutacios
statusza és az EGFR tirozin kinaz gatlokra adott terapias valasz kozott (78), amelyet mara

mar az NCCN leiras is tartalmaz (https://www.ncen.org/). Igy, a KRAS mutaciok

magasabb, mint 99%-os prediktiv értékkel, idealis prediktiv biomarkerként szolgalnak a
nem-kissejtes tiidérak terapiaja soran (78).

sejtmag felé iranyulo jelatviteli Gtvonalak — RAF-MEK-ERK ¢s a PI3K-AKT-mTOR —
gatlasa. Egy kordbbi tanulmany mutatja, hogy a KRAS mutdns nem-kissejtes tiidorak
egér xenograft modellekben, a selumetinib — amely egy MEKI1/2 gatloszer —,
szignifikansan csokkentette a daganat novekedését (79). Egy masik tanulmanyban a
selumetinibet docetaxel kemoterapias kezeléssel kombinaltak, és igaz, sokkal tobb
mellélhatas jelentkezett, de a median progresszid mentes tulélés 5,3 honapra nétt az
eredeti 2,1 honaphoz képest (80). A jelen allaspont szerint a KRAS mutans nem-kissejtes

tiildorakos betegek esetén nincs hivatalosan elfogadott terapias protokoll.
2.3.2 A majdaganatok

A mijdaganatok, a hatodik leggyakrabban diagnosztizalt daganattipusok
vilagszerte, az esetek legnagyobb részét tobbnyire Eszak- és Kelet-Afrika, valamint
Kelet- és Délkelet-Azsia egyes orszagainak betegei adjak (1).

A majdaganatok szovettani besorolasuk alapjan tobb altipusra oszthatok, amelyek
eltéré prognosztikus tulajdonsaggal rendelkeznek. Az egyik leggyakoribb méjdaganat
tipus a hepatocellularis karcinoma, amely az 6sszes majrakos eset mintegy 90%-at képezi
és a legrosszabb prognozissal rendelkezik (81). A WHO osztalyozas szerinti tovabbi

majdaganat altipusok az intrahepatikus cholangiokarcinoma, a hepatocellularis
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cholangiokarcinoma, a fibrolamellaris hepatocellularis karcinoma és a gyermekkori
hepatoblasztoma (82). Ezen tumortipusok esetén a betegség prognodzisa az intrahepatikus
cholangiokarcinomatdl a gyermekkori hepatoblasztoma felé haladva egyre javuld
tendenciat mutat (82).

A hepatocellularis karcindma incidencidja és mortalitdsa évenként nd, amelyhez
szamos tényez6 kapcsolddik, mint példaul a hepatitis B virus (HBV) és a hepatitis C virus
(HCV) fert6zések, az élelmiszerek aflatoxin tartalma, az eclhizas, a diabétesz, a
dohanyzas, illetve a talzott alkoholfogyasztas (1). Fontos kiemelni, hogy ezen kockazati
tényezok, az egyes etnikai csoportok kozott eltéré megoszlast mutatnak. Ennek alapjan
példaul az azsiai orszagokban foként a HBV és a HCV fertdzések kapcsolhatdk a legtobb
hepatocellularis karcindmas megbetegedés kialakulasahoz (1). A fejlett orszagokban a
majdaganatok kialakulasa kronikus majbetegségekre vezethet6 vissza. Ilyen betegségek
lehetnek a talzott alkoholfogyasztasbol adodd majcirrdzis, a diabétesz, valamint a zsirmaj
(83).

2.3.2.1 Biomarkerek a hepatocellularis karcinémaban

A hepatocellularis karcindmaban szamos olyan biomarkert azonositottak,
amelyek lehetévé teszik a daganat pontosabb molekularis besorolasat, elérejelzik a
varhat6 talélést és a terapiara adott valaszt (84).

A hepatocelluléris karcindma egy meglehetdsen heterogén tumor, amelynek a
molekularis osztalyozasa jelenleg nem ismert (85). A mutaciok szama tumoronként
koriilbeliil 40-50 darab, ezek kozott 5-8 driver mutacio talalhato (85). A citotoxikus
kemoterapia hatastalan vagy annyira toxikus, hogy mar a cirrhotikus majat is roncsolja.
A prognozis szamos klinikai-patologia paraméteren alapul, Gigymint a tumorsejtek
aranya, proliferaciés markerek, vaszkularis invdzié, a majfunkcido és az 4altaldnos
egészségi allapot. Jelenleg szamos majspecifikus biomarker van klinikai tanulmany alatt,
amely soran vizsgaljak, hogy melyik az a terapia, amelyik beteg szdmara a legjobb és a

legkevesebb mellékhatassal jar (86).
2.3.2.1.1 Génexpresszio alapu biomarkerek
Microarray génexpresszios vizsgalatok sordn a hepatocelluldris karcinoma két f6

csoportra bonthaté (87). Az egyik csoportot nagyfoka sejtosztodasi potenciallal
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rendelkezd sejtek alkotjak, mig a masik csoport sejtjeinek osztddasi potencidlja
meglehetésen alacsony. A gyorsan osztédd tipus esetén magas a daganat kiGjulasi
kockazata és jelentdsen alacsonyabb a tulélési id6 (87). Fokozott génkifejez6dés
figyelhetd meg az IGF1, az MTOR ¢és a NOTCH géncsalad egyes génjei esetén, tovabba
ezen daganat altipusra jellemzd még az eltéré mikro-RNS kifejez6dési és DNS metilacios
mintéazat, valaminta CCND1, FGF19 és a VEGFA gének sokszorozdodasa is (87). A masik
csoportot a kismértékben osztddo altipus képviseli, amelyre jellemz6 az EGF receptorhoz
kapcsolt jelatviteli utvonal egyes elemeit érint6 elvaltozasok, a gyulladasi folyamatok
aktivalodasa, valamint a daganat nagyfoku differencialtsaga és az alacsony alfa-

fetoprotein szintje (87).
2.3.2.1.2 Génmutacié alapu biomarkerek

A génexpresszio alapil biomarkerek mellett fontos kiemelni génmutacidkat is.
Teljes genom ¢és teljes exom szekvenaldssal mutacidos mintdzatokat azonositottak
hepatocellularis karcindmaban, amelyek szoros Osszefiiggést mutattak példaul a
dohanyzassal és az alkoholfogyasztassal (85). Teljes exom szekvenalassal olyan gén
mutaciokat azonositottak —TERT, CTNNBI1, TP53, AXIN1 és ARIDIA —, amelyek
hozzajarulnak a hepatocellularis karcindma patogenéziséhez (88), (89). Jelentds
Osszefliggést irtak le hepatocellularis karcinoma sejtvonalakban a TSC2 gént érint6
kopiaszam valtozasok és az MTOR jelatvitel kozott. Megfigyelték, hogy a TSC2 gént
érintd torlédések novelték a daganatsejtek érzékenységét az everolimusra, amely az
MTOR fehérje kinazra specifikus gatloszer (90).

A hepatocellularis karcinéma kialakulasaban és patogenezisében nagyon fontos
szerepet jatszanak a HBV és HCV virusok. Teljes genom szekvenalas soran lehetévé valt
a virusgenomok daganatgenomba torténd integralédasanak a vizsgalata, amely soran
megfigyelték, hogy a HBV virus daganatgenomba torténd integralodéasa esetén a TERT,
MLLA4 és a CCNE1 gének mikodése megvaltozik, amely hatassal van a betegek talélésére
(91). Hasonlbéan a HBV virushoz, az adeno-asszocialt virus 2 (AAV2) genom beépiilést
is kimutattdk a hepatocellularis karcindmaban, amely az 0sszes betegnek mintegy 6t
szdzalékaban volt jelen és a TERT, a KMTB2, a CCNA2 és a CCNE1 gének miikddésével
mutatott Osszefiiggést (92).
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2.3.2.1.3 mikro-RNS alapu biomarkerek

A mikro-RNS-ek kisméretli nem kodoldo RNS molekulak, amelyek a human gének
mintegy 10%-anak a transzkripciés és poszt-transzkripcidos —szinten torténd
szabalyozasaban vesznek részt (93). A human mikro-RNS-ek (,,hsa-miR”) jelentds
szerepet jatszanak a daganatok kialakulasaban, fejlédésében és a terapias valasz
kialakitasaban. Kiilonboz6 tumorokban egyes mikro-RNS-ek onkogén vagy akar
tumorszuppresszor tulajdonsaggal is rendelkezhetnek (94). Ennek alapjan a nem-kissejtes
tidérakban a hsa-miR-374a mikro-RNS alacsony kifejez6dése a daganat fokozott
progresszidjaval tarsul, amely rossz tuléléshez vezet (95). A kolorektalis daganatokban a
hsa-miR-185 magas, mig a hsa-miR-133b mikro-RNS-ek alacsony kifejezédése
attétképzéssel és rosszabb tuléléssel korrelal (96). Szamos tovabbi mikro-RNS van,
amelyek egy adott tumortipusra specifikus. Ilyen a hsa-miR-34a, amely az eml6rakra, a
hsa-miR-10b pedig a hasnyalmirigyrak kialakulasaval és novekedésével hozhatd
Osszefliggésbe (97), (98).

Az eltérd kifejez6dést mutatd mikroRNS-ek a hepatocellularis karcinomaban
potencialis biomarkerként szolgalhatnak a daganat diagnozisara, az attétképz6 és invazios
képességére, a terapias valasz elorejelzésére, a daganat kiujulasara és a talélésre (94),
(99), (100). A hepatocellularis karcinomaban alulregulalt mikro-RNS-ek a hsa-miR-200c,
hsa-miR-200, hsa-mir-21, hsa-miR-224, hsa-miR-10Db és a hsa-miR-222, valamint a hsa-
MiR-224 esetén a magas kifejezddés jellemz6é (101). Vannak olyan mikro-RNS-ek,
amelyek a hepatocelluléris karcindma valamelyik riziko tényezdjével fliggenek Ossze,
azaz példaul a hsa-miR-96 fokozott kifejez6dést mutatnak a HBV fert6zott daganatos
betegek esetén (101). Tovabba, a hsa-miR-126 alulszabalyozodik azon méajdaganatok
esetén, amelyek kialakulasa a jelentGs alkoholfogyasztas eredménye (101). Tovabba,
fontos kiemelni a keringé mikro-RNS-eket — hsa-miR-939, hsa-miR-595, hsa-miR-519d
és a hsa-miR-494 —, amelyeknek fontos szerepiik van a daganat diagnosztizalasaban

majcirrhozisban érintett betegek esetén (102).
2.3.2.2 A hepatocellularis karcinéma célzott terapias lehetdségei

A hepatocellularis karcindéma gyors novekedése, nagy attétképzo képessége és a

gyogyszerrezisztenciara vald fokozott hajlama révén rossz prognoézissal bir. A legtobb

23



DOI:10.14753/SE.2021.2478

esetet kozepes vagy mar jelentésen eldrehaladott stadiumaban diagnosztizaljak, és a
betegek minddssze 30%-a részesiil valamilyen terapias kezelésben (103).

A hepatocelluléris karcindma elsd vonalbeli célzott terapiaja esetén jovahagyott a
sorafenib, amely egy receptor tirozin kindz tipusu gatloszer (104). A sorafenib képes
gatolni a RAF1, BRAF, VEGFR ¢és a PDGFR-B géneken keresztiil a sejtosztodast és a
daganat érképzését, valamint serkenti az apoptozist. A gydgyszer terapias alkalmazasat a
jelentdsen elérehaladott stadiumt — vaszkularis invaziot és majszéveten kiviili terjedést
is mutat6 — hepatocellularis karcindmas betegek korében hagytak jova (104). A sorafenib
alkalmazasa soran megfigyelték, hogy a kelet-azsiai, csendes-Oceani és az ausztraliai
betegpopulaciokban, a kezelés soran a betegek median teljes talélése a 4,2 honaprol 6,5
honapra nétt (105). Azonban fontos kiemelni, hogy a kezelés soran a mellékhatasok
fokozodnak és ez jelentdsen hozzajarul az életmindség romlasahoz. A sorafenib mellett,
a hepatocellularis karcinoma elsé vonalbeli kezelése soran jovahagyott a lenvatinib,
amely egy szintén tirozin kinaz tipusu gatloszer és a VEGFR, FGFR, PDGF receptor,
valamint a RET és a KIT onkogének gatolhatok (106).

A hepatocellularis karcindma célzott terapidja soran masod vonalban jovéhagyott
a regorafenib, receptor tirozin kinz tipusu gatloszer, amely a VEGF receptorhoz kotédve
gatolja a daganat érképzését (107). Korabbi vizsgalatok mutatjak, hogy a regorafenib
kezelés hatasara szignifikansan n6t mind a teljes, mind pedig a progresszié mentes tulélés
is (107).

A mikro-RNS-ek terapias célpontként is szolgalhatnak a hepatocellularis
karcindma terdpidja soran. Sejtkultiras vizsgalatokban igazoltak, hogy egyes mikro-
RNS-ek képesek a sorafenib kezelés hatékonysagat befolyasolni. A hsa-miR-122
magasabb kifejez6dése a sejtek sorafenib érzékenységét befolyasolta, mig a hsa-miR-34a
alacsonyabb kifejezédése a sorafenib rezisztenciaval korrelalt (108), (109).

A mikro-RNS-ek koézvetleniil is gatolhatdbak tugynevezett mikro-RNS
antagonistakkal, amelyek kémiailag modositott zart lanca RNS molekulak és az egyik
fontos tulajdonsaguk az, hogy védettek az RNS lebontd enzimekkel (RNazok) szemben
(110). Szamos olyan sejtvonalakon valamint egérmodellben végzett vizsgalat 1€tezik,
ahol a mikro-RNS antagonistak terapias hatasat vizsgaljak. Az elsé tanulmanyban
hepatocellularis karcindma sejtvonalakon végzett vizsgalat soran a sejtek kemoterapiara

— IFN-a/5-fluorouracil (5-FU) kombinacié — adott valasza javult, az antiszensz hsa-miR-
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21 mikro-RNS transzfekcidjaval (111). Egy masik vizsgalatban pedig transzgenikus
egérmodellben vizsgaltak, hogy a hsa-miR-221 gatlasaval szignifikansan csokkent a
tumor mérete és a szama, valamint nétt a teljes talélési id6 is (112). A mikro-RNS
kifejezOdésnek fontos szerepe van hepatocellulrais karcindma interferonokkal torténd
hsa-miR-146 kifejez0dés interferon rezisztenciat, mig az alacsony hsa-miR-26
kifejez0dés interferon terapidval szembeni fokozott érzékenységet okozott

hepatocellulrais karcinoma sejtvonalban (113), (114).
2.3.2.3 A vaszkularis invazio szerepe a daganat kiGjulasaban

A hepatocellularis karcinoma kitjulasaval erésen korreldl a vaszkularis invazio,
amely a portalis vagy a majvénan keresztiil torténik. Egy korabbi tanulmany soran
megfigyelték, hogy m4jtranszplantacioval érintett betegek esetén, a hepatocellularis
karcinoma kiujulasa tobb mint 4-szer nagyobb (115). Ugyanakkor, azonban a pre-
operativ képalkoto eljarasok soran nem figyelhetok meg a mikrovaszkularis invazio jelei
(116). A boncolasi adatok alapjan kideriilt, hogy a betegek 40%-a esetén, az Scm-nél
kisebb daganatoknal mar megfigyelhetdk voltak az invazio jelei (117). igy, a vaszkularis
invazioval 0sszefliggd molekularis valtozasoknak kiemelkedd szerepiik van a talélés
eldrejelzésében, amelyek nagymértékben hozzajarulnak a hepatocellularis karcindbma

kitjulaséhoz.
2.3.3 Az akut mieloid leukémia

Az akut mieloid leukémia, a mieloid daganatok csoportjaba tartozik, amely soran
a sejtek, a mieloid sejtdifferenciacio valamelyik korai fazisaban rekednek meg. A
sorozatos sejtosztddasok soran a felszaporodott igynevezett mieloid sejtek vagy blasztok,
kiszoritjak a normalis fejlodési t soran l1étrejovo vérsejteket.

Az akut mieloid leukémia mintegy 1,1%-at képzi az Osszes Uj rosszindulata
daganatos megbetegedéseknek, €s az idOsebb korosztidlyban, azon beliil is a férfiak
korében a leggyakoribb. A haldlozasi gyakorisag szintén az id0sebb korosztaly (65 év

felettiek) korében a nagyobb és sajnos ez a tendencia évrél évre né (1).
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2.3.3.1 Biomarkerek az akut mieloid leukémiaban

Az akut mieloid leukémia patogenézisében fontos szerepet jatszanak a
kromoszomalis strukturalis eltérések és a molekularis genetikai eltérések. A ,,The Cancer
Genome Atlas” tanulmany alapjan az akut mieloid leukémiaban az 6t leggyakrabban
mutalt gén az NPM1, IDH1, IDH2, DNMT3A ¢és az FLT3 gének (118).

Az izocitrat-dehidrogenaz 1/2 (IDH1/2) gént érinté mutaciok, a betegek 15%-ban
fordulnak el6 és az életkor emelkedésével egyre jobban n6 a gyakorisaguk. Ezekben a
génekben taldlhatdé mutaciok a DNS és hiszton hipermetilaciojaval, a megvaltozott
génexpresszioval és  haematopoeticus  progenitor  sejtek  differenciaciojanak
megallitasaval vannak kapcsolatban (119).

Az FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) gén egy 3-as tipust tirozin kinaz
aktivitassal rendelkezd receptort kodol, amelynek szerepe van a hematopoézis
szabalyozasaban beleértve az dssejtek differencidciojat és az osztodasukat. Az FLT3 gén
mutdcioi rossz tuléléssel tarsulnak a fiatal paciensek korében. Az FLT3 gén tirozin kindz
doménjét érinté aktivald mutaciok, az akut mieloid leukamias betegek 15%-ban

talalhatoak meg (120).
2.3.3.2 Az NPM1 mutaciék

A nucleophosmin gén (NPM1) az egyik leggyakrabban mutalt gén az akut mieloid
leukémiaban (121). Az NPM1 génnek szerepe van a riboszomak képzoédésében és a
transzportjaban, a nukleoluszban 1év6 p14Arf onkoszuppresszor fehérje stabilizalasaban,
tovabba a centroszoma megkettdzddés szabalyozasaban. Az NPM1 mutaciok az akut
mieloid leukémias betegek 20-30%-ban talalhatéak meg, hatasukra megvaltozik a sejt
citoplazmgjaban a fehérjék kihorgonyzasa (rogzitése), amely a leukemogenézis egyik
legfontosabb torténése (122).

Korabbi tanulmanyok igazoltak, hogy az NPMI1 mutaciok féként a mieloid
sejtekre jellemzdek, mivel a fehérjék aberrdns citoplazmatikus lokalizacidoja, a
csontvel6bdl vagy a periférialis vérbdl szarmazé limfoid sejtek esetében nem figyelhetd
meg (123). Az NPM1 szomatikus mutaciok gyakran egyiitt fordulnak el6 az FLT3 génben
talalhato ,,internal tandem duplikaciokkal” (ITD) és a DNMT3A mutaciokkal. Az NPM1
mutaciok az FLT3-ITD és a DNMT3A mutaciok mellett gyakran az IDH1/2 és a TET2

mutaciokkal is mutatnak asszociaciot (124). Az NPM1 mutaciokkal ritkan el6fordulo
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mutaciok a RUNXI1, CEBPA és a TP53 génekben taldlhatdo szomatikus mutdciok,
valamint az MLL génben talalhaté duplikacié. Az FLT3 tirozin kindz domént érintd
mutaciokkal az NPM1 mutaciok ritkan fordulnak el6 (124). Egy korabbi tanulmany
mutatja, hogy NPM1 mutéacidval rendelkez6 normalis kariotipust akut mieloid leukémias
betegeknek jobb a talélése (125). Egy masik vizsgalat pedig azt mutatja, hogy a
kariotipus, életkor, NPM1 mutacios statusz, fehérvérsejt szam, laktat dehidrogenaz és a
CD34 kifejez6dés egymastol fliggetlen prognosztikus markerei a teljes talélésnek (126).
Szintén korabbi vizsgalatok mutatjak, hogy az IDH1 mutaciok jobb taléléssel tarsulnak
NPM1 muténs és FLT3-ITD vad tipusu betegek esetén (127).

Jelenleg a kemoterapia az elsddleges terapias lehetdség a fiatal és megfeleld
egészségi allapottal rendelkez6 akut mieloid leukémias paciensek esetén, amely altalaban
egy antraciklin (mint példaul idarubicin) és cytarabin kombinaciojabol all (128), (129).
Az akut mieloid leukémia célzott terapidja soran szamos lehetséges terapias készitmény
all rendelkezése, azonban ezek nagy része még klinikai vizsgalat alatt all. Ilyenek példaul
atirozin kinaz gatlok — sorafenib (130), midostaurin (131), quizartinib (132) és crenolanib
(133)—, amelyek az FLT3 receptor tirozin kinaz egységét gatoljak. Az akut mieloid
leukémias betegek 50%-ban a STAT3 fehérje feliilszabalyozodik és ez rossz taléléssel
tarsul. fgy a betegek terdpiaja lehetséges a STAT3 inhibitorokkal is (C188-9, OPB-
31121), amelyek specifikusan gatoljak a STAT3 fehérje foszforilaciojat (134), (135).
Szamos tovabbi lehetséges célzott terapias készitmények, igymint IDH1 (136) és IDH2
(137) gatloszerek, sejtmag transzport gatlok és CD33 (138), valamint CD123 antigén
specifikus gatloszerek (139) allnak rendelkezésre az akut mieloid leukémia kezelése

soran.
2.4 A nukleinsav szekvenalas

A bioldgiai mintak nukleinsav szekvendldsa szamos tudomanyteriileten elterjedt,
mara mar szinte alapvetdé molekularis bioldgiai modszer. A DNS szekvenalas az elmult
évtizedekben rendkiviil nagy valtozasokon ment keresztiil, Kiindulva a rovid
oligonukleotid szakaszok szekvendldsatol egészen a teljes genom szekvenalasaig.

A kezdetekben a Maxam ¢és Gilbert altal kifejlesztett a DNS radioaktiv jelolésén
¢s kiilonb6z6 kémiai modositasan alapuld szekvenaldsi modszer nagy attorést jelentett a

DNS bazissorrendjének megallapitasaban (140). Azonban sajnos ez a modszer rendkiviil
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1d6-, és munkaigényes volt, igy egy ettdl sokkal hatékonyabb modszer kifejlesztésére volt
szlikség (140). Az 1970-es évek kozepére Fredrick Sanger, egy sokkal gyorsabb és
hatékonyabb egy ugynevezett ,,lanc-terminacion” alapuld DNS szekvenalasi technikat
fejlesztett ki (141). A kovetkez6 néhany évtizedben ez a modszer tovabb fejlodott,
automatizalodott ¢és igy dramai moédon felgyorsult a nukleinsav szekvendlasanak a
folyamata.

Az elsé generacidos szekvenalasi modszereket az ugynevezett Ujgeneracios
szekvenalasi modszerek kovették. Ezek koz¢ tartozik az egyik legkorabbi ijgeneracios
modszer, a piroszekvenalés. Ez egy szintézis alapu modszer, ahol a DNS szintézisét végzo
DNS polimerdz enzim aktivitadsat a luciferaz enzim fluoreszcens fénykibocsatasaval
detektalnak (142). A piroszekvenalas egyik legfontosabb elénye a Sanger szekvenalassal
szemben, hogy egyetlen szekvenalési reakcidban akar 20 millié nukleotid is leolvashato,
szemben a Sanger szekvendlas kevesebb, mint 1000 nukleotid hosszasagu
hatékonysagaval (142). A piroszekvenalast szamos ujgeneracios szekvenalasi modszer
kifejlesztése kovetett, amely soran lehetdvé valt szekvendlasi reakciok parhuzamositasa
és igy akar egyetlen szekvenalasi reakcioban a teljes genom bazissorrendje is
megismerheto.

A kovetkez0 alfejezetekben részletesen ismertetem a Sanger szekvenalas és az

ujgeneracios szekvenalas elméleti hatterét, valamint ezek klinikumban betoltott szerepét.
2.4.1 Sanger szekvenalas

Az egyik legjobban elterjedt els generacios DNS szekvendlasi eljaras a Sanger
féle DNS lancterminacios szekvenalas, amely soran a reakcidban a DNS polimerazok és
kémiailag modositott ugynevezett didezoxinukleotidok segitségével kiilonb6zo
hosszisagih DNS fragmensek keletkeznek (141). A didezoxinukleotidok egyik fontos
tulajdonsdga az, hogy a dezoxiribéz harmadik szénatomjan nem taldlhaté hidroxil
csoport, ezért nem képes hozzakapcsolodni a kdvetkezd nukleotid 6todik szénatomjanak
foszfatja. Tehat a folyamat soran a didezoxinukleotidok megjelenése a szintetizalodo
DNS lancban terminélja a tovabbi polimerizacidt, az 1j lanc nem nd tovabb és kiilonbozd
hosszusagu DNS szakaszok keletkeznek (141).

A szekvendlédsi folyamat soran négy parhuzamos szekvenaldsi reakcid zajlik.

Minden reakcid tartalmazza az egyszali templat vagy minta DNS-t, a szekvenciara
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specifikus, kisméreti nukleotid (ugynevezett primer) szekvenciakat, a DNS polimeraz
enzimet, az adenin, guanin, citozin és timin tartalma dezoxinukleotidokat (dATP, dGTP,
dCTP ¢és dTTP), valamint reakcioelegyenként a radioaktiv izotoppal jelolt
didezoxinukleotidokat (ddATP, ddGTP, ddCTP, és ddTTP). A didezoxinukletidok
lancterminalodas gyakorisaga nagyon Kicsi és véletlenszeri. A szekvenalas soran
keletkeznek olyan nagyon rovid DNS szalak, amelyekbe mar koran beépiilt a
didezoxinukleotid és keletkeznek olyanok is, amelyekbe sokaig egy darab
didezoxinukleotid sem épiilt be, ezért ezek hosszuak (141).

A szekvenalasi reakciok végén a kiilonboz6 hossziusagn DNS szakaszokat
poliakrilamid gélelektroforézissel valasztjak szét, igy mind a négy reakcid esetén
kiilonb6zd hosszsagu, az adott nukleotidra specifikusan végzédé DNS szakaszok
keletkeznek. A DNS szekvencia a gél aljatol, azaz a rovid szakaszoktol visszafelé azaz a
hosszabb szakaszok felé haladva olvashato le (141).

A Sanger féle szekvenalasi mddszer szamos fejlesztésen esett at, igy példaul a
didezoxinukleotidok radioaktiv jeldlése helyett attértek a fluoreszcens jelolésre, amely
soran a DNS szakaszok méret szerinti elvalasztasa egyetlen kapillarisban végezhet6 el
(143). A modszer az egyszerisodése nagymértékben hozzajarult az automatizalt DNS
szekvenalas létrejottéhez, amely sordn lehetdvé valt az egyre Osszetettebb fajok
genomjanak a vizsgélata.

A Sanger szekvenalads egy széles korben alkalmazott modszer, amely soran
lehetdség van a pontmutaciok vagy kisméretti deléciok, duplikaciok azonositasara (144).
Jelentds szerepe van a daganatok mutacids spektrumanak meghatarozasaban, €s jelenleg
a daganatdiagnosztika oszlopos tagja (145). A moddszer egyik legfontosabb limitacioja,
hogy legfeljebb 1000 bazispar hosszisagu szakaszt olvashatunk le, és amennyiben tobb
tiz kilobazis hossziisagu régiot szeretnénk meghatarozni, akkor érdemesebb valamilyen

koltséghatékonyabb, nagyobb ateresztd képességli szekvenalasi eljarast valasztani.
2.4.2 Azujgeneracios szekvenalas

Mint ahogy mar korabban is emlitettem, a legelsd Ujgeneracios szekvenalasi
modszer a piroszekvenalas volt, amelyet a Roche cég fejlesztett ki és a 454 szekvenalasi

technologia néven terjedt el (142). A piroszekvenalast szamos Gjgeneracios szekvenalasi
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eljaras kovetett, ilyenek példaul a Solexa mddszer, amelyet az Illumina, vagy a SOLID,
amelyet az Applied Biosystems fejlesztett ki (146).

Az 1jgeneracids szekvenalasi eljarasok modszertanilag hasonloak. Mindegyik
esetben a szekvendlasi konyvtar készitése a DNS véletlenszeri fragmentalasaval
kezddédik, majd ezt kovetden a fragmenseket ugynevezett adapter szekvencidk kozé
illesztik (146). Majd a fragmenseket kiilonb6z6 PCR alapu eljarasok soran
felsokszorositanak, ez a Solexa eljaras esetén a hid PCR, valamint a SOLID eljaras esetén
az emulziés PCR (147), (148). Maga a szekvenalas folyamata soran enzimek — tobbek
kozott DNS polimeraz — altal, fluoreszcens molekuldval kapcsolt dezoxinukleotidok
épiilnek be az Ujonnan keletkez6 DNS szalba, ahol a keletkez6 fluoreszcens jelet
detektaljak (146).

Az Gjgeneracios szekvenalasnak a hagyomanyos Sanger szekvenalassal szemben
szdmos elénye van. Elsésorban az, hogy lehetdség van arra, hogy egyszerre nagyszamu
szekvenalasi reakcid is elvégezhetd, igy akar a teljes genom egyetlen szekvenalasi
folyamat sordn leolvashatd. Egy masik fontos elénye Sanger modszerrel szemben a
koltséghatékonysag, mivel egyetlen szekvendlds sordn csupan néhany mikroliter
mennyiségli reagens sziikséges, igy akar egy szervezet teljes DNS vagy RNS tartalma is
leolvashato (146).

Az egyik legelterjedtebb twjgeneracios szekvenalasi eljaras az Illumina altal
kifejlesztett Solexa. A szekvenalas, egy szilard hordozon az ugynevezett ,,flow cell”
felilletén zajlik (149). Els6 1épésében, a mar in vitro koriilmények kozott 1étrehozott
szekvenalasi konyvtar felsokszorositasa torténik hid PCR reakcioval (2. abra). A PCR
reakcio soran minden egyes, a DNS konyvtarbol szarmazoé fragmensbdl nagyjabol 1000
darab masolatot kapunk (147). Miutan megtortént a fragmensek felsokszorositsa, a dupla
szalu fragmensek denaturalasat kovetéen a primerek bekotédése kovetkezik a fragmensek
végeithez. A szekvenaladsi reakcid szdmos cikluson keresztiil zajlik le és minden
szekvenalasi ciklusban a DNS polimeraz, a primer 3’ hidroxil csoportjatol kezdve beépit
egy nukleotidot az ujonnan szintetizalodd6 DNS szalba. Az 1) szalba beépiild
nukleotidokhoz négy fajta fluoreszcens modositast tartalmaznak, amely soran minden
egyes beépiild nukleotid esetén fluoreszcens jel keletkezik, amelyet a késziilékben 1évo

kamerak érzékelnek (150).
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Az tGjgeneraciés szekvenalas szamos teriileten alkalmazhato, ugymint a teljes
genom szekvenalas, a de novo szekvenalas, a teljes exom, valamint a teljes RNS
szekvenalas. A teljes RNS szekvenalas soran lehetdségiink van eltérd kifejezodést mutatod
gének azonositasara kiilonb6z6 mintdk kozott. Tovabba, alkalmazhatdé még kromatin
immunprecipitacios szekvenalasara, valamint eltérd kifejezodést mutaté mikro-RNS-ek

vagy egyéb nem kodolo kis RNS-ek azonositasara is (146).
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2.5 A génexpresszio mérésére alkalmas modszerek

A funkcionalis genomikai kutatdsokhoz, tobbek kozott egyes gének funkciojanak,
mikodésének és a szabalyozddasanak a megértéséhez, elengedhetetlen génkifejezddés
vizsgéalata.

A génkifejez6dés mérését szamos teriileten alkalmazzdk. Alkalmazhato
kiilonb6z6 genotipusok, valamint szovettipusok kozotti eltérd kifejez6dést mutatd gének
azonositasara, valamilyen kezelés hatdsanak vizsgdlatdra, vagy az egyes fejlodési
szakaszban bekovetkez6 génexpresszidos valtozasok detektalasara is (151). A
génkifejez0dés kvantitdlasara mara mar szdmos maodszer 4ll rendelkezésre, ezek koziil a
legelterjedtebbek a valds idejli polimeraz lancreakcio (QPCR), a microarray és a teljes
RNS szekvenalas (152), (153), (154).

2.5.1 A kvantitativ polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakcio (PCR) modszer kifejlesztése Kary Mullis nevéhez
fiz6dik, amely soran az egyes DNS szakaszok, a DNS polimerdz enzim segitségével
felsokszorosithatoak (155). A kvantitativ polimeraz lancreakcié (qPCR) egy olyan PCR
alapti eljaras, ahol valos idOben detektalhatdé egy adott génrdl atirt transzkript
mennyisége. Mara a qPCR, a szdmos génexpresszié mérésére alkalmas modszerek koziil
az egyik ,,standard” modszernek szamit, foként a nagy vizsgalati specificitdsa és a nagy
detektalasi érzékenysége miatt (152).

A gPCR reakcid sordn az atirt mRNS mennyisége tobbféle mdédon mérhetd.
Mindegyik modszer esetén a kiindulasi minta a komplementer DNS (cDNS). A cDNS, a
sejtbdl vagy a szdveti mintabol izolalt mRNS, reverz transzkriptdz enzimmel, dupla szalt
DNS-sé visszairt valtozata (152).

Az egyik legelterjedtebb génexpresszios kvantitdlasra alkalmas qPCR alapt
modszer a SYBR Green | eljaras (156). Ezen eljaras népszertisége elsésorban a modszer
egyszeriiségének és az alacsony koltségének volt koszonheto. A SYBR Green | egy
fluoreszcens festék, amely a kettds szala DNS kis arkaban kotédik be, és a kotodést
kovetden fluoreszcens jelet bocsajt ki. Ennek sordan, a PCR reakcio ciklusszamanak a

novekedésével, egyre tobb SYBR Green | festékmolekuldval jeldlt, dupla szald PCR
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termék keletkezik és a kibocsatott fluorszcens jel erdssége aranyos a PCR termék
mennyiségének ndvekedésével (156).

A valods idejii qPCR eljaras egy masik modszere esetén, fluoreszcens molekulaval
jelolt, hidrolizis probakat alkalmaznak. Ezeket, a vizsgalni kivant génszakaszra specifikus
oligonukleotid szakaszokat, TagMan probaknak hivjak (157). A proba két fajta
fluoroforral van megjeldlve, az egyik az ugynevezett kioltd, a masik pedig a jelado
molekula. A proba 5° vége felé a kioltd, a 3’ vége iranyaba pedig a jeladé molekula
helyezkedik el. Az amplifikacio kezdetén a kioltdo molekula folyamatosan elnyeli a jelado
molekula altal kibocsatott fluoreszcens jelet. A DNS polimeraz a PCR reakcid soran az
uj DNS szal szintézisét végzi és amikor eléri a proba molekulat, az 5’ exonukledz
aktivitasa révén elbontja a probat, igy a jeladdé molekula altal kibocsatott fluoreszcens jel
detektalhatova valik (157). Fontos kiemelni, hogy a hidrolizis probak alkalmazasa a
génexpresszio mérése soran sokkal nagyobb specificitast eredményeznek a SYBR Green
| eljarashoz képest, mivel a probak szekvencidja specifikus, a vizsgalni kivant gén
szekvencidjara.

A gPCR eljards egyik legfontosabb elénye az, hogy a reakcid a
mintaelokészitéssel egylittvéve meglehetésen gyorsan kivitelezhetd, olcso, €s magas
szenzitivitassal és specificitassal miikodik. Azonban az egyik, és egyben a legnagyobb
hatranya ennek a méodszernek az, hogy ha tobb gén kifejezédésének a mérése a cél, az

mar SOk 1d6t és energiat igényel, valamint a koltségvetés is jelentésen megemelkedhet.
2.5.2 A microarray

A génexpresszios microarray segitségével lehetéség van az dsszes gén, egy adott
id6pillanatban torténd transzkripcids aktivitasanak a vizsgalatara (153). A microarray
szamos teriileten alkalmazhato, igymint kiilonb6zd betegség altipusok azonositasaban,
gyogyszerhatas vizsgalataban és kiilonb6z6 diagnosztikaban hasznalt eszk6zoknek a
fejlesztése soran (158). Azonban, fontos megemliteni, hogy a microarray vizsgalatok
feldolgozasa és kiértékelése, szemben a gPCR adatokkal, komoly technikai kihivast
jelent. Egy részrdl a kihivast a nagy mennyiségli adat és a nagy szamitasigény jelenti,
masik részrél pedig nagy koriiltekintést igények az adatok feldolgozasara hasznalt

programok, szoftverek helyes kivalasztasa (158).
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Szamos génexpresszids microarray modszert fejlesztettek ki az utobbi idoben,
ilyenek példaul az Affymetrix, Agilent és a NimbleGen cégek altal kidolgozott
modszerek (153). A microarray, egy DNS hibridizaciés technika, amely egy
iivegfeliileten zajlik. Ezen az iivegfeliileten tobb ezer pont helyezkedik el, és minden
egyes pont egy adott génre specifikus oligonukleotid vagy genomialis DNS szekvenciat
tartalmaz, sok millio kopiaban. A microarray egyik leggyakoribb alkalmazasa a két minta
csoport (példaul kontroll és kezelt) kozotti génkifejezodés eltéréseinek vizsgalata (153).

A modszer elsé 1épésében a kontroll és a kezelt mintadkbol RNS-t izoléalnak,
amelyet reverz transzkripcio soran cDNS-¢é forditanak at. Ezt kdvetei a minta csoportok
megjelolése, amely két szinii (piros és zold) fluoreszcens festékkel torténik. A kovetkezd
1épés a hibridizacio, amely soran a kiilonb6zd fluoreszcens festékkel jeldlt mintak cDNS
molekulai hozzakoétdédnek az livegfeliileten kihorgonyzott megfeleld komplementer
szekvenciahoz (153). A microarray-en az egyes pontokhoz kétddott cDNS mennyisége
aranyos, az adott mintaban 1évd, adott génhez tartozd6 RNS molekuldk szamaval. A
mintak DNS-¢hez kotddott piros és a zold festékmolekuldk, 1ézer sugérral torténd
gerjesztését kovetden torténik az emittalt jel detektalasa. A fluoreszcens jel intenzitasa
aranyos a probahoz kotott DNS molekulak szamaval. A detektalds soran egy adott pont
esetén négy féle szin lehetséges: a piros jel esetén az egyik mintaban, mig a zold jel esetén
a masik mintdban nagyobb az adott gén kifejezddése. Amennyiben mind a két mintaban
egyenld mértékben fejezddik ki az adott gén, akkor sarga jelet kapunk, valamint ha egyik
mintaban sem torténik kifejezddés, akkor pedig a fekete szin jelenik meg (153).

Manapsag a microarray technikat egyre inkabb kezdi felvaltani az Gjgeneracios
RNS szekvenalds, amely segitségével az egyes RNS datiratok szekvencijja is
megismerhetd, azonban ennek koltsége jelenleg meglehetdsen magas (158). Tovabba
fontos megemliteni, hogy korabbi vizsgalatok bizonyitjdk, hogy a két génexpresszid
mérésére alkalmas modszer kozott nagy a hasonlésag (159). Igy mindaddig, amig a
szekvenalas alapti modszerek koltséghatékonysaga és konnyen alkalmazhatosaga nem

javul, a mikroarray sok orvos szamara kivanatos alternativa marad.
2.5.3 Az RNS szekvenalas

Az Gjgeneracidos DNS szekvenalds elterjedése teret adott a teljes RNS szekvenalas

moddszerének 1étrejottéhez. Az RNS szekvenalas kezdeti szakaszaban cDNS konyvtarakat
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készitettek és ezek nukleotid szekvencia sorrendjét a hagyoméanyos Sanger
szekvenalassal olvastak le (160). Ezzel a technikai megkozelitéssel csak néhany gén volt
vizsgalhato, €s a génexpresszid mértékérdl nem adott informacidt. Tovabbi probléma volt
az, hogy csak az egyes transzkriptek voltak vizsgalhatdak ezzel a modszerrel, €s az egyes
transzkript izoformakat nem lehetett megkiilonboztetni egymastol (160).

Az RNS szekvendlds, az ujgeneracids szekvenalasi modszerek kozé tartozik,
amely sordn lehetdvé valik egy adott szervezet teljes mRNS, vagy nem kdédoldé RNS
(példaul mikro-RNS) tartalmanak a vizsgalata. Tovabba, ezzel a mddszerrel lehetéség
van az alternativ splicing folyamatanak vizsgalatara, egy nukleotidos polimorfizmusok
(SNP) ¢és fuzios gének vizsgalatara, valamint az ugynevezett egysejtes (,,single-cell”)
RNS szekvenalasra is (161).

Az RNS szekvenalas hasonloan a tobbi Gjgeneracios szekvenalasi eljarashoz, a
konyvtarkészitésen alapszik, amely sordn a cDNS-s¢ atirt teljes RNS mennyiséget
fragmentaljak és adapter szekvencidk kozé illesztik. Majd ezt koveti a fragmens
szekvenciak szilard felszinen torténo felsokszorositdsa és a szintézis alap leolvasasa
(154). A szekvenalas részletei a 2.4.2 alfejezetben olvashato.

Az RNS szekvenalasnak szamtalan eldnyei és természetesen korlatai is vannak.
A modszer elényei koziil fontos kiemelni, hogy nemcsak szekvenciainformaciot kapunk
a minta teljes RNS tartalmaro6l, hanem a transzkriptek mennyiségét is megtudjuk egy
adott id6pillanatban, igy ezzel a modszerrel akar kiilonb6zo tényezok génexpressziora
gyakorolt hatasa is vizsgalhatova valik (161). Tovabba, az RNS szekvenalassal sokkal
pontosabban hatarozhaté meg egy gén kifejezddési szintje, mint egy microarray eljarassal
(161). A génkifejez6dés mértéke, a referencia genomhoz torténd illesztés soran kaphatd
meg, ahol egy adott gén kifejezddési szintje, az exonokhoz tartoz6 leolvasasok szaméaval
egyenld. Ez az érték az ugynevezett ,,HTSeq-counts” érték, amely kiszdmitashoz a
leggyakrabban hasznalt program a HTSeq program (162).

A modszer egyik limitacidja az, hogy az adatok feldolgozasa rendkiviil szamitas
igényes és megfeleld bioinformatikai tudast igényel. Tovabba nélkiilozhetetlen, hogy a
vizsgalt minta esetén legyen ismert és feltérképezett referencia genom szekvencia (163).
Szintén a modszer korlatai koz¢é sorolhaté az, hogy a génexpresszids értékeket
nagymértékben befolyasolhatja a konyvtarkészités, valamint a szekvencia illesztés soran

bekdvetkezo hibak (163). Végiil, fontos kiemelni a reprodukalhatésagot, mivel az egyes
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szekvenalasi platformok nincsenek standardizdlva, igy példaul ugyanazon mintat
kiilonb6zé RNS szekvendldsi mddszerrel lemérve, eltérd szekvenaldsi eredményeket
kaphatunk, amelyek féképpen a szekvenalas mélységében nyilvanulhatnak meg (163).
Az RNS szekvenalas mara az egyik legelterjedtebb globalis génexpresszid
mérésére alkalmas eljards, mivel magas a szenzitivitasa, széles tartomanyban képes
detektalni a génekifejezddést és a transzkriptvaridnsok vizsgalatara is alkalmas. Egyre
inkabb nd az alkalmazasa példaul az onkoldgiai biomarkerek azonositasban, amely
lehetové teszi a daganatok pontosabb altipusba soroldsat, valamint segitenek a terapias

valasz eldrejelzésében (163).
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3  CELKITUZESEK

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Irodalmi adatok alapjan szomatikus KRAS mutéciok és a KRAS génexpresszido nem
mutatnak szignifikdns Osszefiiggést a taléléssel a nem-kissejtes tiidérakban. A
munkdm soran célom volt a szomatikus KRAS mutacidokkal Osszefliggod
transzkriptomikus mintazat prognosztikus hatasanak vizsgalata nem-kissejtes
tiidorakban.

Ehhez az elsddleges célom volt egy mutacios és génkifejezddési adatokkal

kombinalt adatbazis l1étrehozasa nem-kissejtes tiidérakban..

Tovabbi célom volt a szomatikus KRAS mutaciokkal és a KRAS génben 1évo

kopiaszam eltérésekkel 0sszefliggd génkifejezodési valtozasok azonositasa,

¢és ezeknek a génexpresszios valtozasoknak a ttléléssel vald Osszefiiggésének a

vizsgalata.

Az NPM1 mutaciok kiemelkedd prognosztikus markerek az akut mieloid
leukémiaban, valamint az optimalis kezelési stratégia kivalasztadsdban is jelentds
szereplik van. Célom volt megvizsgalni, az NPM1 mutéciok génexpressziora €s a
betegek talélésre gyakorolt hatasat akut mieloid leukémiaban.
Az ¢ls6é 1épésben célom az adatbazisépités volt, amely soran kiilonb6zé akut
mieloid leukémias betegcsoportok génkifejezddési, muticids és klinikai adatat
gyljtdttem Ossze.
A masodik célom az volt, hogy az NPM1 szomatikus mutaciokkal osszefiiggd
génkifejez0dés valtozasokat azonositsak, és vizsgaljam a hatasukat a talélésre
kiilonboz6 betegesoportokon.
Végiil, klinikai mintak bevonasaval, in vitro vizsgalat soran, szeretném igazolni a
kivalasztott gének kifejezOdésbeli valtozasait, az NPM1 mutans és vad tipusu

betegek kozott.

3.3. Szamos korabban publikalt mRNS és mikro-RNS alapu prognosztikus biomarker

1étezik maj hepatocellularis karcinoma esetén, azonban ezek prognosztikus hatasa sok

esetben nem egyértelmii. A kutatasom soran tovabbi célom volt, hogy ezeknek az

mRNS és mikro-RNS alaptt biomarkereknek a tuléléssel vald Osszefliggését

vizsgaljam meg a maj hepatocellularis karcindémaban.
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Elsédleges célunk egy irodalmi keresés, ahol 0Osszegylijtjiik a korabban
azonositott mRNS és mikro-RNS biomarkereket hepatocellularis karcinomaban.
Ezt kovetben célunk nyilvanosan elérhet6 mRNS és mikro-RNS szekvenalasi és
microarray génkifejezOdési adatok felhaszndldsaval egy integralt adatbazist
késziteni.

Végiil Cox regresszido soran igazolni a korabban publikalt biomarkerek

génexpresszidjanak a hatasat a hepatocellularis karcinoma talélésére.

3.4. A daganatok kialakulasdban szamos gén jatszik szerepet, ezeket korabbi

tanulmanyok funkcionalis csoportokba, igynevezett daganat jellemzokbe soroltak. A

célom az volt, hogy megvizsgaljam a daganat asszocialt gének prognosztikus hatasat,

kiilonb6z6 tumortipusokban.

34.1.

3.4.2.

3.4.3.

Az elsd 1épésben célom volt a TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbdzisban
elérhetd 0Ossze tumortipus RNS szekvenalasai adatanak 0Osszegyujtése,
adatbazisba integralésa.

A masodik 1épés soran célom volt a daganattényzOkkel Osszefliggd gének
kifejezodése és a tulélés kozotti kapcesolat vizsgalata, valamint meghatarozni a
tuléléssel 0sszefiiggd gének megoszlasat a kiilonb6zo daganattipusok kozott.

A harmadik 1épésben célom volt a f6 daganatjellemzdék altal meghatarozott
transzkriptomikus mintdzatok prognosztikus hatdsanak vizsgalata, kiilonb6zd

daganattipusok kozott.
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4  MODSZEREK
4.1 Mutacios és génexpresszios adatok feldolgozasa

Az adatok feldolgozasat és a statisztikai szamitasokat R v.3.2.3 statisztikali

programkornyezetben végeztem (https://www.r-project.org/). A statisztikai elemzések

soran a szignifikancia kiiszob P < 0,05 volt.
4.1.1 mRNS expresszios adatok

Az mRNS expresszios adatokat két ingyenesen elérhetd adatbazisbdl toltdttem le:
a teljes RNS szekvenalasi adatok a Genomic Data Commons (GDC,

https://portal.gdc.cancer.gov/) adatbazisbol, és azon beliil is a The Cancer Genome Atlas

(TCGA) genomikai egyiittmiikodési programbol szarmaztak. Az mRNS kifejezédési
adatoknak egy masik tipusa, a microarray génexpresszios adatok, a National Center for
Biotechnology  Information  Gene  Expression  Omnibus (NCBI  GEO,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) adatbazisbol voltak elérhetdek.

4.1.1.1 RNS szekvenalas alapu génexpresszios adatok feldolgozasa

A TCGA programb6l szarmazd, Illumina HiSeq 2000 RNS szekvenalasi
modszeren alapuld nyers RNS szekvenalasi (htseq counts) adatokat, a betegekhez tartozo
klinikai adatokkal egyiitt toltottem le. A TCGA program 33 kiilonb6z6 tumortipus RNS
szekvenalasi adatat tartalmazza, azonban csak azon 28 tumortipus adata kertilt let6ltésre
¢és feldolgozasra, amelyek esetében legalabb 100 minta volt elérhetd.

A nyers adatok normalizalasat DESeq algoritmussal végeztem, amely a negativ
binomialis eloszlason alapul (164). Ezen program, a kiilonb6z6 RNS szekvenalasi adatok
normalizalasara alkalmas algoritmussal szemben, képes a megfelelé hamis pozitiv arany
megfeleld szinten tartdsara. Az Ensembl transzkript azonositok és a HUGO gén

azonositok (https://www.genenames.org/) Osszekapcsolasat az ,,AnnotationDbi” R

programcsomag (http://bioconductor.org/packages/AnnotationDbi/) segitségével

végeztem. EQy tovabbi, ugynevezett skaldzd normalizalast is alkalmaztam az adatok
zajmentesitésére, amely soran a gének atlagos expresszids értékét minden mintaban 1000

-re allitottam (165).
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4.1.1.2 Microarray alapu génexpresszios adatok feldolgozasa

A microarray génexpresszios adatokat a nem-kissejtes tiidorak, akut mieloid
leukémia és a maj hepatocellularis karcinoma esetén hasznaltam fel.

A microarray adatok feldolgozasa esetén els6 lépésben elvégeztik a mintik
(génchipek) mindség ellendrzését a ,yaqcaffy” R Bioconductor programcsomag

(http://bioconductor.org/packages/yaqgcaffy/) segitségével. Ezt kovetden, csak azon

mintak kertiltek kivalasztasra, amelyek megfelelnek az egyes mindségi paramétereknek:
a génchip nyers mindségi értéke, oligonukleotid proba hibridizaciok szazalékos aranya, a
BioB-/C-/D-csucsok jelenléte, a GAPDH ¢és béta-aktin 3'-5' aranyok (166). A
génexpresszios adatok normalizalasat MASS algoritmussal végeztiik, amely az ,,affy” R

Bioconductor (http://bioconductor.org/packages/affy/) programcsomag része. A hattérzaj

csokkentésére tovabba egy masodik, mar az RNS szekvenalasi adatok feldolgozasanal
ismertetett ugynevezett skalazo normalizalast is alkalmaztunk (165). Egy génhez tobb
préba is tartozhat, és a legmegbizhatobb proba kivalasztasidra a JetSet adatbazist
alkalmaztuk (167).

A kovetkezdkben, az egyes daganattipusok esetén ismertetem, hogy konkrétan
mely microarray tanulmanyokat valasztottuk ki, és a fentebb emlitett altalanos
adatfeldolgozasi 1épéseken kiviil milyen egyéb specialis modszereket alkalmaztunk.
Fontos kiemelni, hogy mindegyik daganattipus esetén azok a génexpresszios vizsgalatok
keriiltek kivalasztasra, amelyek mind nyers génexpresszios és mind klinikai adatokat is
tartalmaztak.

Az NCBI GEO adatbazisban elérhetd nem-kissejtes tiidoérdk génexpresszids
adatok az Affymetrix HG-U133A 2.0 (GPL571), HG-U133 Plus 2.0 (GPL570) és HG-
U133A (GPL96) microarray modszereken alapulnak. A teljes, klinikai adatokkal is
ellatott adatbazis létrehozasa és a mindségellendrzése, a kutatocsoport egy korabbi
munkaja soran késziilt el (166). A nem-kissejtes tiidorakkal kapcsolatos elemzések soran
fontos volt, hogy a microarray ¢és az RNS szekvendldsi adatok egymaéssal
osszehasonlithatok legyenek. gy, a normalizalasi 1épések elstt, azon gének keriiltek
kivalasztasra (n = 11500 gén), amelyek mind a két modszer soran mértek. Tovabba, a
hattérzaj csokkentése érdekében azon géneket Kiszirtiik, amelyek esetében a betegekben

mért atlagos génexpresszid (a normalizalast kovetéen) 100 alatti volt.
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Az akut mieloid leukémias betegek esetén a GSE6891 (168) és a GSE1159 (169)
vizsgalatok microarray génexpresszios adatait hasznaltam fel. Az elsé tanulméany mintai
az Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 (GPL570), mig a masodik tanulmany mintai az
Affymetrix HG-U133A (GPL96) tipusu microarray eljarasbol szarmaztak. A vizsgalt
génexpresszids tanulmanyok keresése és megtalalasa az NCBI GEO adatbazisban a
kovetkez6 keres6szavakkal tortént: < AML,” <“‘GPL570” és ‘“GPL96”.

A maj hepatocellularis karcinoma microarray adatokat szintén az NCBI GEO
adatbazisbol szarmaztak és a ,,hepatocellular”, ,,carcinoma”, ,,vascular” ¢és ,,invasion”
keresGszavak hasznalataval azonositottuk és toltottiik le a vizsgalatokat. A statisztikai
tesztek elvégzéséhez sziikséges megfeleld mintaszam figyelembevételével csak azon
vizsgalatok génexpresszids adataival foglalkoztunk a tovabbiakban, amelyek legaldbb 50
betegmintat tartalmaztak. Ezek alapjan az els6 vizsgalat a GSE20017 (103), amely
esetében a génexpressziot az lllumina HumanRef-8 WG-DASL v.3.0 micorarray
modszerrel hataroztak meg. Az azonositott masodik vizsgalat a GSE9843 (170), ahol a
mintak génexpresszidjat Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 (GPL570) eljarassal mérték.

4.1.2 Mikro-RNS expressziés adatok

Az mRNS expresszios adatokhoz hasonldan, a mikro-RNS expressziods adatok is
a GDC-TCGA és az NCBI GEO adatbazisokbol szarmaztak. Klinikai adatokkal
0sszekapcsolt mikro-RNS expresszios adatbazist a méj hepatocellularis karcinoma esetén

hoztunk létre.
4.1.2.1 Microarray alapi mikro-RNS expresszios adatok feldolgozasa

A maj hepatocellularis karcindbma esetén a ,hepatocellular”, ,,carcinoma”,
,MiRNA” és ,survival” kulcsszavakat alkalmaztam a mikro-RNS alapt expresszios
vizsgalatok keresésére. Azon vizsgalatokat valasztottam ki — GSE31384 (100),
GSE10694 (171) és GSE6857 (172) —, amelyek legalabb 60 mintat tartalmaztak mikro-
RNS expresszios ¢€s talélési adattal. Egy masik nagyon fontos szempont volt az adatok
kivélasztasanal, hogy az ugyanazon elsddleges tumor mintdhoz tartozzon normal (nem
tumoros) minta expresszids adat, a mintdk mikro-RNS expresszidinak paronkénti
Osszehasonlitds céljabol. Az expresszids adatokat ujranormalizalas nélkiil hasznaltuk fel

tovabbi elemzések céljabol.
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A GSE31384 ¢és a GSE10694-es microarray vizsgalatok soran a mikro-RNS
kifejez6dési adatok normalizalasara kvantilis, mig a GSE6857-es expresszios adatok
esetén median normalizaciot alkalmaztak. Fontos kiemelni, hogy a GSE31384-es mikro-
RNS expresszids vizsgalat esetén a tumoros €s a hozzad tartozé normal mintaparbol
szarmazo jelolt mikro-RNS-eket, ugyanazon microarrayen mérték. Ezen adatok esetén a
mikro-RNS expresszios értékek, a tumoros és a normal szovetbdl szarmazo normalizalt
log aranyt jelentik.

Azonban, nem csak az egyes vizsgalatok és a mintak szintjén sziirtiink, hanem a
mikro-RNS-ek alapjan is. Els6dleges szempont volt a human mikro-RNS-ek kivalasztasa,
az ismétlodé mikro-RNS-ek eltavolitasa, valamint azon mikro-RNS-ek kivalasztasa,
amelyek a mintak legalabb 75%-ban fordulnak eld. Tovabba az egyes, mar érett mikro-
RNS-ek esetében atlagos expressziot szamoltam (példaul az atlagos expresszidjat vettem
a hsa-miR-101-1 és a hsa-miR-101-2 mikro-RNS-eknek). A GSE10694 és a GSE31384-
es vizsgalatok esetében az expresszios értékeket az eredeti logaritmikus skalardl linearis

skalara alakitottam az egységes expresszids skalazas érdekében.
4.1.2.2 RNS szekvenalas alapu mikro-RNS expresszios adatok

Az lllumina HiSeq 2000 eljarason alapulé maj hepatocellularis karcinoma mikro-
RNS expresszios adatok esetében a mar ,reads per million mirna mapped” (RPM)
eljarassal normalizalt mikro-RNS expresszios adatokat hasznaltam fel. Kiszlrésre
keriiltek azon mintak, amelyek esetében nem volt parositott normal minta (n = 1),
valamint ismétlodést mutattak (n = 3). Minden tovabbi adatsziirési 1épés megegyezett a

microarray alapt mikro-RNS expresszids adatok szlirési 1épéseivel.
4.1.3 Szomatikus muticiok azonositisa

A nem-kissejtes tiidorakos betegek tumoros €s a hozza tartozé normal mintajanak
teljes exom szekvenalasi adatait a GDC TCGA adatbazisbol toltottiik le. A szomatikus
mutaciok azonositasara a MuTect algoritmust alkalmaztuk, az alapértelmezett beallitasi
paraméterek mellett (173), (174). Az azonositott variansok koziil csak azokat tartottuk
meg, amelyek legalabb 20-szoros lefedettségliek voltak, és legalabb négy leolvasasban
voltak benne. Referencia szekvenciaként, az emberi GRCh37 (hgl9) verzioju genomot

hasznaltuk. Az azonositott variansok annotalasara a doSNP (verzio: 139) és a COSMIC
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(verzié: 68) adatbazisokat hasznaltuk (175). A variansok funkcionalis annotalasara az

SNPeff (verzio: 3.5) programot hasznaltuk (176).
4.1.4 Keépiaszam eltérések azonositasa

A nem-kissejtes tiidorakos betegek mar feldolgozott kopiaszam eltérési (CNV)
adatat szintén a GDC TCGA adatbazisbol toltottik le. Azokat az eltéréseket vettiik
figyelembe, ahol legalabb 10 proba volt jelen egy pozicioban. Génamplifikacid esetén a
szegmensek atlaga 0,2 feletti, gén delécido esetén pedig -0,2 alatti. A szegmensek
annotalasara a Human Gene Sets GTF annotacios fajlt hasznaltuk fel, amelyet az Ensembl
adatbazisbol (GRCh37) t6ltottiink le.

4.1.5 TCGA programbol elérheté mutaciés adatok

Az akut mieloid leukémia esetén a TCGA program mar azonositott, feldolgozott
mutacidit hasznaltam fel, az Ggynevezett mutation annotated format (MAF) fajlok
formajaban. Mind a MuTect2, a MUSE, a VarScan és a SomaticSniper variansazonosito
algoritmusok eredményét felhasznaltam ¢és integraltam. Az adatok aggregalasara és
vizualizalasara a ,»maftools” R Bioconductor programcsomagot

(http://bioconductor.org/packages/maftools/) alkalmaztam.

4.2 Statisztikai szamitasok
4.2.1 A szomatikus mutaciok és a génkifejezédés kapcsolata

A szomatikus mutaciok génexpressziora gyakorolt hatasat Mann-Whitney teszttel
vizsgaltuk. Az elemzés f6 1épéseit a 3. abra mutatja. Els6 1épésben azon betegeket kell
kivéalasztani, amelyek rendelkeznek mind muticiés, mind pedig RNS szekvenalési
adattal. Ezt kdvetden a kivalasztott gén szomatikus mutacioés statusza alapjan a betegek
RNS szekvenalési adatat két csoportra osztottuk: az egyik betegcsoport hordozta az adott
génmuticiot, a masik betegcsoport pedig nem. Mann-Whitney teszt segitségével
megvizsgaltuk, hogy a muténs és a vad betegcsoport kozott mely gének kifejezodése
mutat szignifikans valtozast. Minden gén esetén meghataroztuk a génexpresszios valtozas

mértékét (fold change) a két betegesoport kozott, a mutans és a vad betegcsoport median
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génkifejezddési értékeinek hanyadosaval. A kapott génlistat a Mann-Whitney teszt P-
értéke (P<0,05), valamint a fold change értékek (0,5>fold change>2) alapjan sziirtem.

Génmutacio

Mutans csoport Vad csoport

Génkifejezodés Génkifejez6dés
Mann-Whitney teszt
\jZOOOO gén

1

Gének sziirése: P és ,fold change”
(mutans / vad génkifejez6dés)

3. abra. A génmutaciok ¢€s a génkifejezddés kozotti dsszefiiggés vizsgalata.

Azonban fontos kiemelni, hogy a munkam soran Mann-Whitney tesztet nemcsak
a szomatikus mutaciok és a génexpresszio kozotti Osszefiiggés vizsgalatara alkalmaztam,
hanem példaul a génkifejez0dés és a vaszkularis invazid kozotti Gsszefiiggést is ezen

statisztikai probaval vizsgalatunk maj hepatocellularis karcinomaban.

4.2.1.1 A KRAS mutaciok és kopiaszam eltérések hatasa a génkifejez6désre nem-

kissejtes tiidorakban

Az elemzés soran a KRAS génben talalhaté kodold szomatikus mutaciokat és
kopiaszam eltéréseket hasznaltuk fel. A Mann-Whitney teszt elvégzését kovetden
kivéalasztottam a legszignifikdnsabb 6t gént, amelyek génexpresszidja Osszefiiggott a
KRAS génben taldlhatd szomatikus mutaciokkal. Az elemzésiink sordn ez az 6t gén

képezte az ugynevezett KRAS mutaciokkal dsszefliggd génexpresszids mintazatot.
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4.2.1.2 Az NPMI1 mutacidk hatasa a génkifejezodésre akut mieloid leukémiiaban

Az NPMI1 gén szomatikus mutaciok és a génexpresszid kozotti kapcsolat
vizsgalata megegyez0 mddon tortént a KRAS szomatikus mutéciokkal. Tovabbi analizis
céljabol azon szignifikans gének keriiltek kivalasztasra, amelyek esetében a mutans és a
vad betegcsoport median génkifejez6dési értékeinek hanyadosa kisebb volt, mint 0,5

vagy nagyobb volt, mint 2.
4.2.2 Mikro-RNS Kkifejezodés normal és tumoros majszovetben

A mikro-RNS kifejez6dés dsszehasonlitasara a parositott nomal és tumoros maj
hepatocellularis  karcindbma betegmintak  kozott, a Limma R Bioconductor
programcsomagot alkalmaztam a model.matrix(), ImFit(), eBays() és a topTable()
parancsok felhasznalasaval (177). Meghataroztam a mikro-RNS expresszios valtozas
mértékét és iranyultsagat minden mikro-RNS esetén a tumoros és a hozzajuk tartozo

normal mintaparok mikro-RNS expresszios értékeinek a hanyadosaként.
4.2.3 Tulélés elemzés

A génkifejezddés és a tulélés kozotti kapesolatot Cox regresszids modellel és
Kaplan-Meier talélés elemzéssel vizsgaltam. Az aranyos tlélési kockazati feltételek
igazolasa elengedhetetlen el6feltétele a Cox regresszid alkalmazasanak, amelyre a

ssurvival” R programcsomagban  (https://CRAN.R-project.org/package=survival)

talalhato coxph() fliggvényt alkalmaztuk. A Cox regresszids elemzéshez szintén a
»survival” R programcsomagot hasznaltuk. Az elemzések soran a hazard ratio (HR), 95
% konfidencia intervallumok (CI) és a log-rank P-értékek keriiltek kiszamitasra. A talélés
elemzésbdl szarmazo P-értekekre false discovery rate (FDR) korrekciot alkalmaztunk 5%
-os FDR kiiszob mellett (178). A munkam soran uni- és multivarians tulélés elemzést is
végeztem, amelyeket a kdvetkezo részben részletesen jellemzek. A tulélés elemzés soran
a Kaplan-Meier plotok  készitésére a ,survplot” R  programcsomagot

(http://www.cbs.dtu.dk/~eklund/survplot/) hasznaltam.
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4.2.3.1 Univarians talélés elemzés

A nem-kissejtes tiidorak esetén a KRAS mutaciokkal Osszefiiggd
transzkriptomikus mintazat és a teljes talélés kapcsolatat vizsgaltam. A transzkriptomikus
mintdzatban szerepld legjobb 6t gén — amelyek kifejezédése a Mann-Whitney teszt soran
a legszignifikdnsabb Osszefiiggést mutatta a KRAS szomatikus mutaciokkal — atlagos
génexpressziojat korrelaltattam a teljes taléléssel. Vagopontként az expresszios értékek
medianjat hasznaltam.

Ma4j hepatocellularis karcinomaban az egyes mikro-RNS-ek expresszios értékei
és a teljes tulélés kozotti Osszefiiggést vizsgaltam. A betegeket a kifejezddési értékiik
alapjan torténd két csoportra bontdsdhoz a median vagdpont helyett a talélés elemzés
szempontjabol a legideélisabb vagoépontot valasztottam ki, amelynek a szdmitasa a
kovetkezd képpen tortént: minden gén esetén meghatdroztam az egyes betegekben mért
expresszios értékek also és fels6 kvartilis értékét. Mivel kis mintaszamu betegcsoporton
végeztem az elemzést, az also kvartilis alatti és a felsé kvartilis feletti értékek
megbizhatatlan eredményekhez vezetnének, igy ezeket az értékeket kihagytam a
vizsgalatbol. Ezt kovetden, a kvartilisek kozott, minden percentilis értéket a talélés
elemzés vagopontjaként haszndltam fel, és az FDR szamitast kovetden a
legszignifikansabb P-értékhez tartozo vagopontot hasznaltam a tulélés elemzés legjobb
vagopontjaként (179).

Akut mieloid leukémiaban az NPM1 szomatikus mutaciokkal 6sszefiiggd gének
expresszidjanak a hatasat vizsgaltam a teljes tulélésre. A tuléléselemzésben a fentebb leirt
legjobb vagopontot hasznaltam. Fontos kiemelni, hogy ebben az esetben — ellentétben a
nem-kissejtes tiidorakban végzett vizsgalatokkal — a tléléselemzést egyenként, minden
génre elvégeztik.

Tovabba, szintén univaridns tulélés elemzéssel vizsgaltuk a maj hepatocelluléris

karcindbma gének expresszidjanak prognosztikus hatasat, median vagopontot hasznalva.
4.2.3.2 Multivarians tilélés elemzés

A nem-kissejtes tidorakban multivarians Cox regresszioval vizsgaltam a talélés
¢s a KRAS génexpresszids mintazat kapcsolatat az életkor, a nem, a dohanyzasi allapot

¢és a tumor stadiumanak fliggvényében.
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Tovabbd, maj hepatocelluldris karcindmara is végeztiink multivarians tulélés
elemzést, ahol az egyes mikro-RNS-ek kifejezddésének, a betegek stadiumanak és

nemének az egylittes hatdsat vizsgaltuk a teljes talélésre.
4.2.4 Daganat jellemzo specifikus génexpresszios mintazat

A daganat asszocialt géneket nyolc f6 csoportra lehet bontani, az alapjan, hogy a
daganatok kialakulasaban milyen szerepet toltenek be (6), (180). A daganat jellemzd
specifikus génexpresszids mintazatnak, az adott daganat jellemzd kialakitdsaban részt

vevO Osszes gén atlagos expressziojat vettilk mind a 28 daganattipus esetén.
4.3 Klinikai mintak feldolgozasa

Az in vitro validaciora hasznalt akut mieloid leukémias klinikai mintak a
Semmelweis Egyetem I.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézetbdl szarmaztak. A
betegmintakkal torténé munkara az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és
Kutatésetikai Bizottsag (ETT TUKEB) — 14383-2/2017/EKU engedélye jogositott fel. A
mintdak NPM1 mutacidés statuszdnak meghatarozdsara Sanger szekvenaldst, a
génkifejez0dés valtozasanak vizsgalatira pedig kvantitativ polimerdz lancreakciot
(QPCR) alkalmaztunk. A periférialis vér és csontvelé mintakbol DNS-t preparaltunk a
High Pure PCR Template kit segitségével (Roche, Basel, Switzerland). A DNS

crer

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
4.3.1 Az NPMI gén Sanger szekvenalasa

Az NPMI gén felsokszorositasat az AmpliTaqGold polimerdz mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) felhasznalasaval végeztiik a PE 2720
GeneAmp PCR késziilék (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével. A
forward (5’-TTCCATACATACTTAAAACCAA-3’) és reverz (5°-
TGGTTCCTTAACCACATTTCTTT-3") iranyultsagu oligonukleotidokat 25 ml-es
végtérfogatban alkalmaztuk. A reakcidelegy 2x AmpliTaqGold polimerazt, 400-400 nM
Az amplifikacié a kovetkezd 1épésekbdl allt: 1) 10 perces denaturacié 95°C-on, 2)

inkubalas 40 cikluson keresztiil 30 masodpercig 95°C-on, 3) inkubalas 60 masodpercig
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56°C-on, 4) inkubalas 60 masodpercig 72°C-on. A PCR termékek tisztitasahoz a
EX0SAP-IT PCR kitet (Affymetrix, Santa Clara, California USA) és a Big Dye
Terminator kitet v3.1 hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). A szekvenalési reakciot az ABI 3500 Genetic Analyzer késziilék (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével végeztuk. A szekvenalasi adatok
kiértékeléséhez a SeqA6 szoftvert (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) hasznaltuk.

4.3.2 RNS izolalas

A periféridlis vér és csontveld mintakat két oran keresztiil homogenizaltuk
hemolizis oldattal, amely a kdvetkezoket tartalmazta: 0,15 M NH4Cl, 10 M NH4HCO3
¢s 0,1 M pH=4 EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A hemolizist kdvetéen a
mintakat 10 percig 1800 fordulaton (RPM) centrifugaltuk, majd 1x foszfat pufferrel
mostuk (PBS, Lonza, Basel, Switzerland). A teljes RNS-t a sejtekbdl TRIzol reagens
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) hozzaadasaval nyertiik ki. Az RNS

crer

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
4.3.3 Kvantitativ polimeraz lancreakcio

A kvantitativ polimeraz lancreakcidé (qQPCR) reakciohoz minden mintabol 1 pg
teljes RNS-t irtunk at cDNS-sé 25 pl-es végtérfogatban a High-Capacity cDNA Reverse
Transcription reagens kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
segitségével. A qPCR reakciot a CFX96 Real-Time PCR késziilékkel (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA) és a SensiFAST SYBR No-ROX reagens kit
(Bioline Reagents, London, UK) felhasznalasaval végeztiik.

Az oligonukelotidokat exon-exon hatarokra terveztik lefedve az Osszes
transzkript valtozatot az adott génre nézve (1. tablazat). Tovabba, minden oligonukleotid
esetén az olvadaspont (Tm) értéke 60°C volt. A GAPDH ¢s a TBP géneket hasznaltuk

referencia génként.
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1. tablazat. A tervezett oligonukleotid szekvenciak a kvantitativ PCR reakcidhoz.

Mutacioé Gén ch;ozil:ilféotid Oligonukleotid szekvencia EI;;SZSIZS;Z?%

IDH1 RASGRP3 NM_015376.2 F: 5-CAAGCCAACCTTCTGCGAAC-3' 83
R: 5-TGGCTCCACAGTCTTTGCAT-3'

IDH2 NPDC1 NM_015392.3 F: 5-GACTACGCCACTGCGAAGG-3' 139
R: 5-CTTTATGCCGCTCCAGGCAC-3

NPM1 HOXAS5 NM_019102.3 F: 5-AGCTGCACATAAGTCATGACAACA-3 136
R: 5-TCAATCCTCCTTCTGCGGGT-3'

NPM1 HOXB5 NM_002147.3 F: 5-AACTCCTTCTCGGGGCGTTAT-3' 138
R: 5-CATCCCATTGTAATTGTAGCCGT-3'

NPM1 HOXA10 NM_018951.3 F: 5-GAGAGCAGCAAAGCCTCGC-3' 127
R: 5-CCAGTGTCTGGTGCTTCGTG-3'

NPM1 ITM2A NM_001171581.1 F: 5-TGTTGCTGGGGAACTGCTAT-3' 102
R: 5-GATATCTGCCACTCGCCAGTTT-3'

NPM1 MEIS1 NM_002398.2 F. 5-CACGGGACTCACCATCCTTC-3 99
R: 5-TGACTTACTGCTCGGTTGGAC-3'

NPM1 PBX3 NM_006195.5 F: 5-CACACCTCAGCAACCCCTAC-3 90
R: 5-ACCAATTGGATACCTGTGACACT-3

- GAPDH NM_002046.6 F: 5-AAATCAAGTGGGGCGATGCT-3' 86
R: 5-CAAATGAGCCCCAGCCTTCT-3'
- TBP NM_003194.4 F: 5-GCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3 127

R:

5'-TCACAGCTCCCCACCATGT-3'

A reakcidt 20 pl-es végtérfogatban végeztiik, amely tartalmazott 1 pl cDNS-t és

125 nM oligonukleotidot. A kezdeti denaturacios szakaszt (2 perc — 95°C) egy 40 cikluson

keresztiil tartd haromlépéses folyamat kovetett: 1) inkubacio 15 masodpercig 95°C-on, 2)

inkubacié 15 masodpercig 60°C-on, 3) inkubacié 30 masodpercig 72°C-on. Minden

reakcidt harom szoros ismétlésben végeztiink és minden génre meghataroztuk az 4ttorési

ciklusszam értékeket (Ct). A génexpresszids valtozds meghatirozasara a ACt modszert

alkalmaztuk és a meghataroztuk a 202 értékeket. Az adatok elemzését a WinSTAT

program (http://www.winstat.com/) segitségével végeztiik.
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5 EREDMENYEK

5.1 KRAS mutacio fiiggé génexpresszios valtozasok vizsgalata nem-kissejtes

tildérakban
5.1.1 A nem-kissejtes tiidorak adatbazis felépitése

A nem-kissejtes tiidérak adatok a TCGA és az NCBI GEO adatbazisbol
szarmaznak. A TCGA program, 0&sszesen 1026 nem-kissejtes tliidorakos adatat
tartalmazza. Teljes exom szekvenalasi adat és kopiaszam valtozasi adat 692, valamint
RNS szekvenalasi adat 1017 beteghez volt elérhetd. Az elemzés soran azokat a betegeket
valogattam ki, amelyek mind a harom adattipussal rendelkeznek, igy a teljes mintaszam

555 beteg volt (4. abra A).

A. B.
TCGA adatbazis NCBI GEO adatbazis
n =1026 NSCLC beteg n = 2347 NSCLC beteg
| 1
! ' !
Exom szekvenalasi adat Kopiaszam eltérési (CNV) adat RNS szekvenalasi adat Microarray génexpresszios adat
n = 692 beteg n = 692 beteg n = 1017 beteg n = 2347 beteg
Mutéacié azonositas Szegment azonositas Normalizalas Normalizélas
(MuTect) (Ensembl) (DESeq) (MASS5)
| | |
!
Mutaciés és RNS szekvenalasi Teljes tulélési adattal rendelkezé betegek
adattal rendelkezd betegek n = 555 n = 2002

4. abra. A nem-kissejtes adatbazis felépitése. A TCGA adatbazisbol (A) a teljes exom,
az RNS szekvenalasi és a kopiaszam eltérési adatok, mig az NCBI GEO adatbazisbol

(B) a microarray génexpresszios adatok szarmaznak.

A TCGA Kklinikai és teljes talélési adatok Osszesen 967 beteghez voltak
elérhet6ek, ahol a median teljes talélési id6 8,68 honap volt. Megvizsgaltam az
Osszefliggést az egyes klinikopatologiai paraméterek — tumor méret (P = 0,0001),
nyirokcsomo statusza (P = 2,03E-06) és metasztazis statusza (P= 0,03) — és a tulélés
kozott, ahol mindegyik esetben szignifikans dsszefliggeést kaptam.

Az NCBI GEO adatbazis 2347 nem-kissejtes tiidérakos beteg microarray

génexpresszios adatét tartalmazta. Osszesen 2002 beteghez tartozott teljes tilélési adat,
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ahol a median talélési id6 41,6 honap volt (4. abra B). A tGlélés elemzés soran
szignifikdns Osszefliggést kaptunk a teljes tlélés és a tumor mérete (P < 1E-16),
nyirokcsomo statusza (P < 1E-16), metasztatizalo képessége (P = 0,003) kozott.
Lathato, hogy a microarray génexpresszids adatokhoz tartozé talélési adat duplaja
az RNS szekvenalashoz tartozé talélési adatoknak. Ezért a talélés elemzések soran a
megbizhatobb eredmények érdekében a nagyobb mintaszammal rendelkezé microarray

génexpresszids adatokat hasznaltam fel.
5.1.2 A KRAS mutaciok

A vizsgalatok elsd részében irodalmi keresést végeztem az NCBI PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) adatbazisban, ahol a célom az volt, hogy

azonositsam azokat a kozleményeket, amelyek vizsgiltdk a KRAS mutaciok

prognosztikus hatasat. Az irodalmi keresés menetét az 5. abra mutatja.

| ,Lung cancer” (n = 264553) | [ KRAS mutation” (n = 5904) |
I [

| ,Lung cancer” + KRAS mutation” (n = 1403)|

——— nem angol nyelvi (n = 53)
——— nem emberi szervezettel kapcsolatos (n = 290)
——= 2011 elétti (n = 319)

A
| KRAS génnel kapcsolatos cikkek n =741 |

— a KRAS gént nem szekvenaltak (n = 520)

| KRAS gént szekvenaltak n = 221 |

—— KRAS gént érint6 valtozasok hatasanak vizsgalata (n = 83)

+ :
KRAS gén valtozasok KRAS gén valtozasok korrelaciéja kliniko- KRAS gén valtozasok
prognosztikusak patologiai paraméterekkel nem prognosztikusak
n=38 n=76 n=24

5. abra. KRAS mutaciok prognosztikus hatdsanak vizsgalata irodalmi keresésé alapjan.

Az NCBI PubMed adatbazisban a ,lung cancer” és a ,, KRAS mutation”
keresOkifejezések alkalmazasaval Gsszesen 1403 kozleményt azonositottam, amelyben
leirtdk a KRAS mutéaciok prognosztikus szerepét. A keresést 2016. janudr 31.-én
végeztem, amely soran elsésorban a 2011 és 2016 kozott megjelent, angol nyelvii és

human mintakat felhasznal6 kozleményekre szlrtiink.

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

DOI:10.14753/SE.2021.2478

Osszesen 221 tanulmany volt, amelyben a KRAS gént szekvenaltak és 138
esetében korrelaltattdk a KRAS mutéaciokat talélés végkimenetellel vagy egyéb
klinikopatologiai paraméterekkel.  Ebbdl, 38 kozleményben a KRAS mutaciok
prognosztikusak voltak, és 76 cikk esetén a KRAS mutaciok Osszefiiggtek a paciens
dohanyzasi statuszaval, a kezelésre adott valaszaval, valamint a tumor méretével.
Tovabba, a tanulmanyok 17%-ban nem volt a KRAS mutacidknak prognosztikus hatasa.
A 2. tablazat alapjan lathato, hogy az egyes tanulmanyok nem irjak le pontosan, hogy
melyik nem-kissejtes tiidérak altipust vizsgaltak, illetve voltak olyanok is, ahol a

vizsgalat tobb altipusra is kiterjedt.
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2. tablazat. Korabbi tanulmanyok, amelyek a KRAS mutéciok hatasat vizsgaltak kiilonbozo tipust tiidédaganatban.

Osszes

NSCLC altipus

tanulmany nem ismert AC SCC LceC LCN SC ASCC
[0) [0) [0) 0, 0, 0,
n (%) n (%) n (%o) n@) n(%) n(%) n((%) n (%)
A KRAS mutiaciok befolyasoltak a
38 (28%) 17 (12%) 17 (12%) 2 (1%) 2 (1%) - - -
tulélést
A KRAS mutaciok egyéb klinikai-
76 (55%) 27 (20%) 37(27%) 4(3%) 3(2%) 2(1%) 1(1%) 2 (1%)
patologiai paraméterrel fiiggtek ossze
A KRAS mutacioknak nincsen
24 (17%) 13 (9%) 9 (7%) 1(1%) 1(1%) - 1(1%) 1(1%)

szignifikans hatasuk

NSCLC — Non-small cell lung cancer: Nem-kissejtes tiidérak, AC — Adenocarcinoma: Tiidé adenokarcinoma, SCC — Squamous cell

carcinoma: Tidé laphamsejtes karcinoma, LCC — Large cell carcinoma: Nagy sejtes karcinoma, LCN — Large cell neuroendocrine

carcinoma: Nagy sejtes neuroendokrin karcinoma, SC — Sarcomatoid carcinoma: Szarkomatoid karcinoma, ASCC — Adenosquamous

carcinoma: Kevertsejtes karcinoma
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Az irodalmi keresést kovetben megvizsgaltam, hogy a KRAS szomatikus
mutaciok kozvetleniil befolyasoljak-e a betegek tulélését. Ehhez a TCGA adatbazis teljes
exom szekvenalasbol azonositott szomatikus mutacidkat és a hozzajuk tartozé talélési
adatokat hasznaltam fel. Osszesen 61 nem-kissejtes tiidorakos beteg hordozott
szomatikus KRAS mutacidt, ebbdl 60 beteg adenocarcinoma és mindossze egy beteg a
laphamsejtes karcinéma altipusba sorolhato. Az eredmények alapjan nem tapasztaltunk
szignifikans Osszefiiggést a KRAS mutaciok és a teljes talélés kozott 6. abra. Az Gsszes

tovabbi vizsgalatokat, az adenokarcindma altipuson beliil fogom bemutatni.

KRAS mutaciok

1
2 HR = 1,02 (0,5-1,9)
2 0.8 P =095
£ = 351
N 0.6 - :
-0
© |
z 0.4 - KRAS mutans
% 0.2 - - KRAS vad
= 0

0 50 100 150 200 250
Teljes tulélés (hénap)

6. abra. A KRAS szomatikus mutaciok és a teljes tulélés osszefiiggése nem-kissejtes
tiidérakban.

A KRAS mutacidk mellett a KRAS kifejez0dés hatasat is megvizsgaltuk a teljes
tilélésre a microarray adatok felhasznalasaval 7. abra. A Kaplan-Meier abran lathato,
hogy KRAS génkifejezddés és a teljes tulélés kozott nem azonositottam szignifikans
Osszefliggést. A micorarray adatok mellett, az RNS szekvenalasi adatok felhasznalasa
mellett 1s megvizsgaltam a kapcsolatot a KRAS kifejez0dés és a teljes tulélés kozott,

azonban ebben az esetben sem kaptam szignifikans sszefiiggést (HR = 1,3; P = 0,17).
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KRAS kifejezodés

- ! HR = 1,1 (0,9-1,4)
% 0.8 P=043

2 n =720

E 0.6

T 04

D

2 0.2 1 - Magas kifejez6dés

E 0 - Alacsony kifejez6dés

0 50 100 150 200 25
Teljes talélés (hénap)

7. abra. A KRAS expresszié hatasa a teljes talélésre a microarray adatok

alapjan nem-kissejtes tiidérakban.

5.1.3 A KRAS mutaciokkal osszefiiggo transzkriptomikus valtozasok

A vizsgélat soran a célom az volt, hogy az RNS szekvenalasi adatok alapjan olyan
génexpresszios valtozasokat azonositsak, amelyek Osszefliiggést mutatnak a KRAS
génben talalhat6é szomatikus mutaciokkal. Majd a legszignifikansabb 6t gént kivalasztva,
a microarray génexpresszids adatok felhasznalasaval, vizsgilom az Osszefliggést a
génexpresszio €s a teljes talélés kozott.

Elsd 1épésben ellendriztem, hogy milyen tipusit KRAS mutaciok talalhatdak a
betegekben. Elmondhat6é, hogy a mutaciok mind a 60 KRAS mutins tiido
adenokarcinomas beteg esetén a gén kodold részét érintették, tovabba volt hét olyan
beteg, akik nem kodolo KRAS mutaciét is hordoztak.

Mann-Whitney teszt segitségével 6sszehasonlitottuk a 11500 gén kifejezddését a
KRAS mutéans és vad tipusu tiidé adenokarcinémas betegcsoportok kozott, az RNS
szekvenalasi adatok felhaszndldsaval. Azonositottam az 6t legszignifikansabb gént —
FOXREDZ2, PEX3, KRAS, TOP1 és ABL2 —, amelyek kifejezddése korrelalt a KRAS

génben talalhatd szomatikus mutaciokkal 3. tablazat.
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3. tablazat. A KRAS szomatikus mutaciokkal 6sszefiiggd legszignifikansabb 6t gén.

Génkifejezodés ] ]
.  Ath iranyultsaga Atlag Atlag
Gének P-értckek (atlagos mutans / (mutans csoport) (vad csoport)
vad kifejezddés)

FOXRED?2 1,14E-06 0,62 944 1530
KRAS 6,31E-06 1,29 4472 3462
TOP1 7,06E-06 1,29 10272 7979
PEX3 1,51E-05 0,77 499 647
ABL?2 1,81E-05 1,22 2534 2077

Ezt kovetden kiszamoltam a KRAS szomatikus muticiokkal Osszefliggd
transzkriptomikus mintazatot, ahol az 6t gén atlagos kifejez6dését vettem a micorarray
génchip adatok alapjan. A tulélés elemzés soran, a median vagopont hasznalataval
szignifikans Osszefliggést azonositottam a transzkriptomikus mintazat és a teljes talélés
kozott (HR = 2,4; 95% CI = 1,9-3,2; P = 1,24E-12) (8. dbra A). Fontos kiemelni, hogy
a Cox regresszids elemzést nemcsak a median vagopont hasznalataval végeztem el. A
génexpresszios értekek also €s felsd kvartilis értékei kdzott, minden percentilis értéket a
taléléselemzés egy vagopontjanak feleltettem meg €s elmondhato, hogy minden vagoépont
esetén szignifikans 0sszefliggést tapasztaltam a génexpresszio és a teljes tulélés kozott. A

legszignifikansabb P-értékhez tartozo vagopontot a piros pont jeloli (8. dbra B).
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A. B
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8. abra. A KRAS mutaciok transzkriptomikus mintazatanak hatasa a ttlélésre (A) és a

kiilonb6z6 génexpressziods vagopontok alkalmazasaval mutatott porgnosztikus ereje

(B).

Multivarians talélés elemzés soran megvizsgaltam, hogy a KRAS szomatikus
mutaciokkal Gsszefiiggd transzkriptomikus mintdzat a betegek életkoraval, nemével,
dohanyzasi anamnézisével €s a tumor stddiumdval egyiitt, hogyan befolyasolja a teljes
tulélést. A vizsgalat soran csak a KRAS transzkriptomikus mintazat (P = 0,01), az életkor
(P =0,01) és a tumor stadium (P = 5E-07) tényezdk bizonyultak szignifikansnak.

Az elemzés tovabbi részében megvizsgaltam, hogy a mésodik valamint a
harmadik leszignifikansabb 6t gén altal képzett KRAS transzkriptomikus mintazatnak
milyen hatasa van a teljes talélésre. Az eredmények azt mutatjak, hogy mind a masodik
(HR =1,9; 95% CI = 1,5-2,5; P = 4,7E-08) és harmadik (HR =2,5; 95% Cl =1,9-3,2; P
= 4,4E-14) legjobb 6t gén esetén, a transzkriptomikus mintazatnak erds prognosztikus

hatéasa van (9. dbra).
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A. B
KRAS mutaciés mintazat KRAS mutaciés mintazat
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9. abra. A masodik (A) és a harmadik (B) legszignifikansabb KRAS szomatikus

mutéaciokkal dsszefiiggd 6t gén hatésa a tilélésre.

5.1.4 A KRAS amplifikacioval és delécioval dsszefiiggé génexpressziés mintazat

hatasa a tulélésre

A munkam soran a KRAS szomatikus mutaciok mellett, a KRAS génben talalhaté
amplifikaciokkal és deléciokkal Osszefliggd transzkriptomikus mintdzat prognosztikus
hatasat is vizsgaltam tiid6 adenokarcindmaban.

A KRAS amplifikaciot 30, mig a KRAS deléciot 12 tiid6 adenokarcindmas beteg
hordozta. Vizsgalatom soran a KRAS amplifikaciokkal osszefliggd transzkriptomikus
mintdzat nem mutatott szignifikans 6sszefliggést a teljes ttléléssel (HR =0,91; 95% CI =

0,7-1,2; P = 0,45) (10. bra A).
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A.
KRAS amplifikaciés mintazat
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10. abra. A KRAS amplifikacioval (A) és delécioval (B) 0sszefiiggd génexpresszios

mintazat hatasa a talélésre.

Ezzel szemben a KRAS deléciokkal asszocialt expresszids mintazat szignifikans

Osszefliggést mutatott a teljes tuléléssel (HR = 2,3; 95% Cl =1,8-2,9; P = 1,8E-11) (10.

abra B). A KRAS amplifikaciokkal és deléciokkal 6sszefiiggd kifejezodést mutatd gének

a 4. tablazatban lathatdak.
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4, tablazat. A KRAS amplifikacioval (A) és delécioval (B) 0Osszefiiggd

expressziokiilonbséget mutato legszignifikansabb 6t gén.

A.
Génkifejezodés ] ]
. ox iranyultsaga Atlag Atlag
Genek P-értekek (atlagos mutans / (mutans csoport) (vad csoport)
vad Kkifejezodés)
KRAS 1,55E-09 1,94 6553 3379
ETNK1 5,29E-06 1,57 5865 3740
FAMG60A 8,00E-06 1,77 7491 4243
TMEM1858 | 8:33E-06 1,29 1623 1258
CLEC11A 1,73E-05 0,55 298 544
B.
Génkifejezodés ] ]
. Y iranyultsaga Atlag Atlag
Genek P-értékek (atlagos mutans/  (mutans csoport) (vad csoport)
vad Kifejezodés)
HSDL 2 5,91E-05 1,64 3923 2398
GAK 1,06E-04 0,63 3132 4982
YARS2 1,44E-04 0,61 517 846
MCOLN1 1,50E-04 0,63 733 1155
CMAS 1,65E-04 0,59 1095 1862

Tovéabba, a KRAS deléciokkal 6sszefliggd transzkriptomikus mintazat esetén is
végeztem multivarians tulélés elemzést, azonban ebben az esetben csak az életkor (P =
0,01) és a tumor stadiuma (P = 3E-07) valtozok mutattak szignifikans Osszefliggést a

teljes taléléssel.
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5.2 Az NPM1 mutaciok transzkriptomikus lenyomata és validalasa akut mieloid

leukémiaban
5.2.1 Akut mieloid leukémia adatbazis

Az akut mieloid leukémia adatbazis négy, egymastol fliggetlen génexpresszios, mutacios

és klinikai adatokkal rendelkez6 vizsgalati betegcsoporton alapszik (11. dbra).

ﬂ I. Mintacsoport GSE6891 \

" Génkifejezédésiadat
n=536
_ Mutaciés
& adat )

Mutacio ~ Génkifejezodés

\ Wilcoxon-teszt Cox regresszio /

II. Mintacsoport /| Validacié

TCGA & GSE1159 Semmelweis mintacsoport
Mutacio + Génkifejezddeés Mutacio + Génkifejezodés
Mintaszam n = 363 Mintaszam n = 169

£
Wilcoxon- Cox Wilcoxon- Cox
teszt regresszio teszt regresszid

11. abra. Az akut mieloid leukémia adatbazis felépitése.
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5. tablazat. Az adatbazis klinikai-patologiai jellemzoi.

GSE6859 TCGA GSE1159 Semmelweis
mintacsoport
Osszes minta (n) 536 200 293 169
Mutacios és génkifejezodési adattal
460 116 247 169
rendelkezo mintak (n)
Eletkor tartomany (median) 15-60 (43) 18-89 (58) 15-60 (42) 0-85 (59)
Nem (né/férfi) 230/230 91/109 128/119 84/85
Median tulélési id6 (honap) 18,7 12 17 6,92
Kariotipus
) _ _ 97/261/92/86 - 60/136/48/49 12/97/25/35
(jé/intermedier/rossz/ismeretlen)
FAB altipus
16/95/105/24/84/104/6 - 6/55/54/17/43/62/3 -

(M0O/M1/M2/M3/M4/M5/M6)
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Az els6é vizsgalati csoport a GSE6891-es betegcsoport (168) volt, amely 536
betegmintat tartalmazott. A vizsgalat soran ezt a betegcsoportot elsddleges vizsgalati
halmazként, tugynevezett tanuldhalmazként hasznaltam fel. Minden betegminta
rendelkezett microarray génexpresszios adattal, amelyb6l 460 paciens esetében ismert
volt az NPM1 gén szomatikus mutacios statusza. A klinikai adatok tekintetében 536 beteg
Tovabbi Klinikai-patologiai paraméterek koziil ismert volt a betegek neme, életkora,
kariotipusa, valamint az French-American-British (FAB) osztalyozason alapuld altipus
besorolasa (181) (5. tablazat és a 12. abra). A betegek korében az NPMI1 volt a
leggyakrabban mutalt gén, csaknem a betegek 30%-a hordozta ezen gén mutacioit (12.
abra).

A TCGA program adatai képezték a masodik vizsgalati csoportot, vagy
ugynevezett tanulohalmazt, amely 200 akut mieloid leukémias beteg RNS szekvenalasi
adatat tartalmazta (5. tablazat). A 200 betegb6l, mintegy 116 rendelkezett szomatikus
mutacios adattal is. Azonban teljes talélési adat, az RNS szekvenalasi és mutacios adattal
is rendelkez6 betegek kevesebb, mint a feléhez tartozott, igy nem végeztem talélés
elemzést ezen adatok felhasznalasaval. A betegek 17%-a hordozott NPM1 szomatikus
mutaciot, amelyek donté tobbsége tigynevezett kereteltolodasi (frame shift) inszercio
volt.

A harmadik vizsgalati csoportot a GSE1159 tanulmany (169) képezte, amely 293
akut mieloid leukémias beteg microarray génexpresszios adatat tartalmazta (5. tablazat).
A teljes tlélési adat 260 beteg esetén volt elérhetd, valamint 247 paciens rendelkezett
génexpresszidos ¢s NPM1 gén mutacios statusszal, ebbdl 77 beteg az NPM1 mutaciéra

pozitiv volt.
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12. abra. A GSE6891-es betegcsoport klinikai adatainak abrazolasa.
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Az utols6 mintacsoport, a Semmelweis mintacsoport volt, amelyet az
elemzésiinkben validaciés célra hasznaltam fel. Osszesen 169 akut mieloid leukémiss
minta allt rendelkezésiinkre, ahol a Sanger szekvenalas soran az NPM1 gén a betegek
25%-ban tartalmazott mutaciot. Szintén a betegek 25%-a hordozott FLT3 mutaciot, 14%-
a IDH2 mutaciot és csaknem 5%-a hordozott IDH1 mutaciét. A mintdk 52,6%-a
csontveldi, 47,4%-a periférialis vérbol szarmazott. Minden minta rendelkezett teljes
tulélési adattal és a median talélési id6 6,92 honap volt. Tovabbi klinikai-patologia adatok
koziil kiemelném, hogy a betegek kariotipusa esetén a citogenetikai kockazat hasonloan
a GSE6891-es betegcsoporthoz nagyrészt intermedier volt. A betegek dontd tobbségét a
60 és 70 év kozotti korosztaly képviselte (13. abra).
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13. abra. A Semmelweis mintacsoport jellemzése.
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5.2.2 Az NPMI1 mutaciokkal osszefiiggé gének

Az elsé vizsgalati csoporton (GSE6891) végzett Mann-Whitney elemzés soran 85
gént azonositottam, amelyek expresszidja kiilonbozott az NPM1 mutans és vad tipusu
betegek kozott (P < 0,05 és 0,5 > FC > 2). Ezen gének kifejez6dése koziil 57 gén feliil,
mig 28 gén alul szabalyozodott (6. tablazat A). Ezt kovetden, Cox regresszios elemzés
soran 47 gén expresszidja mutatott szignifikans 0sszefiiggést a teljes tuléléssel 10%-0s

FDR hibahatar alatt (6. tablazat B).

6. tablazat. Az NPM1 mutans és vad tipust betegcsoport kozott eltérd kifejezddést

mutato gének (A) és hatasuk a teljes talélésre (B).

A.

Gének Mutins — Vad = po o p g ITM2C 834,5 2579 0,32 2,45E-27
median median

HOXB3 598,5 189 3,17 5/12E-45 CD200 775 6645 012  3,38E-27
HOXAS 2799 100 27,99 1,87E-44 H2AFY2 588,5 2355 25  141E-25
HOXB2 2282 2205 10,35 2,85E-43 CCND2 22665 48025 047 254E-24
HOXB6 1017 835 1218 4,55E-43 GYPC 8035 24405 033 568E-23
HOXA10 2952 6835 4,32 2,22E-39  RASGRP3 | 10225 2785 367  2,54E-22
PBX3 35445 654 542  545E-39 JUP 702 1944 036  6,90E-22
MEIS1 22645 431 525 112E-38  PRKAR2B 2554 8715 293 588E-21
HOXB5 840,5 3215 261 1,35E-38  TSPAN13 3435 11575 03  159E-20
PDGFD 665,5 2275 293  2,30E-33 MAN1A1 17465 35525 049  2,11E-20
smca 4415 20435 2,16  2,75E-32 ITM2A 9775 2989 0,33  3,81E-20
COL4A5 13425 1005 1336 1,00E-31 H1FO 562,5 2117 027  1,45E-18
DMXL2 43715 1398 313  3,00E-31 C3AR1 1880 8315 226 2,43E-18
PLA2G4A 5935 2625 226  6,11E-29 BAHCC1 1864 770 242 2,77E-18
CD34 257,5 1854 0,14  7,04E-29 LPARG 318 964 033 3,72E-18
APP 49 839 006 3,44E-28 IFITM1 1370 29745 046  4,47E-18
BAALC 785 611 013  3,49E-28 SEL1L3 16685 7665 218  2,28E-17
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LGALS3BP 2999,5 794 3,78  347E-17 PF4 5145 197 2,61 1,17E-08
MEST 986 3028 0,33  3,88E-17 PROM1 320 16995 0,19 1,96E-08
HIST2H2BE 3068 1500 2,056  5,65E-16 LILRB2 976 382,5 2,55  2,19E-08
CPVL 1442,5 553,5 2,61 1,03E-15 CYTL1 342,5 751,5 0,46  3,27E-08
SLC38A1 818,5 18785 0,44  2,49E-15 NPR3 479,5 1440 0,33  3,50E-08
EGFL7 276,5 728 0,38  3,33E-15 SERPINAL 4521 19405 2,33  8,33E-08
PRKD3 331 805 0,41  6,67E-15 HK3 1125 432,5 2,6 3,45E-07
VNN1 1144 261 4,38 9,17E-15 TMEM176B 744 263 2,83  4,79E-07
TLR4 1193 524 2,28  3,39E-14 SLC4Al 470 1161,5 04 6,02E-07
CTSG 3670 948,5 3,87 1,66E-13 HBB 6031 19089 0,32 1,43E-06
JAG1 1095,5 480,5 2,28  2,63E-13 VCAN 2036 4915 4,14  1,81E-06

TNFAIP2 2286,5 1114 2,06  5/73E-13 TMEM176A 619,5 302,5 2,05 3,33E-06

CD36 2778 1155 2,41  274E-12 BASP1 2885 1120 2,58  3,68E-06
CCNA1 1382,5 476,5 2,9 7,85E-12 MPO 6784,5 15838 0,43  4,05E-06
TARP 4965,5 23175 2,14 1,03E-11 CPA3 34235 12555 2,73  1,83E-05
PPBP 1487,5 332 4,48 1,08E-11 MYCN 839 390,5 2,15  2,42E-05
EREG 13915 255 546  1,39E-11 MYOF 736,5 303,5 243  3,17E-05
EMP1 433 1063 041 2,96E-11 IFI130 4928 1872,5 2,63  3,24E-05
SPINK2 2270 589,5 3,85  3,75E-11 CAl 764,5 1800 042 2,42E-04
CX3CR1 2901,5 893 3,25 5,75E-11 FCN1 2595,5 869 2,99  4,39E-04
MARCKS 1786,5 635,5 2,81  9,32E-11 FGL2 2020 893 2,26 7,20E-04
TREM1 1000,5 447 2,24 119E-10 FPR1 1097 478,5 2,29  9,26E-04
BCL2A1 993 446 2,23 1,35E-09 C5AR1 1231,5 609 2,02  1,48E-03
WASF1 452 911,5 0,5 2,60E-09 ELANE 2086,5 4984 042 2,26E-03
PTX3 766 368,5 2,08  2,63E-09 CD14 1211 359 3,37  5,38E-03
MAFB 1597,5 385,5 4,14  6,14E-09 S100A12 765 358 2,14  2,23E-02
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B.
Gének HR P-érték g-érték PBX3 0,69 4,76E-03 1,50E-02
MPO 2,17 2,85E-07 2,42E-05 BAALC 0,69 7,04E-03 2,14E-02
HOXAS5 0,55 1,15E-05 4,41E-04 IFI30 0,68 7,80E-03 2,24E-02
HOXA10 0,54 1,56E-05 4,41E-04 CPVL 0,71 8,09E-03 2,24E-02
CD34 0,55 2,78E-05 5,71E-04 VNN1 0,69 8,18E-03 2,24E-02
TARP 0,61 3,36E-05 5,71E-04 CD14 0,71 8,83E-03 2,34E-02
SPINK2 0,63 6,59E-05 9,34E-04 HOXB5 0,73 9,86E-03 2,54E-02
MYOF 0,62 2,27E-04 2,76E-03 LGALS3BP 0,72 1,13E-02 2,81E-02
MEIS1 0,59 3,12E-04 3,31E-03 TNFAIP2 0,72 1,21E-02 2,88E-02
SEL1L3 0,61 3,63E-04 3,43E-03 SLC38A1 0,74 1,22E-02 2,88E-02
PRKAR2B 0,66 5,22E-04 4,44E-03 CD200 0,73 1,38E-02 3,16E-02
H2AFY2 0,67 8,56E-04 6,62E-03 GYPC 1,34 1,41E-02 3,16E-02
PRKD3 0,66 1,10E-03 7,81E-03 MYCN 0,73 1,48E-02 3,23E-02
PPBP 0,68 1,35E-03 8,85E-03 COL4A5 0,75 1,54E-02 3,27E-02
MEST 1,53 2,10E-03 1,25E-02 HOXB6 0,76 1,75E-02 3,59E-02
PF4 0,68 2,21E-03 1,25E-02 FPR1 0,72 1,77E-02 3,59E-02
SMC4 0,7 2,75E-03 1,25E-02 RASGRP3 0,76 1,90E-02 3,75E-02
PLA2G4A 0,7 2,81E-03 1,25E-02 EREG 0,76 2,12E-02 4,10E-02
ELANE 1,54 2,91E-03 1,25E-02 MAFB 0,73 2,22E-02 4,19E-02
BASP1 0,66 2,94E-03 1,25E-02 EMP1 0,73 2,61E-02 4,83E-02
MARCKS 0,69 3,31E-03 1,25E-02 HOXB3 0,77 2,71E-02 4,90E-02
LILRB2 0,66 3,34E-03 1,25E-02 CTSG 0,76 3,22E-02 5,71E-02
H1FO0 0,68 3,36E-03 1,25E-02 CYTL1 1,35 3,33E-02 5,78E-02
JUP 1,5 3,38E-03 1,25E-02 HOXB2 0,77 4,19E-02 7,02E-02
TSPAN13 0,69 3,83E-03 1,36E-02 EGFL7 0,76 4,21E-02 7,02E-02
FCN1 0,71 4,58E-03 1,50E-02 IFITM1 0,77 4,36E-02 7,09E-02
ITM2A 1,46 4,65E-03 1,50E-02 MAN1A1 1,28 4,42E-02 7,09E-02
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A masodik (TCGA) ¢és a harmadik (GSE1159) tanulohalmaz adatait felhasznalva
a korabban azonositott 85 génbdl 49 gén esetén azonositottam szignifikdns

génexpresszios eltérést az NPM1 mutans és a vad betegcsoport kozott (7. tablazat).

7. tablazat. Az NPMI1 mutans és vad betegcsoport kozott eltérd kifejezddést mutatd

gének a TCGA és a GSE1159 betegcsoport adatai alapjan.

TCGA GSE1159
Gének | Mutdns - Vad - po o p g | Mutins o Vad FC  P-érték
median median median median

BAALC 415 1010 0,04  4,75E-06 105 527 0,2 1,20E-14
HOXAS5 1651,5 175,5 9,41  1,15E-05 3320 167,5 19,82 3,79E-26
CD34 89 9587 0,01  118E-05 310 1862 0,17 1,02E-13
GYPC 752,5 2596,5 0,29  1,26E-05 814 22185 0,37 7,62E-12
HOXB3 6453 729 8,85  1,54E-05 395 93 4,25 1,19E-25
HOXB5 426,5 5 853  2,75E-05 687 2455 2,8 1,53E-23
HOXB6 714 75 952  3,61E-05 952 14,5 65,66 1,06E-22
RASGRP3 2853 693,5 411  514E-05 743 197 3,77 1,93E-11
MAN1A1l 15775 4319,5 0,37  591E-05 1025 2469,5 0,42 7,51E-11
PBX3 3952 895,5 441  6,29E-05 3406 647 5,26 1,58E-22
HOXB2 750,5 199 3,77  6,48E-05 2268 245 9,26 2,71E-23
CD200 37 869 0,04  7,68E-05 69 538 0,13 1,63E-16
PDGFD 377 85,5 441  110E-04 573 205,5 2,79 2,23E-18
COL4A5 1769 54 32,76  1,26E-04 1161 99 11,73 1,03E-17
PROM1 118 3421 0,03  1,26E-04 288 1468 0,2 2,68E-05
HOXA10 1164,5 318,5 3,66  146E-04 1842 304,5 6,05 8,81E-23
DMXL2 9338 4220 2,21 151E-04 3644 1164,5 3,13 1,03E-17
MEIS1 4178 1235 3,38  1,96E-04 1761 352,5 5 4,04E-21
SMC4 5938,5 3471 1,71 2,14E-04 3502 1565,5 2,24 5,65E-20
NPR3 561,5 3175 0,18  3,67E-04 440 1493 0,29 7,34E-06
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ITM2C 2335 3929 0,59  4,83E-04 712 2538 0,28 3,27E-17
MEST 678 1710 04 1,27E-03 948 2877 0,33 1,20E-12
BAHCC1 14302 5990 2,39  1,49E-03 2543 1273 2 1,15E-08
TSPAN13 133,5 405 0,33  2,20E-03 252 732 0,34 4,82E-11
TMEM176B 28,5 105,5 0,27  2,90E-03 651 170 3,83 2,21E-03
TMEM176A 17 65,5 0,26  3,04E-03 831 435,5 1,91 8,10E-04
JUP 2023 4307 0,47  3,22E-03 510 1762,5 0,29 1,40E-14
APP 230 4225,5 0,05 4,07E-03 43 335,5 0,13 1,90E-14
PTX3 177 99 1,79  5,66E-03 722 286 2,52 3,17E-07
PLA2G4A 845,5 542,5 156  7,47E-03 400 187,5 2,13 3,73E-15
CTSG 3846,5 891 4,32  7,55E-03 3909 837 4,67 1,05E-08
IFITM1 208,5 405 051  851E-03 1295 2301 0,56 1,06E-08
LPARG 330 649 0,51  8,60E-03 220 805 0,27 1,24E-11
CCND2 4057,5 6980 0,58  8,98E-03 2137 5490,5 0,39 3,31E-16
SEL1L3 29425 1823,5 161  1,41E-02 1650 791 2,09 2,16E-09
ITM2A 730,5 2173 0,34  1,45E-02 647 1967 0,33 1,75E-11
SLC38A1 2730,5 5749,5 0,47  1,70E-02 831 1893,5 0,44 4,41E-10
EMP1 478 698 0,68  1,93E-02 281 906,5 0,31 3,13E-09
EGFL7 799 1628 0,49  2,28E-02 376 965 0,39 1,51E-09
JAG1 1032 701,5 1,47  2,56E-02 888 403 2,2 8,53E-08
CCNA1 866,5 392,5 2,21 2,60E-02 1514 583,5 2,59 2,04E-05
ELANE 2815 1644 1,71  3,66E-02 2466 5811 0,42 1,27E-02
TREM1 1238 565,5 2,19  4,07E-02 1158 597,5 1,94 2,99E-07
TNFAIP2 5289 3448 153  4,25E-02 2196 1215,5 1,81 2,72E-08
SLC4Al 255 1005,5 0,25  4,29E-02 284 794 0,36 4,45E-04
PRKD3 898 1510,5 0,59  4,33E-02 269 558,5 0,48 6,82E-08
LGALS3BP 5023,5 1190 4,22  4,60E-02 2623 996,5 2,63 2,70E-09
TARP 1053,5 503 2,09  4,72E-02 5095 2815,5 1,81 3,96E-05
HBB 3253 11122,5 0,29  4,72E-02 4514 21338,5 0,21 5,18E-05
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A klinikai mintakon (Semmelweis mintacsoport) végzett kvantitativ-PCR

vizsgalathoz a gének kivalasztasa a 14. abra alapjan tortént.

GSE6859
85 eltéré kifejez6dést mutato gén

TCGA & GSE1159
49 eltérd kifejezédést mutatd gén

Median ,fold-change” szliré
2,0<FC<0,5
n =32 gén
Cox szlird
P<0,05
n= 27 gén

gPCR
n=6

14. abra. A gének kivalasztasa a qPCR validaciohoz.

Elsoként a TCGA és a GSE1159-es mintacsoportok alapjan, a 49 eltéré expressziot
mutatd génbdl 32 gént sziirtem ki, amelyek esetében az NPMI1 mutans és a vad
betegcsoportok median kifejez6dési értékeinek a hanyadosai nagyobbak voltak, mint 2,
vagy Kkisebbek voltak, mint 0,5 (14. abra). Tovabba ezen gének koziil kivalasztottam azt
a 27 gént, amelyeknél a génkifejezddés és a teljes tulélés kozott a Cox regresszid soran
szignifikans Osszefiiggést tapasztaltam (8. tablazat). A TCGA mintacsoport esetén nem

végeztiink tulélés elemzest azért, mert kevesebb, mint 100 beteghez tartozott tilélési adat.

8. tablazat. A teljes tiléléssel Osszefiiggd gének a GSE1159-es mintacsoport adatai

alapjan.
Gének HR P-érték g-érték MEIS1 0,49 2,85E-04 2,76E-03
HOXA10 048  1,63E-05 7,99E-04 ITM2A 1,96  3,38E-04 2,76E-03
TARP 0,53 1,31E-04 2,22E-03 PLA2G4A 059 1,19E-03  8,33E-03
HOXA5 0,51 1,69E-04 2,22E-03 ELANE 1,8 1,39E-03  8,51E-03
SEL1L3 0,53 181E-04 2,22E-03 MEST 1,77  2,06E-03 1,12E-02
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CD34

JUP

GYPC

LGALS3BP

SMC4

MAN1A1

PBX3

HOXB5

CTSG

0,58
1,76
1,57
0,62
0,62
1,54
0,65
0,63

0,63
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2,48E-03
3,73E-03
3,86E-03
4,49E-03
4,76E-03
5,38E-03
6,02E-03
7,11E-03

8,96E-03

1,22E-02
1,58E-02
1,58E-02
1,67E-02
1,67E-02
1,76E-02
1,84E-02
2,05E-02

2,44E-02

TSPAN13

SLC38A1

IFITM1

HOXB2

RASGRP3

CCND2

LPARG

HOXB3

EGFL7

0,65
0,67
1,49
0,68
0,71
1,38
1,41
0,72

1,46

1,03E-02
1,26E-02
1,49E-02
1,98E-02
2,79E-02
4,21E-02
4,42E-02
4,45E-02

4,54E-02

2,66E-02
3,09E-02
3,48E-02
4,41E-02
5,94E-02
8,24E-02
8,24E-02
8,24E-02

8,24E-02

Ezt kovetéen a klinikai mintdkon torténd validacidora a 27 génbdl azt a hat gént

valasztottuk ki, amelyek mind a tulélés elemzés soran, mind pedig a Mann-Whitney

elemzés soran a legszignifikansabb Osszefliggést mutattdk. Ezek a gének a HOXAS,
HOXBS, HOXA10, PBX3, MEIS1 és az ITM2A gének voltak. A 15. dbra és a 16. dbra

mutatja a kvantitativ-PCR validaciora kivalasztott hat gén kifejez6dését az NPM1 mutans

¢és vad tipusu mintakban, valamint a teljes ttléléssel valo Osszefliggését a GSE6891-es

betegcsoport adatai alapjan. Ezen gének k6zott az ITM2A volt az egyediili gén, amelynek

a kifejez6dése csokkent NPM1 mutans tumorokban. Kaplan-Meier analizis alapjan a

gének magas kifejez0dése rosszabb tuléléssel tarsult, szemben az ITM2A génnel, amely

esetében a betegek rossz tulélésével az alacsony génkifejezédés korrelalt (16. dbra C).
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HOXAS5 kifejezédés

A.
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%)
3 logrank P = 9.39E-06
8
3000 E 0.4
1500 A 8
l © 02 1 mAlacsony kifejezodés
0 . . s 0 mMagas kifejez6dés
3 Mutans Vad 0 50 100 150 200 250
Median 2799 100 Teljes tulélés (honap)
NPM1
B
1600 - FC=26 11 HOXBS
8 P=135E-38 o HR = 0.72 (0.57-0.92)
Q 1200 4 2 logrank P = 0.01
[) C
2 '~ 0.6 1
£ 800 - S
8 | =%
5 400 1 E 0.2 e ie
I w Y4 TmAlacsony kifejezédés
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Median 841 NP 322 Teljes tulélés (hénap)
C
5000 - 1. HOXA10
" FC=43 >
*© 4000 1 P=222E-39 @ 0.8 4 HR = 0.53 (0.4-0.71)
3 3 logrank P = 1.2E-05
©3000 1 %061
E E
© 2000 - | £04 4
< 8,
g 1000 - L 0.2 1 mAlacsony kifejezédés
0 = o JmMagas kifejezédés
Mutans Vad 0 50 100 150 200 250
Median 2952 684 Teljes tulélés (hénap)
NPM1

15. abra. A-C. A HOXAS, HOXBS5 ¢és HOXA10 gének
kifejezddése az NPM1 mutans és vad tipust mintdkban €s a
teljes taléléssel vald Osszefiiggésik a GSE6891-es

betegcsoport adatai alapjan.
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9 2 logrank P = 0.003
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16. abra. A-C. A MEISI, PBX3 ¢s az ITM2A gének
kifejez6dése az NPM1 mutans és vad tipusii mintdkban és a
teljes taléléssel valdo  Osszefiiggésik a GSE6891-es

betegcsoport adatai alapjan.
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5.2.3 Az NPMI1 mutiaciék transzkriptomikus lenyomatanak igazolasa klinikai

mintakon

A kivalasztott hat gén expresszios eltéréseinek igazolasa az NPM1 muténs ¢és a
vad akut mieloid leukémia betegcsoport kozott, kvantitativ-PCR reakcioval tortént. A
vizsgalat soran a HOXAS5, HOXAL10, HOXB5, MEIS1 és a PBX3 gének kifejezddése
nott (17. abra és 18. abra), mig az ITM2A gén kifejezddése szignifikansan csokkent az
NPMI1 mutans daganatokban (18. abra C). Tulélés elemzés soran igazoltuk a kivalasztott
gének kifejezOdése ¢és teljes talélés kozotti szignifikdns kapcsolatot a klinikai

mintacsoport felhasznalasaval (17. dbra és 18. abra).
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17. abra. A-C. A HOXAS5, HOXBS5 ¢s HOXAI10 gének
kifejezodésének az igazolasa az NPM1 mutans daganatokban
¢s hatasuk a teljes talélésre a Semmelweis mintacsoport

alapjan.
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18. abra. A-C. A MEISI, PBX3 ¢és az ITM2A gének
kifejezddésének az igazoldsa az NPMI mutans daganatokban és

hatasuk a teljes ttlélésre a Semmelweis mintacsoport alapjan.
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5.24 A HOX gének és a kofaktoraik osszefiiggése

Az elemzések sordn részben olyan géneket azonositottam, amelyek a HOX
géncsalad egyes génjei esetén kofaktor szerepet toltenek be (182). Ezen gének voltak a
MEIS és a PBX géncsalad tagjai, amelyeknek a HOX génekkel torténd sejten beliili

Osszefliggést a 19. abra szemléltet.

HOX
HOXA5
HOXB5
HOXA10
7
s
/v
7/

/7 \
//// Hox - kofaktor A\
/1 komplex \\\
l’ " Differenciacié ‘l }

\ MEIS PBC HOX Sejtosztédas r

‘\ \ ~ Migrécié I
. . /

W\ el Transzkripcios M - /
\\ DNS "SRy
AN \ \ / /
\\\ A *\ ///
ANN TGATNNATNNN P
AN s

—_——— e ——

19. abra. A HOX gének ¢és kofaktoraik sejten beliili miikodése.

A GSE6891-es betegcsoport adatait felhasznalva Pearson-féle rang korrelacioval
megvizsgaltam, hogy az egyes HOX gének és a kofaktorok génkifejez6dései hogyan
korrelalnak egymassal. Az elemzés soran az Gsszes esetben a P érték, 2,2E-16-t61 kisebb
volt. A lenagyobb korrelaciot a HOXAS és HOXA10, a HOXAS és MEIS1, a HOXA10
és MEIS1, a HOXA10 és PBX3, valamint a MEIS1 és PBX3 gének kozott tapasztaltam
(20. abra).
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20. abra. A HOX gének ¢és a kofaktoraik kifejezodésének korrelacioja.

5.3 Prognosztikus biomarkerek azonositasa maj hepatocellularis karcinomaban
5.3.1 Adatbazis felépitése

A m4éj hepatocellularis karcindma esetén mRNS és mikro-RNS expresszios
adatokat hasznaltunk fel. Mind a két adattipus adatai az NCBI GEO adatbazisbol ¢és a
TCGA programbol szarmaztak.

5.3.1.1 mikro-RNS expresszios adatbazis

A mikro-RNS  expresszios adatbazis Osszesen négy  mintacsoport
transzkriptomikus adatat tartalmazta: az NCBI GEO adatbazisbol a GSE31384 (100), a
GSE10694 (171) és GSE6857 (172) vizsgalatok microarray mikro-RNS expresszios
adatat, valamint a TCGA programbol a mikro-RNS szekvenalasi adatokat tartalmazta (21.

abra).
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21. abra. Prognosztikus mikro-RNS-ek azonositasa irodalmi keresés alapjan €s a maj

mikro-RNS adatbazis felépitése.

A GSE6857-es vizsgalat 0sszesen 241 tumoros mintat tartalmazott, amelybdl 240
mintahoz tartozott normal szoveti minta is (21. abra). A GSE10694-¢s tanulmany, 78
tumoros és normal szoveti mintapart tartalmazott, a GSE31384-es vizsgalat 166 tumoros
mintat tartalmazott, normal széveti mintaparok nélkiil (21. abra). A TCGA program, 372
maj hepatocellularis karcindmas beteg mikro-RNS szekvenalasi adatat tartalmazta,
amelyekbdl mintegy 49 pacienshez tartozott normal szoveti minta par is (21. abra).

A talélési adatok tekintetében a mintakhoz teljes tulélési, valamint a betegség-
mentes talélési adatok voltak elérhetéek. A TCGA program betegei esetén teljes tulélési
adat 372, a GSE31384 adatoknal 166 és a GSE10694 adatoknal pedig 77 beteghez voltak
elérhetéek. A teljes maj mikro-RNS adatbazisban a median teljes talélési id6 20,2 honap
volt, az egyes vizsgalatokra lebontva pedig a kovetkez6: TCGA — 19,6 honap, GSE31384
— 34,0 honap és a GSE10694 — 15,8 honap. Betegség-mentes talélési adat csak a

GSE31384-es tanulmanyhoz tartozott, ahol a 166 beteg esetén a median betegség-mentes
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tulélési id6 17,5 honap volt. A GSE10694-es adatok koziil csak 54 paciens rendelkezett
betegség-mentes tulélési adattal, igy ezen beteghalmazt a kis mintaszam miatt kihagytam
a talélés elemzésbol.

Tovébbi klinikai adatok, ugymint a daganat stadiuma a TCGA és a GSE10694
vizsgalatokhoz, attétképzésre vonatkozo6 adat a GSE6857 és a GSE10694 vizsgalatokhoz,
tovabba a paciensek neme a TCGA, a GSE6857 és a GSE10694 adatokhoz voltak
elérhetéek. Tulélési elemzés soran csak a daganat stidiuma és a teljes tulélés kozott
figyeltem meg szignifikans 6sszefiiggést a TCGA adatbazis esetén (P = 3,01E-06).

A TCGA program betegeihez tovabba rendelkezésre allt etnikai hovatartozasra
iranyul6 adat is. A paciensek kozott 182 kaukazusi, 17 afro-amerikai, 161 azsiai és 2
amerikai dslakos beteg volt, tovabba 10 paciensnek ismeretlen volt az etnikai besorolasa.
Az adatbazist tobbségében 4zsiai és kaukdzusi betegek alkotjak, és megfigyeltiik, hogy a
két csoport kozott teljes talélés fiiggvényében nincs kiilonbség (P = 0,32).

A teljes maj hepatocellularis karcindma mikro-RNS adatbazis 845 mikro-RNS-t
tartalmaz, amelyb6l 585 mikro-RNS kifejez6dését csak egyetlen vizsgalatban, mig 45
mikro-RNS kifejez6dését pedig minden vizsgalatban mérték (22. dbra).

GSE10694 GSE6857

TCGA GSE31384

B

mikro-RNS-ek eloszlasa az egyes adatbazisok kézott
1
e

585
22. abra. A mikro-RNS-¢ek el6fordulasa az egyes vizsgalati csoportok kozott.
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5.3.1.2 mRNS expresszios adatok

mRNS expresszids adatok a mdj hepatocellularis karcindma esetén szintén az
NCBI GEO adatbazisbol, valamint a TCGA programbol szarmaztak. Az adatbazis, a
TCGA program 0Osszesen 372 m4j hepatocellularis karcinomas beteg RNS szekvenalasi
adatat tartalmazza. Ezen adatok klinikai-patologiai jellemzésére nem térnék ki, mivel
ezek a betegek mikro-RNS kifejez6dési adattal is rendelkeznek, és azokat az el6z6
részben mar részletesen ismertettem. Az adatbazis TCGA program betegmintain kiviil
tovabbi két vizsgalati csoport adatat, a GSE9843 (183) 91 paciensét és a GSE20017 (103)
135 betegének microarray génexpresszios adatat tartalmazta. Mind a két vizsgalati
csoport szamos klinikai-patologia jellemzdvel rendelkezett, igymint a betegek neme,

etnikai besorolasa, vaszkularis invazio és a teljes talélés (9. tablazat).

9. tablazat. Az NCBI GEO adatbazisbol szarmazo6 betegcsoportok klinikai-patologiai

jellemz6i.

GSE20017  GSE9843
Betegmintak szama 135 91
Nem (férfi/n6/nincs adat) 102/33/- 54/27/10
Daganat stadiuma (I./IL/II1./IV ./nincs adat) -/-1-1135 9/51/7/8/11
Etnikum (Kaukéazusi/Afro-Amerikai/Azsiai) 102/4/28 72/3/4
Vaszkularis invaziot mutat 40 45
Halalozasi események szdma 32 23

5.3.2 Prognosztikus mikro-RNS-ek vizsgalata maj hepatocellularis

karcinomaban
5.3.2.1 Korabban publikalt prognosztikus mikro-RNS-ek

Az NCBI PubMed adatbazisban a ,,hepatocellular”, a ,,carcinoma” és a ,,miRNA”
keres6szavak alkalmazasaval, 214 kozleményt sikeriilt azonositanom, amelyek

prognosztikus mikro-RNS-eket irtak le maj hepatocellularis karcinomaban (21. abra).
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A publikaciok 0Osszesen 374 prognosztikus mikro-RNS-t irtak le ma4j

hepatocellularis karcinomaban, amelyek kozott 151 mikro-RNS-t egyszerre tobb

kozlemény is tartalmazott. Az ismétl6dé mikro-RNS-ek kisziirését kovetden 223 egyedi

mikro-RNS-t kaptam, amelyekbdl 173 mikro-RNS-t azonositottam az altalam 1étrehozott
mikro-RNS adatbazisban (21. abra).

5.3.2.2 Prognosztikus mikro-RNS-ek validalasa

A 173 mikro-RNS alapti prognosztikus biomarkerb6l 55 mikro-RNS esetében

tapasztaltam szignifikans osszefliggést a génexpresszio és a teljes tulélés kozott a TCGA

adatok alapjan (10. tablazat).

10. tablazat. Az univarians és multivarians talélés elemzés soran szignifikdns mikro-

RNS-ek listaja a TCGA program adatai alapjan.

mikro-RNS  HR I:()ufwﬁt/e!;( (Fr;'ﬁf ttl‘\’/k)
hsa-miR-149 036 519E-09 2,24E-06
hsa-miR-139 248 450E-07 6,02E-04
hsa-miR-3677 041 124E-06 2,39E-04
hsa-miR-550a 0,44 245E-06 595E-04
hsa-miR-212 045 7,53E-06 1,92E-04
hsa-miR-421 048 2,66E-05 520E-03
hsa-miR-3607 2,09 429E-05 542E-03
hsa-miR-326 0,5 1,00E-04 3,04E-04
hsa-miR-940 049 1,00E-04 2,86E-04
hsa-miR-100 1,96 2,00E-04  3,74E-03
hsa-miR-215 0,53 2,00E-04 1,03E-02
hsa-miR-454 052 2,00E-04  6,16E-03
hsa-miR-30la 0,53 3,00E-04 1,52E-03
hsa-miR-330 052 3,00E-04 455E-03
hsamiR-22 192 300E-04 852E-04
hsa-miR-491 054 500E-04 4,67E-03
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hsa-miR-9
hsa-miR-15b
hsa-miR-25
hsa-miR-34a
hsa-miR-126
hsa-miR-132
hsa-miR-301b
hsa-miR-24
hsa-miR-148a
hsa-miR-194
hsa-miR-222
hsa-miR-101
hsa-miR-125b
hsa-miR-744
hsa-miR-141
hsa-miR-33a

hsa-miR-33b

0,54
0,55
0,54
1,78
1,76
0,58
0,56
0,57
1,74
1,72
0,54
1,68
1,85
0,58
0,61
0,6

0,6

6,00E-04
6,00E-04
6,00E-04
1,10E-03
1,20E-03
1,60E-03
1,80E-03
2,10E-03
2,30E-03
2,50E-03
2,80E-03
3,30E-03
4,30E-03
5,00E-03
5,70E-03
5,70E-03
6,20E-03

2,52E-03
1,08E-02
3,82E-03
3,27E-03
8,52E-02
7,67E-03
6,71E-04
1,09E-02
1,12E-02
3,67E-02
6,00E-03
3,88E-02
1,65E-02
7,20E-04
3,87E-02
5,29E-03
1,34E-02



hsa-miR-99a
hsa-miR-21
hsa-miR-20b
hsa-miR-429
hsa-miR-1
hsa-miR-23a
hsa-miR-186
hsa-miR-10b
hsa-miR-182
hsa-miR-195
hsa-miR-200c

1,64
0,61
1,66
0,62
1,67
0,61
0,63
0,63
0,64
1,54
0,65

DOI:10.14753/SE.2021.2478

6,20E-03
6,80E-03
6,80E-03
6,90E-03
7,20E-03
7,60E-03
9,90E-03
1,15E-02
1,30E-02
1,43E-02
1,58E-02

5,84E-02
7,93E-02
9,26E-02
1,33E-02
6,78E-03
8,88E-02
3,79E-02
8,67E-03
3,32E-01
6,35E-02
5,82E-02

hsa-miR-106b
hsa-miR-122
hsa-miR-221
hsa-miR-183
hsa-miR-204
hsa-miR-145
hsa-miR-203a
hsa-miR-29c
hsa-miR-223
hsa-let-7g

hsa-miR-135a

0,59
1,56
0,66
0,67
1,47
1,46
1,58
1,45
0,68
1,44
0,7

1,59E-02
1,65E-02
1,72E-02
2,60E-02
3,09E-02
3,21E-02
3,57E-02
4,13E-02
4,27E-02
4,55E-02
4,71E-02

6,20E-02
2,83E-01
6,73E-03
2,67E-01
2,23E-01
3,44E-02
2,42E-01
6,97E-02
1,07E-01
1,06E-01
1,01E-02

Ezek koziil az 6t legszignifikansabb mikro-RNS — a hsa-miR-149, hsa-miR-139,
hsa-miR-3677, hsa-miR-550a és a hsa-miR-212 — Kaplan-Meier talélési gorbéit a 23.

abra mutatja. A mikro-RNS-ek expresszios értékeinek alsd és felsé kvartilis értékei

kozott percentilisenként Cox regressziot végeztiink, ahol minden percentilis érték a

talélés elemzés vagopontjanak felelt meg. Mind az 6t mikro-RNS esetén elmondhato,

hogy barmely vagopontot hasznalva szignifikans dsszefliggést tapasztaltam a mikro-RNS

kifejez6dése és a teljes talélés kozott (23. dbra).
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Multivarians talélés elemzés soran megvizsgaltam az 55 szignifikdns mikro-RNS
génexpresszidjanak, a tumor stddiumanak és a paciensek nemének egyiittes hatdsat a
teljes tulélésre, amely sordn 39 mikro-RNS esetében tapasztaltam szignifikans
Osszefliggést a teljes taléléssel (10. tablazat).

A 173 mikro-RNS expresszidjanak a hatasat a teljes tulélésre a GSE31384
microarray adatok felhasznalasaval is vizsgaltam. Fontos kiemelni, hogy mivel teljes
egyes mikro-RNS-ek talélés elemzését a kozleményben megjelent tulélési id6
felhasznalasaval végeztem el. A mikro-RNS-ek prognosztikus hatasat uni- és
multivarians tulélés elemzéssel is vizsgaltam, ahol szignifikans mikro-RNS-ek listaja a
11. tablazat-ban lathat6. A teljes talélés esetén 84, mig a betegség-mentes tlélés esetén
25 mikro-RNS kifejezddése mutatott szignifikans Osszefliggést. Tovabba elmondhato,
hogy 6sszesen 29 mikro-RNS-t azonositottunk, amelyek kifejezédései mind a TCGA és

a GSE31384 adatbazis esetén szignifikans dsszefliggést mutatnak a teljes ttléléssel.

11. tablazat. Mikro-RNS expresszio hatasa a teljes (A), valamint a betegség-mentes (B)

talélésre a GSE31384 vizsgalat adatai alapjan.

A)
mikro-RNS | pr  Térték  P-érték  heamiR.24 | 242 1,08E-04 9,37E-01
(univ.) (multiv)
TiR-1460- hsa-miR-330-3p | 0,41 1,15E-04  1,11E-01
hsa m'?,R 146D | 505 776E-07  6.94E-02
P hsa-miR-675 | 04 1,17E-04
hsa-miR-584 | 0,33 1,38E-06 _
hsa-miR-105 | 2,53 1,22E-04  5,41E-02
hsa-miR-612 | 037 147E-05 4,53E-01 _
hsa-miR-489 | 0,41 1,25E-04
hsa-miR-28-5p | 2,69  1,58E-05 _
hsa-miR-31 | 2,42 149E-04 421E-01
hsa-miR-139-5p | 2,87 1,85E-05 )
hsa-miR-106b 293 1,74E-04
hsa-miR-486-3p | 2,6 3,72E-05  4,41E-03 _
hsa-miR-99a | 0,42 1,76E-04
hsa-miR-29¢ | 2,56 5,63E-05 _
hsa-miR-15b | 279 2,17E-04 3,20E-01
hsa-miR-34b | 3.46  6,04E-05 P
hsa-miR-548b 038 2.42E-04
hsa-miR-496 | 3,33 6,23E-05  4,63E-02 3p
hsamiR.126 3 0.76E05 hsa-miR-185 | 2.3 2.88E-04 1,48E-01
hsa-miR-302d | 2,28 3.41E-04  7,06E-01




hsa-miR-221
hsa-miR-30a
hsa-miR-92a
hsa-miR-301b
hsa-miR-661
hsa-miR-940
hsa-miR-509-3p
hsa-miR-769-5p
hsa-miR-625
hsa-miR-122
hsa-miR-182
hsa-miR-137
hsa-miR-29a
hsa-miR-181b
hsa-miR-155
hsa-miR-503
hsa-miR-9
hsa-miR-608
hsa-miR-421
hsa-miR-325
hsa-miR-522
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-638
hsa-miR-29b
hsa-miR-876-5p
hsa-miR-520h
hsa-miR-22
hsa-miR-10b
hsa-miR-219-5p

0,44
2,31
0,44
2,25
0,43
0,44
0,41
0,45
0,36
2,22
2,18
0,46
0,33
2,14
2,15
0,46
0,47
0,47
2.1

0,38
0,48
2.1

0,48
2,05
0,48
0,44

2,3
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3,75E-04
3,86E-04
4,41E-04
4,42E-04
4,52E-04
4,60E-04
6,98E-04
7,54E-04
7,84E-04
8,10E-04
8,57E-04
8,69E-04
1,00E-03
1,01E-03
1,02E-03
1,02E-03
1,14E-03
1,24E-03
1,54E-03
1,66E-03
1,93E-03
2,03E-03
2,18E-03
2,26E-03
2,30E-03
2,39E-03
3,14E-03
3,20E-03
3,33E-03

9,95E-01
3,35E-01
9,59E-01

7,99E-01

6,95E-02

1,43E-02
2,48E-01
3,68E-01
5,99E-01

4,66E-01

1,04E-01

8,43E-01
5,93E-01
6,72E-01
2,20E-02
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hsa-miR-222
hsa-miR-132
hsa-miR-492
hsa-miR-339-5p
hsa-miR-141
hsa-miR-886-5p
hsa-miR-183
hsa-miR-100
hsa-miR-622
hsa-miR-601
hsa-miR-26a
hsa-miR-326
hsa-miR-138
hsa-miR-203
hsa-miR-216b
hsa-miR-331-3p
hsa-miR-96
hsa-miR-25
hsa-miR-610
hsa-miR-148a
hsa-miR-186
hsa-miR-451
hsa-miR-135a
hsa-miR-21
hsa-miR-218
hsa-miR-634
hsa-miR-630
hsa-miR-590-3p

hsa-miR-145

05
1,99
0,51
0,52
1,95
1,92
1,89
0,52
0,54
0,44
0,55
0,55
1,85
0,54
1,81
0,56
0,55
0,49
0,56
0,55
0,55

1,7
1,72
1,79
1,65
0,52

06
0,61
1,61

3,91E-03
4,01E-03
4,17E-03
4,78E-03
5,45E-03
5,84E-03
6,13E-03
6,66E-03
8,53E-03
8,58E-03
8,83E-03
9,79E-03
1,12E-02
1,18E-02
1,19E-02
1,19E-02
1,23E-02
1,24E-02
1,27E-02
1,45E-02
1,57E-02
2,41E-02
2,57E-02
2,97E-02
3,49E-02
3,62E-02
3,75E-02
3,84E-02
4,41E-02

7,81E-01

5,12E-01

8,93E-01

1,93E-01
5,55E-01
5,15E-02
2,42E-01

1,04E-01
4,24E-01
7,96E-01

1,62E-02

4,54E-01

4,23E-01
6,65E-01

9,07E-01

3,51E-01

1,93E-02
3,33E-01
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hsa-miR-140-5p | 1,6 4,70E-02  3,92E-02 hsa-miR-383 159 4,87E-02
hsa-miR-212 0,62 4,76E-02 9,30E-01 hsa-miR-195 153 7,30E-02  3,04E-02

B)
. P-érték  P-érték :
- . . h = R' 1 1 1
mikro-RNS HR (univ)  (multiv.) sa-miR-38 0,6 0,009009
hsa-miR-126 | 2,69 4,9E-05 hsa-miR-92a 0,6 0,016594 0,01427
hsa-miR-122 23 5.21E-05 hsa-miR-24 1,61 0,018346 0,696488
hsa-miR-106b | 2,23 5,56E-05 hsa-miR-19b | 1,78 0,019558

hsa-miR-195 | 1,93 0,000806 0,001688 hsa-miR-630 | 0,62 0,022973

hsa-miR-30a | 1,92 0,000919 hsa-miR-26a | 0,64 0,023252 0,457265
hsa-miR-7 0,44 0,000988 hsa-miR-103 | 1,54 0,02937
hsa-miR-139-5p | 2,1  0,002976 hsa-miR-221 | 0,65 0,030609 0,660817
hsa-miR-486-3p | 1,83 0,003682 0,166657 hsa-miR-9 | 0,64 0,032165
hsa-miR-142-3p | 1,82 0,003897 hsa-miR-15b | 1,54 0,039052 0,245006
hsa-miR-29b | 1,75 0,004775 hsa-miR-182 | 1,5 0,040979
hsa-miR-378 | 1,73 0,005122 hsa-miR-451 | 1,51 0,042946 0,52744
hsa-miR-99a | 0,56 0,005264 hsa-miR-22 1,52 0,044638 0,672517

A tumor stadiumaval és a betegek nemével végzett multivarians tulélés elemzés
soran minddssze két mikro-RNS — hsa-miR-10b és a hsa-miR-195 — mutatott szignifikans
Osszefliggést a teljes tuléléssel, mind a TCGA és a GSE31384-es adatokkal végzett

multivarians tulélés elemzés esetén.

5.3.2.3 Eltéro kifejez6dést mutaté mikro-RNS-ek a normal és a tumoros

majszovet kozott

Osszehasonlitottam a 173 prognosztikus mikro-RNS kifejezédését a normal és a
tumoros majszovet kozott a TCGA, a GSE10694 és a GSE6857 vizsgalat expresszios
adatainak a felhasznalasaval. Osszesen 113 mikro-RNS mutatott eltéré expressziot a

tumor és a normal majszovet kozott (12. tablazat).
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12. tablazat. Mikro-RNS-ek kifejez6dése tumoros és normal majszovet kozott.

mikro-RNS Dataset P-érték FC
hsa-let-7g TCGA 6,26E-03 0,89
hsa-miR-1 GSE6857 P<1E-10 1,4
hsa-miR-100 GSE10694  3,50E-09 0,55
hsa-miR-100 GSE6857  1,33E-02 0,97
hsa-miR-101 TCGA P<1E-10 0,47
hsa-miR-101 GSE6857 P<1E-10 1,2
hsa-miR-101 GSE10694  3,00E-10 0,38
hsa-miR-103 GSE10694  7,40E-09 1,69
hsa-miR-103 GSE6857 1,37E-07 1,32
hsa-miR-105 GSE6857 P<1E-10 1,39
hsa-miR-106b | GSE10694  P<1E-10 3,53
hsa-miR-106b GSE6857 P<1E-10 1,47
hsa-miR-106b TCGA 3,21E-08 1,56
hsa-miR-107 GSE6857 P<1E-10 1,8
hsa-miR-107 GSE10694  6,00E-10 1,78
hsa-miR-10b TCGA P<1E-10 14,18
hsa-miR-122 TCGA 5,63E-04 0,7
hsa-miR-125a GSE6857  3,90E-09 0,83
hsa-miR-125a TCGA 2,69E-03 0,7
hsa-miR-125a | GSE10694  2,83E-02 0,82
hsa-miR-125b GSE6857 P<1E-10 1,66
hsa-miR-125b TCGA 1,00E-10 0,52
hsa-miR-125b | GSE10694 3,00E-10 0,55
hsa-miR-126 GSE6857 2,16E-06 1,24
hsa-miR-126 TCGA 2,10E-03 0,73
hsa-miR-126 GSE10694  2,08E-02 0,89
hsa-miR-130a TCGA P<1E-10 0,31
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hsa-miR-130a
hsa-miR-132
hsa-miR-135a
hsa-miR-135a
hsa-miR-137
hsa-miR-138
hsa-miR-139
hsa-miR-139
hsa-miR-140
hsa-miR-140
hsa-miR-141
hsa-miR-141
hsa-miR-145
hsa-miR-145
hsa-miR-145
hsa-miR-1468
hsa-miR-148
hsa-miR-148a
hsa-miR-148a
hsa-miR-149
hsa-miR-155
hsa-miR-155
hsa-miR-15a
hsa-miR-15b
hsa-miR-15b
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181b

hsa-miR-181b

GSE10694

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

GSE6857

TCGA

GSEG6857

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

TCGA

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSEG6857

GSE6857

GSE10694

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE10694

GSE6857

TCGA

7,02E-07
1,07E-03
P<1E-10
9,62E-05
1,21E-02
1,04E-04
P<1E-10
1,20E-09
P<1E-10
7,15E-05
P<1E-10
3,73E-05
1,43E-07
3,92E-06
4,32E-03
1,18E-04
3,26E-07
1,36E-08
2,69E-03
6,00E-10
1,51E-08
7,33E-04
P<1E-10
3,00E-10
1,65E-02
2,60E-09
P<1E-10

2,85E-02

0,64
1,42
1,74
9,53

1,2
0,99
0,28
0,87
1,83
1,36
1,33
1,57
0,49
0,93
0,79
0,63
0,83
0,67
0,76
1,17
1,78
0,68
1,73
3,16
1,4
2,13
1,36

1,52



hsa-miR-181b

hsa-miR-182

hsa-miR-182

hsa-miR-183

hsa-miR-183

hsa-miR-185

hsa-miR-185

hsa-miR-185

hsa-miR-186

hsa-miR-192

hsa-miR-194

hsa-miR-194

hsa-miR-195

hsa-miR-195

hsa-miR-199a

hsa-miR-199a

hsa-miR-199a

hsa-miR-199b

hsa-miR-199b

hsa-miR-19b

hsa-miR-200c

hsa-miR-200c

hsa-miR-203

hsa-miR-203a

hsa-miR-204

hsa-miR-20a

hsa-miR-20b

hsa-miR-21

hsa-miR-21

GSE10694

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

GSE10694

GSE10694

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE10694

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

GSE10694

GSE10694

TCGA

GSE6857
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3,53E-02
P<1E-10
1,80E-09
P<1E-10
1,00E-10
P<1E-10
3,90E-09
5,95E-03
P<1E-10
1,88E-03
1,90E-09
3,19E-03
1,67E-06
1,99E-05
P<1E-10
1,40E-09
6,52E-06
2,40E-09
3,20E-09
3,87E-02
7,00E-10
2,85E-02
6,80E-07
2,18E-02
2,00E-10
1,41E-06
2,08E-03
P<1E-10

P<1E-10

0,72
1,55
10,18
1,36
15,47
1,21
2,16
1,29
1,2
0,78
1,37
0,8
0,62
0,61
0,73
0,36
0,61
0,37
0,87
0,84
1,14
4,59
1,22
0,84
1,26
1,7
1,76
2,53

3,36
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hsa-miR-212

hsa-miR-212

hsa-miR-214

hsa-miR-214

hsa-miR-214

hsa-miR-215

hsa-miR-216a

hsa-miR-216b

hsa-miR-217

hsa-miR-217

hsa-miR-218

hsa-miR-22

hsa-miR-22

hsa-miR-221

hsa-miR-221

hsa-miR-221

hsa-miR-222

hsa-miR-222

hsa-miR-222

hsa-miR-223

hsa-miR-223

hsa-miR-23a

hsa-miR-23b

hsa-miR-24

hsa-miR-25

hsa-miR-25

hsa-miR-26a

hsa-miR-26a

hsa-miR-26a

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE10694

GSE6857

TCGA

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE10694

GSEG6857

TCGA

GSE10694

GSE6857

TCGA

TCGA

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE10694

GSE10694

TCGA

TCGA

GSE6857

GSE10694

P<1E-10
1,27E-02
P<1E-10
7,17E-08
1,92E-03
3,00E-07
7,18E-04
2,79E-03
1,00E-10
7,18E-04
P<1E-10
1,16E-06
4,85E-06
P<1E-10
P<1E-10
4,47E-08
P<1E-10
P<1E-10
5,56E-07
3,93E-07
2,87E-04
2,09E-02
2,02E-03
1,49E-02
P<1E-10
4,22E-07
1,15E-05
7,49E-05

4,70E-03

1,26
1,4
0,82
0,39
0,92
0,8
10,5
11,16
1,14
12,1
1,22
0,67
0,73
5,14
3,01
2,27
4,95
2,24
2,06
0,47
0,91
1,16
0,8
11
2,99
1,63
0,74
0,84

0,89



hsa-miR-27b

hsa-miR-27b

hsa-miR-29a

hsa-miR-29b

hsa-miR-29b

hsa-miR-29b

hsa-miR-29c

hsa-miR-29c

hsa-miR-301a

hsa-miR-301b

hsa-miR-302d

hsa-miR-30a

hsa-miR-30b

hsa-miR-30c

hsa-miR-30c

hsa-miR-30d

hsa-miR-30d

hsa-miR-325

hsa-miR-326

hsa-miR-330

hsa-miR-330

hsa-miR-33a

hsa-miR-33b

hsa-miR-34a

hsa-miR-34a

TCGA

GSE10694

GSE10694

GSE6857

GSE10694

TCGA

GSE10694

TCGA

TCGA

TCGA

GSE6857

TCGA

TCGA

TCGA

GSE10694

TCGA

GSE10694

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

TCGA

TCGA

GSE6857

TCGA
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1,02E-06
1,35E-02
2,15E-04
6,36E-05
8,67E-03
2,56E-02
3,64E-07
5,87E-05
2,62E-02
7,12E-04
P<1E-10
7,31E-06
1,60E-05
2,34E-06
1,01E-03
2,46E-05
1,07E-04
9,10E-09
7,48E-04
P<1E-10
1,32E-06
4,71E-02
1,99E-05
P<1E-10

1,94E-06

0,66
0,88
0,81
1,18
0,78
0,84
0,44
0,63
1,35
2,8

1,56
0,75
0,66
0,65
0.8

1,63
1,37
0,75
0,77
1,26
1,97
0,89
0,48
1,75

2,06

93

hsa-miR-34a

hsa-miR-34b

hsa-miR-3607

hsa-miR-3677

hsa-miR-370

hsa-miR-370

hsa-miR-372

hsa-miR-375

hsa-miR-381

hsa-miR-421

hsa-miR-429

hsa-miR-451

hsa-miR-455

hsa-miR-496

hsa-miR-503

hsa-miR-550a

hsa-miR-584

hsa-miR-675

hsa-miR-744

hsa-miR-9

hsa-miR-940

hsa-miR-96

hsa-miR-99a

hsa-miR-99a

GSE10694

GSE6857

TCGA

TCGA

GSE6857

TCGA

GSE6857

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

GSE10694

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

TCGA

GSE10694

TCGA

4,15E-05
6,63E-04
6,63E-04
5,20E-09
P<1E-10
3,29E-04
P<1E-10
2,79E-03
7,15E-05
1,55E-06
2,50E-04
7,55E-07
2,33E-05
1,31E-02
1,27E-04
1,66E-02
4,82E-03
1,50E-06
3,33E-02
9,55E-05
3,98E-03
1,23E-07
3,00E-10

4,45E-08

1,76
1,1
0,48
3,92
1,19
0,7
1,48
1,16
0,61

2,51

0,58
0,65
0,97
0,59
1,46
1,24
0,68
0,86
16,99
2,08
10,85
0,49

0,49
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Kivalasztottam azokat a mikro-RNS-eket (n = 52), amelyek kifejezédése legalabb
egy vizsgalati csoport adatai alapjan szignifikans eltérést mutatott a tumoros és a normal
majszoveti mintaparok kozott. Ezek koziil a legszignifikansabb 6t mikro-RNS a hsa-miR-
199a, hsa-miR-34a, hsa-miR-106b, hsa-miR-222 és a hsa-miR-221. A hsa-miR-199a a
tumoros szovetben alacsonyabb, mig a hsa-miR-34a, hsa-miR-106b, hsa-miR-222 ¢és a
hsa-miR-221 pedig magasabb kifejez0dést mutat mind a harom adatbazis esetén (24.

abra).
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24. abra. A legnagyobb expresszios eltérést mutaté mikro-RNS-ek tumoros és normal

majszovet kozott.
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5.3.2.4 Prognosztikus mikro-RNS-ek korrelacioja

Spearman-féle rang korrelacioval Osszehasonlitottam az univaridns tulélés
elemzés soran a teljes taléléssel dsszefliggd mikro-RNS-ek expresszios értékeit, a TCGA
és a GSE31384 betegcsoportok esetén. A TCGA adatok esetén az 55 prognosztikus
mikro-RNS-bél a legnagyobb korrelaciot a hsa-miR-182 — hsa-miR-183, a hsa-miR-221
— hsa-miR-222 és a hsa-miR-200c — hsa-miR-141 mikro-RNS-ek esetén kaptam, ahol a
korrelaciés koefficiens (r) 0,98, 0,91 és 0,90 volt. A GSE31384 vizsgalat soran a 84
prognosztikus mikro-RNS-bél, a hsa-miR-769-5p — hsa-miR-876-5p (r = 0.73) mikro-

RNS-ek kdzott azonositottam a legnagyobb korrelaciot.

5.3.3 Génexpresszio alapi biomarkerek vizsgalata maj hepatocellularis

karcinomaban

5.3.3.1 Prognosztikus biomarkerek irodalmi keresése a maj hepatocellularis

karcinomaban

Irodalmi keresést végeztiink az NCBI PubMed adatbazisban, ahol célunk volt
tuléléssel  Osszefliggd, génexpresszid6 alapu biomarkereket azonositani m4j
hepatocelluléris karcinomaban az 1998 ¢és 2017 kozotti idészakban. A keresés soran a
,hepatocellular”, ,,carcinoma”, ,overall”, ,survival”’, ,biomarker” ¢és , mRNA”
keresOszavakat alkalmaztuk.

A keresés soran 533 kozleményt azonositottunk, amelybdl 506 angol nyelvii és
nem ,,review” kozlemény volt. Ebbdl 6sszesen 355 olyan kézleményt volt, amelyekben
az mRNS vagy fehérje kifejezddés és a tulélés kozotti kapcesolatot vizsgaltak. Egyes
génekhez tobb kdzlemény is tartozott, igy az ugyanazon géneket leird cikkek kizarasaval,
318 biomarkert azonositottunk, amelyekbdl 194 gén magas kifejez6dése rosszabb
tuléléssel tarsult. Mindossze 17 kozlemény alapult kaukdzusi betegpopulacion,
amelyekben 21 biomarkert azonositottak, az dsszes tobbi kozlemény esetén a vizsgalt
betegek, Azsiabol — Kina, Eszak/Dél-Korea, Taiwan és J apan — szarmaztak.

A legtobb vizsgalatban a fehérje kifejezddése €s a tulélés kozotti kapcsolatot
vizsgaltak. A taléléselemzések soran hasznalt adatok 57 %-a fehérje expresszio, ami [HC
vizsgélatokbol szdrmazik, 38 %-a mRNS expresszi6 és a maradék 5 % pedig nem sajat

(mar korabban kozzétett) adatokat hasznalt.
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5.3.3.2 Prognosztikus biomarkerek vizsgalata az azsiai és a kaukazusi

betegpopulaciékban

Az RNS-szekvenalasbol és a microarray vizsgalatokbol szarmazo6 altalunk
létrehozott génexpresszids adatbazis hasznalataval tulélés elemzést végeztiink az azsiai
betegpopulacion beliil. A 318 korabban publikélt prognosztikus markerbél 180 gén
kifejezddése esetén tapasztaltunk szignifikans dsszefliggést a teljes tuléléssel. Ebbdl a
tObbszoros hiptézistesztelés soran — 0,1 %-os FDR kiisz6bot alkalmazva — mindossze 40
szignifikans biomarkert kaptunk. Nyolc gén esetén a magas génexpresszio jobb tuléléssel,

mig 32 gén esetén a magasabb génkifejezodés rovidebb taléléssel tarsult (13. tablazat).

13. tablazat. Biomarkerek hatésa a teljes tulélésre. * A rossz prognézis alacsony vagy

magas génkifejezddés esetén.

Gének | Telies tilélés HR (95%  Kifejezides ~ ANGPT2 R P 1'23?3(3?{%:77'76) Magas

Cl),P alfﬁgsgsy— EZHD HR = 5_.51 (2.64-11.51) magas

P=35x10-7

e i N R
cpczo | MR7SS3 (2:951036) magas cpcosa | R422(228°79) magas
PLK1 HR :g (:)23(3 '(1)3:;1'78) magas SLC22A1 HR ; 2'244(2'11:()’)__%'45) alacsony
ore | PRIOBOLOD ey [IHRCASES
conms | FREIIOBED |y | WOROND
o | MR e o, [
KIF18A HRP: =4'19 .9(2;616 (féOl) magas ADH4 HR . 2‘21(?8(2'11‘(1):%'47) alacsony
e | PMIABESED g | RIS TE
e [RESESAE S, R
s BTN g, | RCARRT
s | RCTOHIN | gy | RUEHEN
CCNF HR - 1-77?1(35;‘(1):%76) magas IQGAP2 HRP: 3'72.3(020190_9644) alacsony
e [(RHOEEED | oy | ROBOOD gy,
oorocs | MHENID g | Rssmmme
B R T N -
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| D
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Fameap | HRDSSREATET) e
o | IR
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L HR - 3.23§4(2-1136:()5-52) alacsony
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Az azsiai betegcsoportra jellemz6 prognosztikus biomarkerek génontologiai elemzését a
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) program
segitségével végeztiik (184). Az elemzés soran szamos olyan biomarkert azonositottunk,
amelyek a sejtciklus és a sejtosztodasban szabalyozasaval vannak kapcsolatban, tobbek

k6zott részt vesznek a testvér kromatidak Osszetartasaban, a mitotikus

crer

14. tablazat. Az azsiai betegcsoportra jellemzé gének génontoldgiai elemzése a DAVID

program segitségével.

Funkcio P-érték Gének FDR
CCNB1, FAMS83D, CKS1B, MAD2L1,
Sejtosztodas 1,5E-10 CCNF, BUB1B, BIRC5, AURKA, 2,1E-07
CDC20, PTTG1, CDK4, CDC25A
Anafazist timogatd complex 1 9E-08 CCNB1, MAD2L1, PLK1, BUB1B, 2 6E-05
fliggd ciklin lebontas ! AURKA, CDC20, PTTG1 !
FAMS83D, PLK1, CCNF, BUB1B,
Mitotikus sejtmag osztodas 5,4E-08 BIRC5, AURKA, CDC20, PTTGL1, 7,7E-05
CDC25A
Testvér kromatidak MAD2L1, PLK1, KIF18A, BUB1B,
6sszekapcesolodasa 9,2E-08 BIRC5, CDC20, CENPH 1,3E-04
" .., CCNB1], PLK1, FOXM1, BIRCS,
Sejtciklus G2/M fazis atmenet 5,0E-07 AURKA. CDC25A, MELK 7,1E-04
Fehérje ubikvitinacid iranyitott i CCNB1, MAD2L1, PLK1, BUB1B, i
fehérjelebontas 9,58-07 AURKA, CDC20, PTTG1 1,4E-03
L , , CCNB1, PLK1, FOXM1, CCNF,
Sejtciklus szabalyozasa 7,3E-06 PTEN, CDC25A 1,0E-02
. oy FAMS83D, CKS1B, MKI67, PLK1,
Sejtosztodas 1,3E-05 BUB1B, PTEN, CDC25A, MELK 1,8E-02
Ubikvitin fehérje ligaz
aktivitasanak pozitiv pEEE N WD FLL BUIENE,  gae
, , L , CDC20
szabalyozésa a mitosis soran
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Az azsiai betegcsoporthoz hasonléan megvizsgaltuk az Osszefiiggést a 318
korabban publikalt prognosztikus biomarker génkifejezédése és a teljes talélés kozott a
kaukazusi betegpopulacion beliil is. Osszesen 128 gén esetében tapasztaltunk szignifikans
Osszefiiggést a génkifejezddés és a teljes tulélés kozott.

Osszesen 21 prognosztikus biomarker volt, amit az irodalmi keresés soran a
kaukazusi populacioban irtak le, ebbdl a mi elemzésiinkben 10 biomarker volt
szignifikans: THOC5 (P = 0,00018), PLAT (P = 0,0012), HMGAL1 (P = 0,0025),
PRKDC (P =0,0096), SLC22A1 (P =0,013), CDC20 (P = 0,016), CD274-CXCL12 (P
= 0,019), CXCL12 (P = 0,027), RRM2 (P = 0,045) és a ELAVLI1 (P = 0,049). Nem
talaltunk olyan gént, amelyik 0,1%-0s FDR kiiszob esetén szignifikdns maradt volna,
azonban az FDR kiiszobot 5 %-ra emelve, a SOCS2 gén alacsony kifejezédése (HR =
0,37; P = 1,3E-05), mig a NAT10 gén magas kifejezédése (HR = 3,11; P = 4,4E-05)
szignifikans 0sszefliggést mutatott a teljes taléléssel.

A vizsgalt 318 biomarkerbdl, 82 biomarker kifejezddése, az azsiai és a kaukazusi
betegcsoportban szignifikans Osszefliggést mutatott a teljes taléléssel. Az irodalmi
keresés soran ezen gének koziil 72 gént eredetileg az dzsiai, 10 gént pedig a kaukazusi
betegcsoportban irtak le.

A két betegpopulacio kozotti kozos biomarkereket tovabb vizsgaltuk a Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) génosztalyozo segitségével
(185). A program a vizsgalt géneket az alapjan csoportositja, hogy azok milyen
molekularis utvonalban vesznek részt. Ennek alapjan az dzsiai betegcsoportra 132, mig a
kaukazusi betegcsoportra 67 Utvonal talalatot kaptunk. Az azsiai populacioban a gének
nagy része az fibroblaszt novekedési faktor (FGF), inzulin novekedési faktor (IGF)
jelatvitelhez, hipoxidra adott valaszhoz és a kemokin és citokin jelatviteli Gtvonalakhoz
kapcsolodtak. A kaukazusi betegcsoportban a Wnt-jelatviteli utvonalhoz, Alzheimerrel
kapcsolt utvonalakhoz, valamint a trombocita eredetii novekedési faktor (PDGF),
cadherin, JAK/STAT ¢és a gonadotropin-releasing hormon receptorral (GnRHR) kapcsolt
jelatviteli itvonalakban részt vevo gének voltak tobbségben.

Tovéabbi elemzés sordn megvizsgaltuk a 318 biomarker kifejezddése €s a teljes
tulélés kozotti kapcsolatot a teljes mRNS expresszios adatbazis felhasznalasaval, azaz az
elemzést az etnikai besorolastdl fiiggetleniil végeztiik el. Osszesen 178 gén esetén

tapasztaltunk szignifikans Osszefliggést a génexpresszid €s a teljes tulélés kozott. A
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tobbszords hipotézistesztelés soran 0,1%-os FDR kiiszobot hasznalva 40 biomarker
mutatott szignifikans 6sszefliggést a teljes tiléléssel. Ezekbdl, 17 gén magas kifejezédése

jobb, mig 23 gén magas expresszidja rosszabb taléléssel korrelalt (15. tablazat).

15. tablazat. A teljes tuléléssel 0sszefliggd gének listaja a teljes betegesoportban. * A

rossz progndzis alacsony vagy magas génkifejezddés esetén.

Gének Tel(j :; t,ﬁ;c;lés Kifej :z('idés LIN28A PHE;S E42 alacsony
SOCS2 'I;Iflngg’g alacsony EZH2 PH:Féngzg magas
SLC5A8 e aasony  KiAAs24 | RED magas
IL2 ;Iflzfsg alacsony PIWIL1 PH:F;=$E42 alacsony
SOX1 ;Iflnggg alacsony PTTG1 PH=Rl=12 Elg magas
HOTAIR ;'flng?’g alacsony CCNF ;'51:22 Elg magas
FOXD3 gj;f;g alacsony MAD2L1 PH§1=72 Ezg magas
PNLIPRP3 PT;E%% alacsony KDR 1222455 alacsony
NKX2-8 :;IBZ:SEA'% alacsony KIF18A PHzRZ:ZZ Eog magas
CDC20 bt 17 magas TREM1 bty magas
SLC7ALL A magas IQGAP2 oo alacsony
BIRC5 ';57:2;‘; magas WASF2 PT;:SZElS magas
SLC22A1 oL alacsony DEPDC1 gty magas
STMNL-sPPL | [EEA magas HMGA1 o e magas
ALDH2 ||::|:Rl=3(,)E42 alacsony THOCS5 PHE;S Eo_g magas
STMN1 b Bt magas CDK4 i magas
PLK1 IF:I:R;:ZZEZ?é magas CCNB1 PHE%:EES‘; magas
RASSF10 ;'gz,gég alacsony FBLNS ;'gfgg‘_g alacsony
SPP1 :;5;52;2 magas MELK PHg:72 Ezé magas
SLC2A1 ;'53=72E22 magas PKM2 PH:F;:S? E(Z') magas
ADH4 |P_|:R4:3(,)E3ZS alacsony
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5.3.3.3 Multivarians talélés elemzés

A multivarians talélés elemzés soran, a betegekhez tartozoé dsszes klinikai adatot
felhasznaltuk. Elsoként az 4zsiai betegcsoportban végeztiik el az elemzést. Megvizsgaltuk
a korabban azonositott 39 prognosztikus biomarker génexpressziojanak, a nemnek és a
tumor stddiuméanak egylittes hatdsat a teljes talélésre 0,1%-0os FDR kiiszob
alkalmazasaval. A vizsgalat soran a tumor stadiuma (P = 0,0018), a CENPH (P = 0,0038)
¢s a CDK4 (P = 0,038) gének kifejezOdése szignifikans Osszefiiggést mutattak a teljes
tulélessel. A CENPH és a CDK4 gének magas kifejezddése rosszabb tuléléssel tarsult.

A Kkaukazusi betegcsoportban a multivarians talélés elemzés, a klinikai valtozok
mellett, a SOCS2 és a NAT10 gének (korabbi elemzés soran a kaukazusi betegcsoportban
azonositott prognosztikus gének) expresszidjat tartalmazta. A vizsgalat soran 5%-0s FDR
kiiszob mellet a SOCS2 (P = 0,046) és a NAT10 (P = 0,031) gének expresszioja fliggott
Ossze a teljes tuléléssel, azonban a tumor staddiuma és a nem esetén nem tapasztaltunk
szignifikans 0sszefliggést.

A teljes adatbazisban is elvégeztiik a multivarians talélés elemzést. A modell a
teljes adatbazisban azonositott 40 prognosztikus biomarker kifejez6dését, a tumor
stadiumat és a betegek nemét tartalmazta. A teljes taléléssel szignifikans 0sszefliggést
mutatott a tumor stadiuma (P = 2,06E-05), az SPP1 (P = 0,0002), a PKM2 (P = 0,0008),
az EZH2 (P = 0,0017), a KIF18A (P = 0,0061), a DEPDC1 (P =0,0092), a CCNF (P =
0,019), az SLC2A1 (P = 0,036) és a WASF2 (P = 0,048) gének kifejezédése. Mind a

nyolc gén esetén a magasabb génexpresszio rosszabb tuléléssel tarsult.
5.3.3.4 A vaszKularis invazioval osszefiiggo gének

A korédbbi — ,,hepatocellular”, ,,carcinoma”, ,,overall”, ,,survival”, ,,biomarker” €s
,MRNA” — kulcsszavas keresést a ,,vascular invasion” és a ,,PVTT” kifejezésekkel
bovitettiikk, és a célunk volt olyan biomarkerek azonositdsa maj hepatocellularis
karcindmaban, amelyek nem csak, hogy prognosztikusak, de a vaszkularis invazioval is
Osszefliggést mutatnak. Célunk volt tovabba, hogy a sajat adatbazisunk felhasznalasaval
Mann-Whitney teszt alkalmazasaval igazoljuk ezen biomarkerek vaszkularis invazioval

valé dsszefliggését maj hepatocellularis karcinoméban. Osszesen nyolc kozlemény felelt
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meg a keresési feltételeinknek, amelyben 52 vaszkularis invazioval osszefliggd egyedi
biomarkert irtak le.

Mivel a TCGA program betegei esetén nem allt rendelkezésre a vaszkularis
invaziéval kapcsolatos adat, igy az elemzésben csak a GSE9843 ¢és a GSE20017 vizsgalat
microarray génexpresszios adatait hasznaltuk fel.

A GSE9843 vizsgalatban 79 betegnek volt meg az adata a vaszkularis invaziora
nézve, amelyek koziil 45 paciens pozitiv Volt. Az 52 vaszkularis invazidval 6sszefliggd
gén kifejezodését Osszehasonlitottuk a vaszkularis invaziot mutatd €s nem mutatod
betegcsoportok kozott. Szignifikans Osszefiiggést kaptunk a GPC3, KIF18A, NDRG1,
PYGO2, RORA, STMNI, VEGFB, VILI1 ¢s a XAFIgének esetén. A GPC3, KIF18A,
NDRGI, PYGO2, STMNI1, VEGFB ¢és a VIL1 gének magasabb, mig a RORA ¢és az
XAF1 gének alacsonyabb kifejez6dést mutattak a vaszkularis invaziét mutatod

betegcsoportban (25. dbra A).
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25. abra. A vaszkularis invazidé hatdsa a génkifejez6désre a GSE9853 (A) ¢és a
GSE20017 (B) betegcsoportok alapjan.

A GSE20017 microarray vizsgalat esetén a 135 betegbdl 40 beteg volt pozitiv a
vaszkuldris invazidra nézve. A két betegcsoport kozott 10 gén kifejezddése kiilonbozott
szignifikansan: APOA1, ENG, FABPI1, ID2, KIF18A, NEDD9, NODAL, PDGFRA,
PTP4A3 és a STAT4. Az APOAL, ENG, FABPI1, ID2, NODAL, PDGFRA és a STAT4
gének kifejezddése csokkent, mig a KIF18A, NEDD9 és a PTP4A3 gének expresszidja
nott a vaszkularis invaziot mutatd betegek korében (25. dbra B).

Fontos kiemelni, hogy a KIFI8A volt az egyetlen gén, amely mind a két
tanulméanyban szignifikdns eltérést mutatott a két betegcsoport kozott, és szignifikansan

magasabb kifejez6dést mutatott vaszkularis invazidra pozitiv betegcsoportban.

5.4 Daganat asszocialt gének prognosztikus hatasanak vizsgalata kiilonb6zo

tumortipusokban
5.4.1 RNS szekvenalasi adatbazis felépitése

Az adatbazis Osszesen 26 kiilonbozé daganattipus, mintegy 9663 beteg RNS
szekvenalasi adatat tartalmazta, tulélési adattal egyl'itt. Ale gtébb tumortipus esetén mind
jelentett az akut mieloid leukémia, a glioblasztoma, a melandéma és a thymoéma
tumortipusok, amelyek esetén csak kitijulas mentes tulélési adat volt elérhetd. A median
talélési 1d6 az Osszes daganattipust véve, a teljes tulélés esetén 24,3 honap, a kigjulés

mentes tulélés esetén pedig 23,8 honap.
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A 26. abra mutatja a kiilonb6z6 daganattipusok teljes, valamint a kiijulas mentes

tulélési idejének a megoszlasat azon betegeknél, ahol volt talélési esemény.
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26. abra. A teljes ¢és a kigjulds mentes tulélési 1d6 megoszlasa kiilonbozd

daganattipusok esetén.

A t01élési adatok mellett szamos klinikai adattal rendelkeztek a betegek. Osszesen
6301 beteg esetén volt ismert a daganat stadiuma, 4126 betegnek a daganat gradusa, 9720
paciensnek a neme, valamint 9471 betegnek az etnikai besorolasa. A daganat stadiuma
alapjan a fej-nyak daganatok esetén van a legtobb 4-es stadiumutl beteg (a betegek tobb,
mint 50%-a), mig a heredaganatok vezetnek a 0 vagy 1-es stadiumu betegek (~ 80%)
tekintetében. A hélyagdaganatok esetén a betegek 95%-a magas tumor gradussal bir,
valamint a legtobb alacsony gradusu paciens a fej-nyak daganatok esetén fordul eld. A
paciensek nem ¢és etnikai hovatartozasa tekintetében elmondhato, hogy a TCGA program
daganatos betegei koOzOtt nagyobb szamban vannak férfiak, akik a kaukazusi

populécidhoz tartoznak.
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5.4.2 Daganat asszocialt gének hatisa a teljes tilélésre

Cox regresszid soran megvizsgaltam a nyolc f6 daganatjellemzd kialakitdsaban
részt vevo 671 daganat asszocialt gén (6), (180) kifejezOdése és a teljes talélés kozotti
kapcsolatot 26 kiilonboz6 daganattipus RNS szekvenalasi adatat felhasznalva.

Ezt kovetéen meghatiroztuk a talélés elemzés soran szignifikans gének
szazalékos mennyiségét minden daganattipus és daganatjellemz6 esetén. Hierarchikus
klaszterezés soran megvizsgaltam az egyes daganattipusok €s az egyes daganattényzot
alkotd géncsoportok Osszefiiggését. Megfigyeltem, hogy a daganatok attétképzésében,
genom instabilitasaban, a folyamatos sejtosztodas fenntartasaban és a metabolikus
folyamatok atprogramozasaban részt vevé gének kiilonallo csoportokat, tigynevezett
Klasztereket alakitanak ki. A vilagos sejtes veserak, a glioma, a melanoma, a thymoma és
a maj hepatocellularis karcindma daganattipusok tartalmaztak a legnagyobb szamu teljes

tuléléssel Osszefliggd daganat asszocialt gént.
5.4.3 Transzkriptomikus mintazatok prognosztikus hatasa

Minden tumrotipus esetén meghataroztuk a daganatjellemzé asszocialt
génexpresszios mintazatot, majd daganattipusonként vizsgéltuk az dsszefiiggését a teljes
taléléssel. A nyolc daganattényz6h6z kapcsolt transzkriptomikus mintazat koziil a
sejtosztodds fenntartisa, genom instabilitas, energiametabolizmus atalakitésa,
metasztazis €és invazid serkentése, valamint a sejthaldl elkeriilése mutatott szignifikdns
Osszefliggést a teljes tuléléssel legalabb 6t daganattipus esetén (16. tablazat). A glioma
esetén, a nyolc daganattényez6hoz kapcsolt transzkriptomikus mintazatbdl kiemelném a
DNS replikacié fenntartasat, amely a legszignifikansabb Gsszefliggést mutatta a teljes
taléléssel (HR = 3,16; P = 2,2E-11).

A tiidé laphamkarcinoma, a méh, petefészek, szarkoma, a hugyhodlyag és a
nyel6csorak csak egyetlen szignifikans génexpressziés mintazatot tartalmazott (16.

tablazat).
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16. tablazat. A daganatjellemz6 asszocialt transzkriptomikus prognosztikus hatasa

kiilonb6z6 daganattipusban.
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5.4.4 Prognosztikus gének eloszlasa kiilonb6zoé daganattipusokban

Osszesen 39 gén volt, amelyek kifejezédése legalabb 10 daganattipusban mutatott
szignifikans Osszefiiggést a teljes tuléléssel. Tovabba, meghataroztuk a nyolc

daganatjellemz6t képviseld géncsoportokban, melyek a legszignifikansabb gének (27.
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dbra). A legszignifikansabb gének koziil a BRCAL, CDK1, EREG, MYC, RUNXI és a
SERPINEI1 gének magas génkifejezddése rosszabb tuléléssel tarsult, mig az E2F1 és az
FBP1 gének magas kifejez6dése esetén a betegek hosszabb ideig éltek (27. abra).
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27. abra. A teljes tuléléssel legszignifikansabb 0sszefiiggést mutatd gének a kiillonb6z6

daganatjellemzdk esetén.
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6 MEGBESZELES

A PhD munkém soran Osszesen négy kérdésre kerestem a valaszt. A kutatdsom
elsé részében a szomatikus KRAS mutacidok, valamint a KRAS génben talalhato
kopiaszam eltérések (szekvencia beépiilés és kiesés) génkifejezddésre gyakorolt hatasat,
valamint ezen transzkriptomikus valtozasoknak a taléléssel vald Osszefiiggését
vizsgéltam nem-kissejtes tiidorakban.

A munkam masodik részben, az akut mieloid leukémidban kiemelkedd
diagnosztikus szereppel birdé szomatikus NPM1 mutaciok transzkriptomikus hatasat
vizsgaltam a talélésre kiillonbozo, egymastol fliggetlen génkifejezddési adatbazisok
bevonasaval. Tovabba az eredményeink igazolasat in vitro vizsgalat soran klinikai mintak
felhasznalasaval végeztiik.

A kutatds harmadik részében korabban publikdlt mRNS és mikro-RNS alapu
biomarkerek prognosztikus hatékonysagat vizsgaltuk méj hepatocelluléris karcindmaban
tobb génexpresszios adatbazis felhasznalasaval.

Végiil egy tobb daganattipust atfogd elemzés soran daganatjellemz6khoz kapcsolt
gének kifejez6désének a  tulélésre gyakorolt hatasat, valamint az egyes
daganatjellemzdénként meghatarozott, transzkriptomikus mintazat prognézisra gyakorolt

hatasat vizsgaltam kiilonb6z6 daganattipusokban.

6.1 KRAS mutacié fiiggé génexpresszios valtozasok vizsgalata nem-Kkissejtes

tildorakban

A KRAS gént érint6 szomatikus mutacioknak a szerepe a tulélésében, valamint a
terapias valasz kialakitasaban jelenleg még egy meglehetsen kérdéses teriilet (74).

A vizsgalat sordn az volt a feltételezésiink, hogy a kiilonb6zd szintli adatok
Osszekapcsolasaval, a KRAS mutéciok altal befolyasolt génkifejez6dési valtozasoknak
prognosztikus jelentésége van a nem-kissejtes tiidorakban.

Ezen feltételezés igazoldsara a vizsgalat elsd 1€épéseben atnéztem az irodalmat
2011 és 2016 kozott, a KRAS mutacidk tiidorakos betegek talélésére gyakorolt hatasaval
kapcsolatban. Az irodalmi keresés soran Osszesen 138 cikk esetében vizsgaltdk a KRAS
mutdciok prognosztikus hatdsat, és ebbdl a tanulmanyok minddssze 10%-a esetén volt a

KRAS mutacioknak prognosztikus hatasa tiidorakban.
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A KRAS mutéciok génkifejezddésre gyakorolt hatdsdnak a vizsgalata olyan nem-
kissejtes tiidorakos betegeken tortént, amelyek RNS szekvenalasi és mutacios adattal is
rendelkeztek. A KRAS mutaciok alapjan a betegeket KRAS mutans és KRAS vad tipusu
csoportokra bontottam, majd a két csoport kozott eltéré kifejezddésti géneket
azonositottam. A legszignifikansabb 6t gén a FOXRED2, KRAS, TOP1, PEX3 ¢s az
ABL2 gének voltak. Ezen gének atlagos kifejez6dését véve meghataroztam a KRAS
mutacioval kapcsolt transzkriptomikus mintazatot, amelynek prognosztikus hatasat az
microarray adatokon tesztelve, erds szignifikans 0sszefiiggést kaptam a teljes taléléssel.

Ezen gének kapcsan altalanossagban elmondhatd, hogy szerepiik van kiillonb6z6
daganat kialakulassal kapcsolatos folyamatokban. Ezek koziil kiemelendé a TOP1 gén,
amely részt vesz a DNS replikacio és a genom instabilitas szabalyozasaban. A TOP1
génre FDA altal jovahagyott célzott terapias készitmény az irinotecan, amelyet
metasztatikus, valamint elérehaladott stddiumi nem-kissejtes tiidérdk esetén
alkalmaznak (186). Az eredmények alapjan az emelkedett TOP1 kifejez6dés, a KRAS
mutans nem-kissejtes tlidorak esetén egy hatékony prediktiv marker lehet. Szintén fontos
kiemelni az ABL2 gént, amely részt vesz a Sejtosztodas, valamint az invazid és
metasztazis folyamataban (187). Egy korabbi tanulmanyban az ABL2 génhez kapcsolodo
amplifikaciot figyeltek meg invaziv tiidérakban (188). Tovabba, az ABL géncsaladba
tartozd ABL1 gén esetén az imatinib és a dasatinib nevill célzott terapids készitmény
jovahagyott a BCR-ABLI1 pozitiv leukémiak esetén (189). Az eredmények alapjan a
TOP1 génhez hasonléan az ABL2 gén kifejezddése is magasabb a KRAS mutans
tidédaganatban, amely egy potencialis terapias célpont is lehet. A nem-Kissejtes
tiidérakban egy tovabbi terapias célpont lehet a FOXRED2 gén, amely irodalmi adatok
alapjan is magas kifejez6dést mutat szamos tumortipus esetén, valamint jelentds szerepet
jatszik a hipoxia folyamatdban és befolyasolja a hipoxia aktivalta elégyogyszerek
(hypoxia-activated prodrugs) terapias hatékonysagat (190), (191).

A modszert ellendrizve, elvégeztem az elemzést a masodik, valamint a harmadik
legjobb 6t gén esetén is, és mindegyik esetben erds szignifikdns Osszefiiggést kaptam a
teljes taléléssel.

Tovabba, a kopiaszam eltérések tekintetében, csak a KRAS gént érintd
deléciokkal asszocialt transzkriptomikus mintazat esetén tapasztaltam nagyfoku

szignifikans Osszefiiggést a teljes thléléssel.
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Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a genotipus és a génkifejezodési
valtozasok in silico modon torténd Osszekapcsolasaval, a KRAS mutaciok
génkifejez0dési valtozasokon keresztiil kifejtett kozvetett hatdsa a talélésre sokkal
jelentdsebb, mint a mutaciok kozvetlen tulélésre gyakorolt hatasa. A KRAS mutaciokkal
Osszefliggd feliilregulalt gének hatékony terapids célpontok lehetnek a KRAS mutans

nem-kissejtes tiidérakos betegek esetén.

6.2 Az NPMI1 mutaciok transzkriptomikus lenyomata és validalasa akut mieloid

leukémiaban

Az NPM1 mutaciok az egyik leggyakrabban eléfordulé mutaciok kozé tartoznak
az akut mieloid leukémiaban és fontos szerepet jatszanak a daganat patogenézisében
(121). A kutatasom ezen részében az NPMI1 szomatikus mutaciokkal Osszefiiggd
transzkriptomikus elvaltozasokat azonositottam és vizsgaltam ezek hatasat a betegek
talélésére. Az elemzést hdrom, egymastol fliggetlen génkifejez6dési mintahalmazon —
amelybdl egy RNS szekvenalasi, kettd microarray alapt adat — végeztem. Az elemzések
soran a HOXAS, HOXA10, HOXBS, PBX3, MEISI és az ITM2A géneket valasztottam
ki a Klinikai mintakon torténd validaciora azért, mert ezen gének mutattak a legnagyobb
génkifejezOdési eltérést az NPM1 mutéans €és a vad betegcsoport kozott, tovabba mert
kifejezOdésiik a legszignifikdnsabb Osszefliggést mutatta a teljes taléléssel. A gének koziil
az ITM2A génkifejezddése csokkent, mig a tobbi géné ndtt az NPM1 mutans mintakban.
A klinikai mintdkon torténd validdcid soran sikeriilt igazolnunk ezen gének
génkifejezddési eltéréseit, valamint a prognosztikus tulajdonsagaikat.

Az elemzés soran a HOX gének mellett olyan géneket is azonositottam az NPM1
mutans tumorban, amelyek szorosan egyiittmiikodnek a HOX génekkel. Ezek a PBX
(pre-B-cell leukemia homeobox) és a MEIS (myeloid ecotropic viral integration site
homeobox) géncsalad génjei, amelyek a HOX gének kofaktoraiként miikddnek a
sejtdifferencialodas és a sejtosztodas folyamatanak szabalyozasa soran (19. dbra) (192).
Fontos kiemelni, hogy a PBX és a MEIS gének szerepe nélkiilozhetetlen a HOX gének
funkcidjahoz (193).

Az NPM1 mutaciok és a HOX (homeobox) gének ko6zotti kapcsolatot szamos
korabbi tanulmany is alatamasztja (194), (195). Azonban, a HOX gének fokozott

kifejez0dése és az NPM1 mutéaciok kozotti kapcsolat akut mieloid leukémidban jelenleg
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kevéssé ismert. Egyes feltételezések szerint az NPM1 mutaciok kozvetleniil képesek
modositani a HOX gének kifejezddését, mas elméletek szerint pedig az NPM1 mutéciok
valamilyen masik uton gatoljak a sejtdifferencialodas folyamatat azon sejtekben,
amelyekben mar magas a HOX gének kifejez6dése (196).

Az NPM1 mutaciokkal dsszefiiggd hat gén koziil az ITM2A (integral membrane
protein 2A) esetén tapasztaltam alacsonyabb kifejezodést az NPM1 mutans tumorban,
amelyet korabbi tanulmany is alatamaszt (197). Az ITM2A szerepet jatszik a
sejtdifferencialédas és az autofagia folyamatdban, azonban az akut mieloid leukémia
progressziojaban betoltott szerepe jelenleg ismeretlen (198).

A HOX gének ¢és kofaktorainak kifejezOdésbeli megvaltozasa szamos
hematologiai megbetegedés esetében el6fordul, amelyek mintegy protoonkogén
funkcioval birnak (199). Az egyes HOX gének kifejez6désbeli megvaltozasa
hozzajarulhat a sejtosztodas serkentéséhez és a sejthalal kikeriiléséhez (200), az
érképz6déshez (201), az attétképzés stimulalashoz (202), tovabba a terapias rezisztencia
kialakitasahoz is (203). Elmondhatd, hogy minden esetben az emelkedett HOX gén
kifejezddés rosszabb klinikai kimenetellel tarsul (204). A HOX gének tumor szuppresszor
szereppel is rendelkeznek tigy, mint példaul a HOXAS gén, amely stabilizalja a TP53
tumor szuppresszor fehérjét emlorak sejtekben (205). A HOX gének mellett a PBX és a
MEIS géncsalad tagjai koziil a PBX3 és a MEIS1 gének emelkedett kifejezddése is
elengedhetetlen szereppel bir a HOX gének tumorgenezisben betoltott szerepében (204).

A HOX ¢és a PBX fehérjék kiemelt terapids célpontok lehetnek egyes daganatok
kezelése soran. A legkiemelkeddbb terapias alternativa a HOX és a PBX fehérjek kozotti
kolcsonhatas gatlasa, amelyre a HXR9 kis molekulaju peptid gatloszer alkalmas. A
HXRO, a HOX géneken talalhatd tigynevezett hexapeptid szekvencidhoz kétédve gatolja
a PBX fehérje kotddését (204). Ezen kapcsolat hianya a daganat novekedés gatlasahoz
vezet. A HXR9 a daganat novekedésére gyakorolt gatldo hatdsat szamos tumortipus —
ugymint tid6 (206), emld (207), prosztata (208), melanoma (200) és akut mieloid
leukémia (209) — esetén is igazoltak. A HXR9 esetében szintén leirtak, hogy a HOX
gének mellett a protein kindz C-t is gatolja, amely sordn apoptdzist figyeltek meg AML
sejtvonalakon (210).

Az NPMI1 mutaciok és a génkifejezdédés Osszekapcsolasaval akut mieloid

leukémidban, olyan génexpresszios valtozasokat azonositottunk, amelyek Osszefliggést
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mutatnak a daganatsejtek osztodasaval, differencialodasaval ¢és az attétképzo
képességével, tovabba befolyasoljak a betegek tulélését. Elmondhatod, hogy ezek a gének,
ugymint az egyes HOX gének és a kofaktoraik potencialis terapids célpontok lehetnek

akut mieloid leukémias betegek esetén.
6.3 Prognosztikus biomarkerek azonositisa maj hepatocellularis karcinomaban

Korabbi tanulmanyok szamos, a talélés eldrejelzésére alkalmas mikro-RNS,
valamint mRNS alapti biomarkert irtak mar le hepatocellularis karcinomaban, azonban
ezek nagy része egy adott vizsgalati csoporton beliilre jellemzéek. A munkam soran
megvizsgaltam ezeknek a korabban publikalt biomarkereknek a prognosztikus
hatékonysagat, tobb egymastdl fiiggetlen génexpressziés mintahalmaz felhasznalasaval.

A munka elsé részében az irodalmi keresés soran 173 prognosztikus mikro-RNS-
t azonositottam. Ezen mikro-RNS-ek tuléléssel vald Osszefliggésének vizsgalatat egy
mikro-RNS szekvenalasi, valamint egy microarray alapu génexpresszios adathalmazon
végeztem. A tulélés elemzések soran a 173 kordbban publikalt prognosztikus mikro-
RNS-b6l mindossze 29 esetében azonositottunk szignifikans Gsszefliggést a mikro-RNS
kifejezOdés és a teljes talélés kozott mind a két mintacsoport esetén. A mikro-RNS
kifejezddés tumoros és normal szovet kozotti vizsgalata soran 15 mikro-RNS mutatott
szignifikans eltérést, amelyek koziil az 6t legszignifikansabb mikro-RNS a hsa-miR-
199a, a hsa-miR-34a, hsa-miR-106b, hsa-miR-222 és a hsa-miR-221 mikro-RNS-ek
voltak. Ezek koziil a hsa-miR-199a kifejezédése csokkent, a hsa-miR-34a, hsa-miR-106b,
hsa-miR-222 ¢és a hsa-miR-221 mikro-RNS-ek kifejez6dése pedig nétt a tumoros
szovetben. Erdemes kiemelni a hsa-miR-199a mikro-RNS-t, amely egy kordbbi gPCR
vizsgalat soran mind a daganatos szovetben, mind pedig a sejtkultaraban csokkent
kifejezodést mutatott (211). Korabbi kutatasok jelentds osszefliggést irtak le a hsa-miR-
34a-val kapcsolatban is, amely sordn ezen mikro-RNS emelkedett kifejezddése a
sejtciklus megallitasat €s a sejthaldl serkentését idézte eld hepatocellularis karcindméaban
(212).

A munka mésodik részében szintén irodalmi kereséssel mRNS alapu
biomarkereket azonositottunk, amely soran 318 gén a teljes taléléssel, valamint 52 gén a
vaszkuldris invdzioval mutatott Osszefiiggést. A biomarkerek tesztelését egy integralt

RNS szekvenaldsi €s microarray alapt génkifejez0dési adatbazis felhasznalasaval
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végeztiik, ahol az 4zsiai betegcsoporton beliil 180, mig a kaukazusi betegcsoporton beliil
128 biomarker bizonyult prognosztikusnak. A tobbszords hipotézis tesztelés soran a
kaukdzusi betegcsoportban nem maradt szignifikdns gén, tovabba az azsiai
betegcsoportban a BIRCS, CDC20 ¢és a PLK1 gének mutattak a legerdsebb szignifikans
Osszefiiggést.

A prognosztikus biomarkerek koziil fontos kiemelni a BIRCS gént, amely a
legszignifikansabb Gsszefiiggést mutatta a teljes taléléssel az azsiai betegcsoporton beliil.
A BIRCS5 (survivin) a sejthalal gatld fehérje csaladnak a legkisebb tagja, szerepe van a
sejtciklus mitotikus fazisanak a szabalyozasaban, gatolja a sejthalalt, valamint
befolyasolja az érképzodést és a sejtes stresszvalasz folyamatokat (213). Szamos
daganattipusban a BIRC5 magas kifejezédést mutat, amely rossz taléléssel tarsul (214).

A biomarkerek koziil a vaszkularis invazidval csak a KIFI8A kifejezddése
mutatott szignifikdns Osszefiiggést, mind az RNS szekvenalasi és a microarray adatok
esetén. A KIF18A génnek kiemelkedd szerepe van a sejtciklus szabalyozéasa soran a
mitotikus orsé kialakitasaban, tovabba emlétumorban a gén kifejez6édése Osszefliggést
mutatott a tavoli attétek kialakulasaval is (215), (216).

A korabban publikalt mikro-RNS és mRNS alaptt biomarkerek prognosztikus
értékének alacsony reprodukalhatosaga jelzi egy sokkal Gsszetettebb vizsgalati modszer
dolgozatom ezen részében egy olyan bioinformatikai elemzési médszert mutattunk be,
amely mar rendelkezésre allo transzkriptomikus adatok felhasznalasaval lehetdvé teszi a

potencialis biomarkerek validacidjat és rangsorolasat.

6.4 Daganat asszocialt gének prognosztikus hatasanak vizsgalata kiilonb6zo

tumortipusokban

A daganatok kialakuldsdban szdmos gén jatszik szerepet, ezeket korabbi
tanulmanyok nyolc nagy funkcionalis csoportba, tigynevezett daganat jellemzdékbe
soroltak (6). A munkam soran megvizsgaltam a nyolc funkcionalis csoportba tartozo,
Osszesen 671 daganat asszocialt gén prognosztikus hatdsat 26 kiilonb6zd tumortipus
mintegy 9720 mint4jan.

A tuléléselemzések soran, a legtobb szignifikans gént a vildgos sejtes veserak, a

glioma, a melanéma, a thymoma ¢és a m4j hepatocellularis karcinéma esetében kaptam.
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A talélési elemzés eredményét hierarchikus klaszterelemzés soran tovabb vizsgalva
megfigyeltem, hogy a gének az egyes daganatjellemzéknek megfeleléen csoportosultak.
Mind a nyolc f6 daganatjellemz6 esetén kivalasztottuk azokat a géneket — BRCAL,
CDKIl, E2F1, EREG, FBP1, MYC, RUNXI1 ¢és SERPINE1 —, amelyeknek a kifejezodése
¢és a teljes tulélés kozott a legszignifikansabb Osszefiiggést kaptam. Tovabba, minden
daganatjellemz6 esetén meghataroztam a gének atlagos kifejez6désébol szamolt
transzkripciés mintazatokat, amelyet korrelaltattam a teljes taléléssel kiilonboz6
daganattipusokban. A nyolc daganatjellemzéhoz kapcsolt transzkriptomikus mintazat
kozil a sejtosztédas fenntartasa, a genom instabilitdas, az energiametabolizmus
atalakitasa, a metasztazis és az invazio serkentése, valamint a sejthalal elkeriilése mutatott
szignifikans 0sszefliggést a teljes taléléssel legalabb 6t daganattipus esetén.

Tobb gén egyiittes kifejezO0désének a hatasa a daganatok kialakulasara,
pathogenézisére és progresszidjara jelenleg is a daganatkutatas egyik kiemelt teriilete.
Egy korabbi vizsgalatban, megfigyelték, hogy szamos tumortipus esetén, a daganat sejtek
novekedésével és osztodasaval 6sszefliggd gének emelkedett kifejezodése, valamint a sejt
differencidlodéssal Osszefiiggd gének alacsony kifejezddése esetén csdkkent a betegek
talélése (217). Az egyes daganattipusok attétképzo képessége kulcsfontossagu szerepet
tolt be a betegek tulélésében. Ennek kapcsan szamos korabbi vizsgalatban olyan
génkifejez6dési elvaltozasokat azonositottak, amelyek a daganat metasztazissal mutattak
Osszefliggést és kiemelt prognosztikus, valamint prediktiv értékiikk van egyes
tumortipusok — a hasnyalmirigyrak (218), a vastagbél (219) valamint a hepatocellularis
karcinoma (220) — esetén. A génkifejez6dési mintazatok koziil még érdemes kiemelni a
nem-kissejtes tiidérakban azonositott génkifejezédési mintazatokat, amelyek szintén
szoros Osszefliggést mutattak a betegek talélésével (221) és a tumor mikrokdrnyezettel
(222).

Fontos kiemelni, hogy az elmult évtizedben szamos génexpresszion alapuld
tobbgénes vizsgalatot fejlesztettek ki, amelyek hozzajarulnak a daganatok pontosabb
prognosztikus és prediktiv diagnozisahoz. Ezen vizsgalatok vagy teszteknek a célja, hogy
a beteg szamara leghatékonyabb terapia alkalmazasan keresztiil ne csak a varhato talélés
id6tartamat noveljék, de a sziikségtelen terapidk elhagyasan keresztiil a koltségeket és
mellékhatasokat is csokkentsék (223). A legtobb tesztet emlétumorokra fejlesztették ki,

ilyen példaul a 70 gén kifejez6désén alapulo MammaPrint, amely a betegeket alacsony
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¢s magas daganat kiOjuldsi kockézatua csoportba sorolja, ezzel hozzijarulva az
eml6tumoros betegek hatékonyabb betegek terapids dontéshozatalahoz (224). A
MammaPrinten kiviil szamos emlétumorral kapcsolatos génkifejezédésen alapul6 teszt
l1étezik, tgymint a 21 génes Oncotype DX (225) vagy a Prosigna Breast Cancer
Prognostic Gene Signature teszt, amely 50 gén kifejez6dését vizsgalja (226). Azonban
fontos kiemelni, hogy ezek a tesztek egyik hatranya az, hogy a hatasossagukat fliggetlen
vizsgalat nem igazolta ¢és a legtobb teszt esetében a fejlesztés meglehetdsen kisszama,
viszonylag heterogén betegcsoporton tortént (227). Igy az elérejelzd képességiik ezen
betegcsoportokon kiviil esé betegek korében korlatozott.

Jelenleg kevés olyan vizsgalat van, amely kiilonb6z6 daganattipusokban vizsgalja
a fentebb emlitett nyolc daganattényezékkel kapcsolt génkifejezédési valtozasokat,
valamint ezek hatdsat a betegek tulélésére. Mivel a sejtosztddas fenntartisaban és a
genom instabilitdsban részt vevo gének altal képzett génkifejezodési mintdzat mutatott a
legtobb daganattipus esetén szignifikdns Osszefiiggést a teljes tuléléssel, ezért a
megbeszElés soran ezekre térek ki részletesebben.

Az onkogének szdmos kiemelt szereppel rendelkeznek a tumorgenezis sordn,
ugymint a sejtosztodas, sejtdifferencialodas és a daganatsejtek tulélésének a
szabalyozasaban és fenntartasaban. Sajnos, kevés olyan tanulmany létezik, amelyben az
onkogének altal alkotott génkifejez6dési mintazat €s a teljes talélés kozotti Gsszefliggest
vizsgaljak. Ezen vizsgalatok koziil az els6 tanulmanyban, MCF-7 emlérak sejtvonalban
olyan MAP kinaz jelatviteli utvonallal 0Osszefliggd génkifejez6dési mintazatot
azonositottak — tartalmazva a HER2, az EGFR, a RAF és a MEK géneket —, amely
jelentds Osszefiiggést mutatott a sejtndvekedéssel, a sejtek tulélésével, valamint a
metabolizmussal (228). Hasonld eredményeket kaptak az ER-negativ betegmintakon
végzett vizsgalatok soran is (228). A masodik vizsgalatban Creighton és munkatarsai a
prosztatarakban magas kifejezédést mutatdé géneket — c-MYC, AKT, ¢c-SRC, HER2 —
azonositott, amelyek Osszefliggést mutattak az onkogénekkel kapcsolt génkifejezodési
mintazat feliilregulaltsagaval (229). Azonban tanulméanyban nem vizsgaltak az onkogén
génkifejezddési mintdzat és a tulélés kozotti osszefliggést. Egy harmadik vizsgélat Soran
pedig megfigyelték, hogy a c-MYC, RAS, E2F3 és a CTNNBI gének altal képzett
génkifejez0dési mintazat valtozasa prediktiv értékii a RAS gatloszerekkel torténd

terapiara nézve. Tovabba szamos daganattipus esetén — tobbek kozott petefészek, tiidd és

116



DOI:10.14753/SE.2021.2478

emlddaganatok esetén —, ezen gének magasabb kifejezddése rosszabb tuléléssel tarsult
(230). Elmondhato, hogy ezen adatokkal a mi eredményeink is korrelalnak, ahol a 29 gén
altal képzett onkogénikus génkifejez6dési mintazat magasabb kifejezédése, rosszabb
taléléssel tarsult szamos daganattipus, mint példaul a petefészek, a glioma, a
hasnyalmirigy és a majdaganatok esetén.

A genom instabilitas az egyik alapvetd tényezo a daganatok fennmaradésa soran.
Szamos gén esetén igazoltak, hogy részt vesznek a daganatok genomialis instabilitasanak
a fenntartasaban. Korabbi tanulmanyokban vizsgaltdk a genomialis instabilitassal
Osszefliggd génkifejezddési mintdzatok Osszefiiggését a tuléléssel és egyes klinikai-
patoldgia paraméterrel. Néhany daganattipusban — ugymint az emlo, a tiido, a glioma, a
medulloblasztéma, a mezothelioma ¢és a limféma — a genomidlis instabilitdssal
Osszefliggd génkifejez0dési mintdzat magas expresszidja rosszabb tuléléssel korrelalt
(231). Tovabba, Habermann ¢és munkatarsai olyan 12 génbdl allé aneuploidiaval
Osszefliggd génkifejez6dési mintdzatot azonositott, amely a varhaté tulélésnek a
fiiggetlen elérejelzdje emlétumoros betegekben (232). Az elemzésiink soran a 150 genom
instabilitassal Osszefiiggd gén altal képzett génkifejez6dési mintazat nyolc daganattipus
esetén mutatott szignifikans Osszefliggést a tuléléssel. Ezek koziil a magas kifejezodés
rosszabb tuléléssel tarsult a glioma, a m4j hepatocellularis karcindma, a papillaris
veserdk, a szarkdma, valamint a tiidé adenokarcinoméban. A vilagossejtes veserdk és a
thymoma esetén a forditott Osszefliggést tapasztaltunk, ahol a mintazat magas
kifejezddése a jobb tuléléssel tarsult.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy lehetéség van minden egyes
daganattipus esetén a gyogyszerfejlesztés szempontjabol legrelevansabb, a daganat
kialakuldsaban részt vevd tényezdk rangsoroldsara és kivalasztasara, amely eldsegiti a

leghatékonyabb terapias célpont kivalasztasat.
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KOVETKEZTETESEK

7.1.

7.2.

7.3.

A KRAS mutacié fiiggé génexpresszios valtozasok vizsgalata soran a

nem-kissejtes tiidorakban a kovetkezé kovetkeztetéseket vontam le:

7.1.1. A KRAS mutacioknak nincsen kézvetleniil hatésa a ttlélésre a nem-
kissejtes tiidorakban.

7.1.2. A KRAS mutéciokkal és a KRAS gént érinté deléciokkal dsszefiiggd
génkifejez0dési mintazatnak jelentOs prognosztikus ereje van.

7.1.3. A KRAS mutaciokkal 6sszefiiggd génexpresszios valtozasok, a TOP1,
az ABL2 és a FOXRED2 géneken keresztiil, kozvetlen farmakologiai

relevanciaval rendelkeznek.

Az NPM1 mutaciok transzkriptomikus lenyomatanak vizsgalata esetén

az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

7.2.1. Az NPMI mutaciok hatasara n6tt a HOX gének (HOXAS, HOXA10,
HOXBS) ¢s a kofaktoraik (PBX3, MEIS1) kifejezédése akut mieloid
leukémiaban.

7.2.2. A HOX gének és a kofaktoraik kifejezddése szignifikans dsszefiiggést
mutatott a betegek talélésével.

7.2.3. A HOX génekbdl és a kofaktoraibol allo funkciondlis komplex

crer

A maj hepatocellularis karcindmaban torténd prognosztikus

biomarkerek vizsgalata soran az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

7.3.1. A korabban publikalt 173 prognosztikus mikro-RNS-b6l minddssze 29
esetében azonositottam szignifikans Osszefiiggést a kifejez0dés és a
teljes talélés kozott, fiiggetlen mikro-RNS kifejez6dési adatok
felhasznalasaval.

7.3.2. Osszesen 113 mikro-RNS esetében azonositottam expresszios eltérést
a normal és a tumoros hepatocelluléris karcindma szdvet kozott.

7.3.3. A mRNS alapu biomarkerek csaknem kevesebb, mint felének maradt
meg a prognosztikus tulajdonsdga a tulélés elemzés soran

hepatocelluléris karcindméban.
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7.3.4. A KIF18A volt az egyetlen gén, amely a vaszkularis invazi6 hatékony
elérejelzdjének bizonyul kiilonb6zd majtumoros betegesoportok

vizsgalata alapjan.

A daganat asszocialt gének prognosztikus hatasanak vizsgalata soran

kiilonb6zo daganattipusban az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

7.4.1. A daganatjellemzok altal képzett transzkriptomikus mintazatok
daganatspecifikus Osszefliggést mutatnak a teljes tuléléssel.

7.4.2. Egyes hallmark gének kifejezddése szignifikans, de eltérd
Osszefliggést mutat a tuléléssel tobb daganattipus esetén.

7.4.3. Az eredmények hozzdjarulnak az egyes daganattipusok esetén a

legoptimalisabb terapias célpont kivalasztasahoz.
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8 (OSSZEFOGLALAS

A munkdm elsd részében a szomatikus KRAS mutdciok altal befolyasolt
transzkriptomikus valtozasok talélésre gyakorolt hatdsat vizsgaltam nem-Kissejtes
tidérakban. Mutacidés ¢és génkifejezodési adatokat tartalmazo integralt adatbazis
l1étrehozasat kovetden olyan géneket azonositottam, amelyek szignifikans kifejezédésbeli
kiilonbségeket mutattak a KRAS mutdns és a KRAS vad tipust betegcsoportok kozott.
Ezen gének 4ltal meghatarozott transzkriptomikus mintazat erds szignifikéns
Osszefliggést mutatott a teljes tuléléssel.

Munkédm masodik részében megvizsgaltam az NPM1 mutaciok génexpressziora
¢s a betegek tulélésre gyakorolt hatasat akut mieloid leukémidban. NPM1 mutéciokkal
Osszefliggd génkifejezddési valtozdsokat azonositottam harom egymadstdl fiiggetlen
betegcsoporton. A HOXA5, HOXA10, HOXB5, PBX3, MEIS1 ¢és az ITM2A gének
mutattadk a legszignifikdnsabb eltérést az NPM1 mutans ¢s a vad tipust betegcsoport
kozott, amelyet a klinikai mintakon is sikertilt igazolnom.

Dolgozatom harmadik részében kordbban publikalt mikro-RNS ¢s mRNS alapt
biomarkerek prognosztikus hatasat vizsgaltuk kiilonboz6 expresszios adatbazisok
felhasznalasaval hepatocellularis karcinoméaban. A 173 korabban publikalt prognosztikus
mikro-RNS-ek kevesebb, mint a fele mutatott szignifikans dsszefliggést a teljes taléléssel.
Szintén irodalmi kereséssel 318 mRNS alapt prognosztikus biomarkert azonositottunk,
amelybdl 180 az azsiai betegcsoporton beliil, mig 128 a kaukazusi betegcsoporton beliil
bizonyult prognosztikusnak.

A munkdm utols6 szakaszaban 26 kiilonb6z6 daganattipus RNS szekvenalasi
adatat felhaszndlva megvizsgaltam az irodalomban ismeretes 673 daganat asszocialt gén
kifejez6dése ¢és a teljes talélés kozott az Osszefiiggést. Daganattipusonként
meghatdroztam a gének atlagos kifejez6désébdl szamolt transzkripcidos mintazat és a
teljes talélés kozotti  Osszefiiggést. A nyolc daganatjellemzOhéz  kapcsolt
transzkriptomikus mintdzat koziill a sejtosztédas fenntartdsa, genom instabilitas,
energiametabolizmus atalakitasa, attétképzés és invazio serkentése, valamint a sejthalél
elkeriilése mutatott szignifikans Osszefliggést a teljes taléléssel legalabb 6t daganattipus

esetén.
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9 SUMMARY

In the first part of my work, | investigated the effect of transcriptomic changes
influenced by somatic KRAS mutations on survival in non-small cell lung cancer. An
integrated database was created containing RNA sequencing and mutation data.
Differentially expressed genes were identified between the KRAS mutant and KRAS
wild-type patient groups. These genes formed the KRAS transcriptomic fingerprint that
associated with KRAS mutations and overall survival.

In the next part of the dissertation, | examined the effect of NPM1 mutations on
gene expression and patient survival in acute myeloid leukemia. Gene expression changes
were identified which were associated with NPM1 mutations using three independent
datasets. The HOXA5, HOXA10, HOXB5, PBX3, MEIS1, and ITM2A genes showed
the most significant gene expression differences between the NPM1 mutant and wild-
type patient groups, which was also confirmed in clinical specimens.

In the third phase of my work, | demonstrated the prognostic effect of previously
published microRNA and mRNA-based biomarkers in hepatocellular carcinoma using
different gene expression databases. Less than half of the expression of 173 prognostic
microRNAs showed significant association with overall survival in hepatocellular
carcinoma. According to the mRNA-based biomarkers, we identified 318 previously
published prognostic genes of which 180 biomarkers was associated with survival in the
Asian group and 128 biomarkers were prognostic in the Caucasian group.

In the last phase of my work, | examined the prognostic effect of tumor-associated
genes using the RNA-seq data of 26 different types of tumors. | examined the association
between the expression of 673 cancer hallmark genes and overall survival across all tumor
types. A transcriptomic surrogate signature for each cancer hallmark was also determined;
this is based on the means of the average expression of the cancer genes associated with
the given hallmark. The prognostic significance of these factors was examined in different
types of cancers. Among the eight main hallmark signatures, those associated with
oncogene activation, genome instability, cellular energetics, invasion and metastasis and

cell death resistance were significant in at least five tumor types.
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