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Roviditések jegyzéke

ABC - ATP-binding cassette (ABCB1, ABCB4, ABCB5)
ABI - Abirateron

ACTNL1 - Actinin alpha 1

ADT - Androgén deprivacios terapia

AGR?2 - Anterior Gradient 2

ANXA — Annexin (ANXA3, ANXAG)

APC - Allophycocyanin

AR - Androgén receptor (varidnsok: AR-V7, ARY)
ARE - Androgén-reszponziv elem (Androgen responsive element)
AREG - Amphiregulin

ATM - Ataxia-telangiectasia mutated

AUP1 - Ancient ubiquitous protein 1

BAIAP2L1 - BAR/IMD domain containing adaptor protein 2 like 1
BCA - Bicinchoninic acid assay

BPH - beningus prosztata hiperplazia

BRCA - Breast cancer antigen (BRCA1, BRCA2)

BSA - Borju szérum albumin (Bovine serum albumin)
C190rf21 - Uncharacterized protein C190rf21

CABA - Cabazitaxel

CALDL1 - Caldesmon 1

CALU - Calumenin

CD44 - Cluster of differentiation 44

CDH1 - Cadherin 1

CDKN1B - Cyclin dependent kinase inhibitor 1B

cDNS - Komplementer dezoxiribonukleinsav

CHEK?2 - Checkpoint kinase 2

ClI - Konfidencia intervallum

CKAP4 - Cytoskeleton associated protein 4

COASY - Coenzyme A synthase

COLG6AL1 - Collagen type VI alpha 1 chain

(m)CRPC — (metasztatikus) Kasztracid-rezisztens prosztatarak
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CT - Computer tomografia

Ct - Kiiszob ciklus (threshold cycle)

CTC - Kering6 tumorsejt (circulating tumor cell)

DHT - Sa-dihidrotesztoszteron

DLC1 - Rho GTPase-activating protein 7

DMSO - Dimetil-szulfoxid

DNS - Dezoxiribonukleinsav

DOC - Docetaxel

DR - Docetaxel-rezisztens

DTT - Ditiotretiol

ECOG PS - Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
EFHD2 - EF-hand domain-containing protein D2

EGFR - Epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal growth factor receptor)
ELISA - Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

EMP - Empirin

EMT - Epithelialis-mesenchymalis tranzicio

ENZA - Enzalutamid

EPCAM - Epithelial cell adhesion molecule

ERAP1 - Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1

ESR2 - Osztrogén receptor 2

FBS - Fotalis borju savo (fetal bovine serum)

FDR - Hamis felfedezési arany (false discovery rate)

FLNB - Filamin B

FLNC - Filamin C

GAP43 - Growth associated protein 43

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GSN - Gelsolin

HBS1L - HBS1 like translational GTPase

HCC - Hepatocellularis karcindma

HGFR - Hepatocita novekedési faktor receptor (hepatocyte growth factor receptor)
HOXB13 - Homeobox B13
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HPRT1 - Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HR - Kockazati arany (hazard ratio)

HSP - H6sokk fehérje (Heat shock protein) (Hsp27, Hsp70, Hsp90A)
(m)HSPC - (metasztatikus) Hormon-érzékeny prosztatarak

IAA - Jodacetamid

IL - Interleukin (IL-4, 1L-6)

IL13RAZ2 - Interleukin 13 Receptor Subunit Alpha 2

ISUP - Nemzetkozi Urologiai Patologiai Tarsasag (International Society of Urological
Pathology)

LC-MS/MS - Folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (Liquid
chromatography—mass spectrometry)

LDHA - Laktat-dehidrogenaz A

LHRH - Luteinizal6é hormon-felszabaditd hormon (Luteinizing hormone-releasing
hormone)

LIMCH1 - LIM and calponin homology domains 1

LMO?7 - LIM domain 7

LNPEP - Leucyl and cystinyl aminopeptidase

MAGED?2 - MAGE family member D2

MDR - Multidrug resistance

MES - 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid

MET - Tyrosine-protein kinase Met

MIC-1 - Macrophage inhibitory cytokine 1

MMP - Matrix metalloproteinaz (MMP-2, MMP-7, MMP-9)

MRI - Magneses rezonancia képalkotas (Magnetic Resonance Imaging)

MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide

n - Mintaszam

NAD(P) - Nikotinamid-adenin-dinukleotid (P: foszforilalt valtozat)

NAMPT (i, e) - Nikotinamid foszforiboziltranszferaz (iNAMPT: intracellularis;
eNAMPT: extracellularis)

NFDM - Zsirmentes szaraz tej (Non-fat dried milk)

OAT - Ornithine aminotransferase

p - Szignifikancia p-érték
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PARP - Poly (ADP-ribose) polymerase

PBS - Foszfat puffer (Phosphate-buffered saline)

PC - Prosztatarak (prostate cancer)

PCAS - Prostate cancer antigen 3

(g)PCR - (kvantitativ) Polimeraz lancreakcio

PDIA3 - Protein disulfide isomerase family A member 3

Pl - Propidium-jodid

PI3K - Foszfatidilinozitol-3-kinaz

PI-RADS - Prostate Imaging-Reporting and Data System

Prg - progresszio

PSA (fPSA, tPSA) - prosztata specifikus antigén (szabad PSA, teljes PSA)
PYGB - Glycogen Phosphorylase B

PYGL - Glycogen Phosphorylase L

RAD - Irradiaci6, sugarterapia

RANK - Receptor activator of nuclear factor kappa-B

RASSF3 - Ras Association Domain Family Member 3

RDV - Rektalis digitalis vizsgalat

RECIST - Response Evaluation Criteria in Solid Tumours

RIPA - Radioimmunoprecipitation assay

RNS - Ribonukleinsav

RPE - Radikalis prosztatektomia (radical prostatectomy)

SDC1 - Syndecan-1

SiRNS - kis interferald ribonukleinsav (small interfering ribonucleic acid)
SND1 - Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

STAT - Signal transducer and activator of transcription

SYPLL1 - Synaptophysin-like protein 1

TBST - Tris-buffered saline + Tween 20

TFA - Trifluorecetsav

TMPRSS2-ERG - Transmembrane serine protease 2 - ETS transcription factor ERG
genfizio

TNM - Tumor Nyirokcsomd Metasztazis (Tumor Node Metastasis)
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1. Bevezetés
1.1. A prosztata anatomiaja, hisztologiaja, szerepe

A prosztata a férfiak bels6 nemi szervei kozé tartozo6 paratlan szerv, amely alakjaban
¢s méretében gesztenyéhez hasonlithato. A szerv a hugyholyag alatt helyezkedik el, ahol
a prosztata alapja (basis prostatae) a holyaggal a htigycso kilépése koriili részén csekély
mértékben 0sszendtt, mig hatsé dombort felszine a végbél gorbiiletével érintkezik. A
prosztatdit a hugycsé aszimmetrikusan farja at, amelybe a herék feldl érkezd két
ondokil6velld csatorna (ductus ejaculatorius) a szerv kdzepe tajan kapcsolodik be [1].

A prosztata a férfi szaporitd rendszer legnagyobb mirigye, amelynek tomor stromdja
a mirigyek mellett simaizombdl és kotdszovetbdl épiil fel. A szerven beliill 20-50
kiilonb6z6 méretii tubuloalveolaris mirigy talalhatd, amelyek a hugycsdbe nyilnak. A
szerv szerepe a prosztatanedv termelése és tarolasa, amely ejaculatio esetén a spermat
higitja, a himivarsejtek mozgasat serkenti, valamint lugos kémhatasaval azok
¢életképességét noveli. Emellett az ejaculatio soran a prosztata simaizomzata részt vesz az
ondo kilovellésében is [1, 2].

A szerv szekrécids aktivitdsat, szovetének szerkezetét nagyban befolyasoljak
androgén hormonhatdsok. A tesztoszteron hormon bioldgiailag aktivabb 5Sa-
dihidrotesztoszteronna (DHT) val6d atalakitasara tobb egyéb szerv mellett a prosztata

stromalis és basalis sejtjei is képesek [1, 2].
1.2. A prosztatarak etiolégiaja, epidemiologiija, prevencidja

2018-as adatok alapjan a vildgon évente hozzavetdlegesen 1,3 millio Uj
prosztatarakos (PC) megbetegedést diagnosztizalnak, valamint 360.000 PC-vel
Osszefiiggd haldlozast regisztralnak [3]. Hazdnkban a PC éves incidenciaja 4500 koriili,
mig 1300 halaleset irhat6 a betegség szamlajara [4, 5]. A férfiak korében a vildgon a PC
a masodik leggyakrabban diagnosztizalt malignus elvaltozas, valamint a daganatos
megbetegedések okozta halalokok rangsoraban az 6todik helyet foglalja el [3].

A PC incidenciaja a vilag kiilonboz6 tajait 6sszehasonlitva nagy eltéréseket mutat. A
fejlett orszagokban, igy Ausztralidban, Eszak- és Nyugat-Eurépaban, valamint Eszak-

Amerikdban a leggyakoribb a betegség el6fordulasa és jellemzden Dél- és Kelet-
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Azsiaban, illetve Afrika északi és keleti részén talalkozunk a legalacsonyabb incidencia
adatokkal [3].

A PC rizikotényezdit illetéen kevés informacié all rendelkezésiinkre, mindazonaltal
multifaktoridlis betegségként tekintiink ra, amely azt jelenti, hogy az 06roklott
elvaltozasokon feliil a kdrnyezeti tényezok egyiittesen alakitjak ki a szerv malignus
elfajulasat. A daganat incidencidja és mortalitdsa a magasabb életkorral fiigg Ossze, igy
ezek a mutatok az iddsebb (65 év feletti) férfiak vonatkozasaban a legmagasabbak [6].
Ha a kiilonb6z6 etnikai csoportokat hasonlitjuk 06ssze, kirajzolddik, hogy az
afroamerikaiak korében talalkozunk a legagresszivabb fenotipusi PC-vel, valamint a
legmagasabb el6fordulasi arannyal is, amely Osszefliggés a betegség genetikai eredetére
utal, de nem elhanyagolhat6 az életmod, valamint a kdrnyezeti faktorok szerepe sem [3,
5, 6].

Jelenlegi tudasunk szerint a PC-vel diagnosztizalt betegek kozel egyotodének csaladi
anamnézisében eléfordult mar a betegség, amelyben a genetikai alapok mellett a hasonlo
kornyezeti karcinogéneknek vald kitettség és életmod is kozrejatszik [6, 7]. A PC
orokletes formajaért foként DNS-hibajavitasban részt vevo gének feleldsek, melyek koziil
a BRCA2 és BRCA1L, az ATM ¢és CHEK2 csiravonali mutacioi emelenddk ki [8]. A
genetikai hattérrel kapcsolatos kutatasok ravilagitottak, hogy mivel az agresszivebb,
metasztatikus esetek kozel 10%-aban talalni csiravonalbeli mutéaciot a szervre lokalizalt
daganatok esetén tapasztalt 5%-hoz képest, igy az agresszivabb PC-k korében az
orokletes hattér gyakoribb [8, 9]. A tovabbi rizikdgének felderitését célzd kutatdsok
alapjan a HOXB13, CDKN1B, RASSF3 ¢és ESR2 gének polimorfizmusairdl bizonyosodott
be, hogy genetikai eltérései hajlamositod tényezot jelentenek a betegség kialakulasanak
szempontjabol [9, 10].

A taplalkozasnak fontos szerepe lehet a PC megel6zésében. A tlzott hus, kivaltképp
a vOoros husok, a magas telitett zsirsav tartalmu ételek fogyasztisa novelheti a PC
kialakulasdnak kockazatat. Ezzel szemben a keresztesviragi zoldségek (pl. karfiol,
brokkoli, kelbimbo, kdposzta) fogyasztasa csokkentheti a megbetegedés rizikojat [6, 11,
12]. Bar egymasnak ellentmond6 eredmények jelentek meg a téméban, a paradicsom
fogyasztas, annak likopintartalma miatt protektiv hatasu lehet, kiilondsen E-vitaminnal és
szelénnel kiegészitve [6, 13]. A tulzasba vitt alkohol fogyasztassal kapcsolatban tobb

tanulmany is megjelent, miszerint az novelheti a PC miatti haldlozast [14]. A dohanyzas

10
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tobb modon is segitheti a daganatok megjelenését, igy a PC-vel kapcsolatban is felmeriilt,
mint kockazatnoveld életmodbeli faktor. Egyrészrél a dohanyfiistben 1évo karcinogén
anyagok génmutaciokhoz vezethetnek, valamint a férfi dohanyosok vérében a nemi
hormonok szintje megnovekszik, amelyek hozzajarulhatnak a PC kialakuldsahoz és
progresszidjahoz [6, 15, 16]. Az egyik legegyértelmiibb kockézati tényezd a metabolikus
szindroma nyoman kialakulé elhizas és magas vérnyomas [5, 6, 17]. Jelenlegi
tudomasunk szerint a PC el6forduldsanak kockazata helyes ¢életmoddal csokkenthetd. A
normal testsuly megtartasa fontos szempont, amelyhez a mindennapos aktivitds és
rendszeres testmozgas hozzéasegit, de kiemelt szerep harul az egészséges taplalkozasra is.
Zoldségekben, gylimolcsokben és antioxidansokban gazdag, mig telitett zsirokat

tartalmazo ételekben, husokban mérsékelt étrend célravezetd lehet [5, 6].
1.3. A prosztatarak tiinettana, sziirése, diagnosztikaja

A PC korai stadiumban jellemzden tiinetmentes, amely a korai felismerés
fontossagara hivja fel a figyelmet. Mikor a daganat eldrehaladottabb stadiumuva fejlodik,
ugy vizeletiiritési gondokat okozhat. A PC elsd tiinetei kozott szerepelhet az akadozo
vagy nehézvizelés, a vizeletelakadés, a gyakori vizelési inger €és a gyenge vizeletsugar.
Lokalisan  elérehaladott  esetekben  eléfordulhat  veseiiregrendszeri  pangas,
vérszegényseég, véres vizelet vagy akar als6 végtagi vizenyd is. Ritka tlinet lehet a
hematospermia megjelenése. A PC leggyakrabban a csontokba metasztatizal, igy a
daganat jelenlétére gyakran a csontfijdalom, ritkdbban patologias csonttdrés nyoman
dertl fény [5, 18].

A PC-re kiilondsen igaz, hogy az elvaltozas miel6bbi észlelése kritikusan fontos a
betegek gyogyuldsa szempontjabdl. Az ehhez szilikséges szlirdvizsgalaton az 50 év feletti
férfiaknak évente ajanlott megjelenni. Azon férfiak esetében, akiknek csaladi
kortorténetében szerepelt PC eset vagy igazoltan patogén BRCAZ2 génmutéiciot
hordoznak, mar 40-45 éves koruktol kezdve érdemes a szlirdvizsgalatokon részt venni [5,
19].

Az alap szlirési protokoll szérum PSA-szint (prosztata specifikus antigén)
meghatarozasbol és rektalis digitalis vizsgalatbol (RDV) 4ll. PC gyantja esetén
(emelkedett vagy emelked6 tendenciat mutatd szérum PSA-szint, vagy gyanus tapintasi

lelet) a diagnozist szovettani vizsgalattal is sziikséges megerdsiteni [5, 19, 20].

11
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A PSA egy glikoprotein, amelyet a prosztata epithelialis sejtjei termelnek, és feladata
az ondovaladék elfolyositasa a himivarsejtek mozgasanak eldsegitése érdekében. A PSA
egy fontos biomarker a PC felfedezésében, ezen feliil a kezelések hatékonysaganak,
valamint a tumor progresszidjanak meghatarozasaban, azonban alkalmazasanak korlatjai
vannak. A PSA prosztata specifikus, de nem PC-specifikus marker, ami azt jelenti, hogy
szérumszintjének emelkedése ugyanugy jelezhet prosztata gyulladast, jéindulati
megnagyobbodast, mint ahogyan daganatos elvaltozast is [5, 19, 20]. Az 1980-as évek
kozepétdl kezdve a PC-vel diagnosztizalt betegek szama jelentésen megndtt, amelynek
egyik oka a PSA-sziirés bevezetése volt. Ma mar latjuk, hogy tiinetmentes férfiak PSA
meghatarozasa gyakran vezethetett latens, klinikailag indolens PC diagnosztizalasahoz,
amely sok esetben a beteg tulkezelését eredményezte, éppen ezért a PSA-sziirés
finomhangolasara volt sziikség [6, 19, 21].

A PSA véraramba jutva jellemzden fehérjékhez kotve (kotott PSA) jelenik meg,
azonban egy kisebb hanyaduk szabadon (szabad PSA vagy fPSA) kering a vérben. A PSA
két formaja egyiittesen adja a teljes PSA értéket (total-PSA vagy tPSA). A tumor
kockézatanak becslésére szolgal a fPSA/tPSA hanyados meghatirozasa, amely minél
nagyobb értéket vesz fel, annal valdsziniibb, hogy nem malignus folyamat okozza a PSA-
szint emelkedést a vérben. Tovabbi fontos szempont, hogy a szérum PSA-szint (ng/ml)
mérése mellett figyelembe vegyiik a prosztata térfogatat is. Igy hatarozhato meg a PSA-
denzitds, amely a szérum PSA-szint és a prosztata térfogatdnak hanyadosaként
szamolando érték. Ezen kiviil a PSA-sebesség is egy olyan mérdszam, amely segithet a
tumor specificitast javitani, hiszen ezen érték az egy év alatt bekovetkezett PSA-szint
emelkedést hatarozza meg (ng/ml/év). A PSA duplazodési id6 azt az id6t adja meg, amely
alatt a PSA érték a kétszeresére nd. Fontos azonban megemliteni, hogy 1éteznek PSA-t
nem termeld (PSA-negativ) PC esetek (pl. tisztan neuroendokrin PC-k) is, igy 6nmagéaban
a szérum PSA-szint meghatarozas nem elégséges diagnosztikus eszkéz. Habar a klinikai
gyakorlatban még nem elterjedt mddszer, de ma mar vizeletbdl kimutathatd biomarkerek
is segithetik a PC diagnodzisanak felallitasat. Prosztatamasszazst kovetd vizeletvétel utan
a PCAS3 (prostate cancer antigen 3), valamint a TMPRSS2-ERG génfuzié kimutatasa,
illetve azok kombinalasa segithet a daganat jelenlétét igazolni [5, 19, 20, 22].

A PC Kklinikai stadiumbesoroldsa ma mar nem képzelhetd el képalkotod eljarasok

igénybevétele nélkiil. A prosztata ultrahangos vizsgalatdval megallapithaté a szerv
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szerkezete és mérete, viszont a benignus és malignus daganatok nem kiilonboztethetok
meg altala. A computer tomographidas (CT) eljaras megfeleld képalkotd6 modszer a PC
szervi attéteinek észlelésére, azonban a magneses rezonancia (MRI) vizsgalat altal
nyujtott PI-RADS (Prostate Imaging-Reporting and Data System) besorolas szolgaltatja
a leginformativabb képet a prosztatat érinté benignus vagy malignus elvaltozasokrol. Az
MRI vizsgélat segitségével pontosan meghatarozhatdé a tumoros teriilet a szerv
allomanyan beliil, ezaltal a biopszids mintavétel optimalis helye is behatarolhatd, tovabba
pontosabb informacidt ad a prosztatarak lokalis kiterjedtségérol. A csontmetasztazisok
kimutatasara szolgalo csontszcintigrafias vizsgalat szintén elengedhetetlen a prosztatarak
klinikai stadiumbesorolasahoz, mely izotopdiagnosztikai modszerrel torténik [5, 19, 20].

A prosztata tlibiopszids mintavételét a magas vagy emelkedd tendenciat mutatd
szérum PSA-szint, valamint a kéros RDV lelet indokolhatja. A lokalis analgézia mellett
a végbélen vagy a gati szakaszon at torténd ultrahang vezérelt biopszias mintavételt gy
kell kivitelezni, hogy a prosztata mindkét lebenyébdl, a szerv teljes allomanyat a lehetd
legjobban lefedd 6-6 szdvetminta vételezése torténjen meg. A szovetmintat ezt kovetden
patologus szakorvos elemzi, valamint éallapitja meg a tumor jelenlétét, amely a PC

diagnozisanak alapjat képezi [5, 19, 20].
1.4. A prosztatarak patologiaja, prognosztikaja

A PC-k hozzavetSlegesen 95%-a szOvettanilag acinaris (,klasszikus”)
adenocarcinoma, mig kb. 5%-a ductalis eredetii adenocarcinoma. A PC 70-80%-ban a
szerv periférias zonajabol indul ki [5, 23]. Az adenocarcinomdk képesek neuroendokrin
differenciacio utjan elindulni, azonban tisztan neuroendokrin PC-k csak ritka esetekben
alakulnak ki és igen rossz prognoézissal jellemezhetdek [5, 23, 24].

A biopszids mintavétel célja, hogy a patologus szakorvos megallapitsa a tumor
differencidltsaganak mértékét, amely a progndzis megallapitasanak szempontjabol
kiemelt fontossagu 1épés, valamint a késdbbi terapias dontést is nagyban befolyasolja. A
tumor differencialtsaganak leirasara a Gleason-grade értékek hasznalatosak, amely két,
egyenként 1 és 5 kozotti értékbol all. Az elsd szdmot a tumormintan lathaté kiterjedését
tekintve domindns, a masodik értéket a legkevésbé differencialt daganatos mirigyek
grade értékével adjak meg (pl. 3+4). Az értékek Gsszeadasaval hatarozhaté meg a daganat

Gleason-pontszama (Gleason-score), és ennek alapjan az ISUP-grade (International
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Society of Urological Pathology) (1-5) besorolas (1. tablazat). Az ISUP-grade rendszer
bevezetése lehetévé tette, hogy a PC gradusa Osszevethetd lehessen mas tumorok

gradusaval [5, 19, 23, 25, 26].

1. tablazat — A PC szovettani kiértékelésére 1étrehozott Gleason pontszamok és ISUP-

grade rendszer, valamint azok klinikai jellemz6i [5, 19].

ISUP  Gleason-
grade pontszam

Atumoros mirigyek szerkezete Klinikai jellemzék

- legkevéshbé agressziv

1 2-6 Kizérolag ktlénallg, jol formalt mirigyek - nagyon lassu névekedés(
- alacsony kockazatu
. L X L . . - kevéssé agressziv
Tulnyomaorészt jol formalt mirigyek, de kis terlleten rosszul o s
2 7 (3+4) A L, o . - lassu névekedésl

formalt / fuzionalt / cribriform mirigyek . L
- alacsony / kézepes kockazatu
- mérsékelten agressziv
Tulnyomaorészt rosszul formélt/ fuzionalt / cribiform mirigyek, ) g B
3 7 (4+3) X A . B L - gyors ndvekedésl

de kis terlleten jol formalt mirigyek . L,

- kbze pes / magas kockazatu

- Kizérdlag rosszul formalt / fuzionalt / cribriform mirigyek, vagy

- Tulnyomdrészt jol formdlt mirigyek és kis terlileten - agressziv
4 8 mirigyképzd tendencia hidnya, vagy - gyors novekedés(

- Tulnyomaorészt mirigyképzé tendencia hidnya és kis terlleten - magas kockazatu

jol formalt mirigyek
- nagyon agressziv
- gyors novekedésl

- magas kockézatu

Mirigyképzés hianya. Mirigynekrozis, rosszult formalt / fuzionalt

5 9-10
/ cribriform mirigyekkel vagy anglkul.

A daganatokat kiterjedésiik alapjan is fontos osztdlyoznunk, erre szolgal a TNM-
klasszifikacid. A *T’ a primer tumor, az ’N’ az esetleges nyirokcsomo érintettség, mig az

"M’ a tavoli metasztazisok jellemzésére szolgal (2. tablazat).
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2. tablazat — A PC Tumor Node Metastasis (TNM) klasszifikacidja [5, 19].

Osztalyozas Definicié
T - Primer tumor
Tx A primer tumor nem kiértékelhetd
T1 Klinikailag nem észlelhet® tumor, amely nem tapinthatd
Tla Incidentalisan felfedezett tumor a reszekalt minta < 5%-aban
Tib Incidentalisan felfedezett tumor a reszekalt minta > 5%-aban
Tlc Tumor igazoldsa az emelkedett PSA-érték miatt végzett tlibiopszias sz&vetmintaban
T2 A prosztatara korlatozddd, tapinthatd tumor
T2a Atumor az egyik lebeny £ 50%-at érinti
T2b Atumor az egyik lebeny > 50%-at érinti
T2c A tumor mindkét lebenyt érinti
T3 Prosztata tokjan tul terjedd tumor
T3a Prosztata tokjan tulterjedd (extrakapszularis) tumor
T3b A tumor infiltrdlja a vesicula seminalist
T4 Atumor raterjed a szomszédos szervekre:

kilsd sphincter, véghél, levator izomzat és/vagy medencefal

N - Regionalis (medencei) attét

Nx Regionalis nyirokcsomok nem kiértékelheték
NO Nincs regionalis nyirokcsomaoattét
N1 Regionalis nyirokcsomdattét van

M - Tavoli attét

MO Nincs tavoli attet

M1 Tavoli attet
Mila Nem regionalis nyirokcsomdattét
M1b Csontattét
Milc Egyébtavoli attét

1.5. Androgének szerepe a prosztatarakban

Az endogén androgénszintézis, melynek terméke a szteroid szerkezetli tesztoszteron,
valamint az abbol keletkez6 DHT fOként a here Leydig-sejtjeiben, kisebb mértékben a
mellékvesében torténik, ahonnan szekrécioval keriil a véraramba. A DHT a hormon
biologiailag leghatékonyabb forméja, melynek képzddése foként az androgénérzékeny
célszovetekben torténik meg. Az androgének sziikségesek a férfi nemi jellegek
kialakitasaban, ahogy a prosztata fejlédése is fligg ezen hormonok szintjétdl. Az
androgének hatdsai a célsejtek androgén receptorain (AR) keresztiil valosulnak meg. A
ligand-fiiggd AR aktivalt allapotaban transzkripcids faktorként funkcional. Mivel a DHT
nagyobb affinitdssal kotddik az AR-hoz, igy ennek klinikai jelentdésége is nagyobb.
Fiziologias koriilmények kozott a normdl modon mitkodd prosztatasejtek androgén
fiiggdk, azaz érési, differencialodasi folyamataikat, novekedésiiket és életben
maradéasukat az androgénszint szabalyozza. A folyamat a kdvetkezdképpen zajlik: az

androgén érzékeny prosztatasejtek altal a tesztoszteron felvételre keriil a vérarambol,
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melyet So-reduktdz enzimiik segitségével DHT-nd, az AR ligandjava alakitanak at. A
ligand-receptor kapcsolat 1étrejotte képes aktivalni az AR-t, amely foszforilalodik és
dimerizal6dik, majd a mikrotubulusok mentén a sejtmagba transzlokalodik. Itt a DNS un.
androgén-reszponziv elemeihez (ARE — androgen responsive element) kotédik, amellyel
elindulhat androgén célgének atirdsa. A génaktivacid hatasara a prosztatasejtek ttlélése,
proliferacidja beindul, valamint PSA termelésiik is megnovekszik (1. abra) [5, 27, 28].
Ezen molekularis folyamat ismerete sziikséges az androgén deprivacids terapia (ADT)

lényegének megértéséhez.

Citoplazma

AR célgének
atirasa

1. abra — Az androgén hormon (DHT) androgén receptoron keresztiil kifejtett
hatasai. A tesztoszteron hormon a vérarambol a prosztatasejtekbe bejutva Sa-
dihidrotesztoszteronna alakul a sejt Sa-reduktaz enzim segitségével, amely az androgén
receptor bioldgiailag aktivabb ligandja. A ligand ezt kovetden a citoplazmaban 1évo
androgén receptorhoz kotddik, amelynek hatasara a HSP70 és HSP90 fehérjék levalnak
a receptorrdl, majd a receptor-ligand komplexek dimerizalédnak és kinazok altal
foszforilalodnak. A dimerek ezt kdvetden a mikrotubulusok mentén széllitddnak a
célgének atirasaban vesznek részt. Ennek hatasara a tumorsejtek talélnek és proliferalnak.
T — tesztoszteron; DHT - So-dihidrotesztoszteron; AR — androgén receptor; ARE —
androgén reszponziv elem; MT - mikrotubulus.
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1.6. A prosztatarak kezelési lehetdségei

1.6.1. Szervre lokalizalt, illetve lokalisan el6rehaladott prosztatarak kezelése

Azokban az esetekben, amikor a PC diagndzisa szerint a tumor a szervre lokalizalt
vagy lokalisan elérehaladott, olyan elsddleges kezelési lehetdségek jonnek szoba, mint a
beteg aktiv kovetése, a radikalis prosztatektomia (RPE), a sugarkezelés, valamint a
megfigyelés. Az ilyen staddiumu esetek terdpidjanak kivalasztasandl fontos a daganat
rizikdcsoportba sorolasa, valamint a beteg tdjékoztatasa. A PC diagnozis felallitasat
kovetden a megfeleld ellatas megvalasztasahoz onkoteamnek kell a kezelési stratégiat
kialakitania, melynek figyelembe kell vennie a tumor sajatossagait, a beteg varhato
¢lettartamat és bioldgiai korat, valamint igényeit is [5, 19]. A nem el6érehaladott
prosztatatumorok egyes rizikdcsoportba soroldsdnak szempontjai tablazatos forméban

keriiltek 0sszefoglaldsra (3. tablazat).

3. tablazat — A nem el6rehaladott PC rizikdbesorolasanak szempontjai, valamint a
radikalis prosztatektomia (RPE) indikécioi [19].

Alacsony kockdazatu | Kozepes kockazatu | Magas kockdazatu
Szervre lokalizalt tumor | Helyileg elérehaladott tumor
PSA PSA < 10ng/ml PSA 10-20 ng/ml PSA > 20 ng/ml barmilyen PSA-szint
Patol6giai mutatok és I?UP grade 1 vagy ISUP grade 2-3 vagy ISUP grade 4-5 barmilyen ISUP grade
éscll-2a vagy cT2b vagy cT2c cT3-4 vagy cN+
N artelmdi
RPE indikicié Pjg“fk ,Ttm”e" Indikalt Leginkabb indikalt Indikalt
Indika

Az aktiv kovetés célja az alacsony rizikdju PC esetek tulkezelésének elkeriilése. Ez
a stratégia abban az esetben preferalando, amikor a daganat alacsony rizikdja, valamint a
beteg egyiittmiikodést mutat a rendszeres PSA-szlirésre €¢s RDV-ra, valamint sziikség
esetén a biopszias mintavételre. Az igy kovetett tumor kezelését abban az esetben kezdik
meg, ha a progresszio jelei tapasztalhatok [5, 19].

Az RPE, azaz a prosztatdnak és tokjanak, valamint a regionalis (kismedencei)
nyirokcsomodknak €s ondomirigyeknek miitéti eltavolitasa jelenti az egyik kurativ jellegii
kezelési format, amelyet azon nem attétes PC betegeknek ajanlanak, akiknek varhato
¢lettartama legalabb 10 év és nem szenvednek egyéb sulyos betegségben [5, 29-31]. A
sebészeti eljaras célja a prosztatatumor maradéktalan eltavolitisa a szervezetbdl, tovabba
lehetdség szerint a paciens kontinencidjanak €s merevedési képességének megdrzése. A

kezelés a beteg teljes gyogyulasdhoz vezethet, talélését nagymértékben novelheti. Az
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RPE elvégezhetd laparoszkopiaval vagy nyilt mitéttel [5, 19, 30, 32]. A mitétileg
eltavolitott tumorszovet patologus altal torténd vizsgalata fontos mozzanat a beteg
tovabbi kezelése szempontjabol. A pozitiv reszekcids szél, illetve a tumor prosztata
tokjan vald attorése, valamint a kérnyezd szoveteket érintd besziirddése indikalja a
sugarterapia alkalmazasat [5]. Ezen feliil ahogyan a PC barmely kezelését kovetden, ugy
az RPE utan is a PSA-szint monitorozasnak nagy jelentésége van, hiszen ez alapjan a
mitét utdn esetlegesen visszamarado tumorsejtek kimutathatok, valamint a késdbbiekben
a tumor recidiva igazolhato, ezaltal a tovabbi terapids 1épések megalapozhatok [5, 19,
33].

A sugarterapia gyogyitd dozisban ugyancsak végezhetdé a szervre lokalizalt PC
esetében. A sugarterapias orvos a PC kockézati besorolasatol fliggden kezeli a prosztatat
vagy azon feliil az onddhdlyagot, valamint a magas kockdzat esetén a kismedencei
nyirokrégiot is. A kezelés megoldhatd kiilsé sugarzds utjan, illetve szovetkozi
besugarzassal (brachiterapia), valamint ezek kombinacidjaval [5, 19].

A megfigyelés olyan PC betegek esetén keriil szoba, akiknek rovid a varhatd
¢lettartamuk, valamint nem alkalmasak kurativ jellegli kezelésre. Esetiikben palliativ
ellatasra van lehetdség, amellyel a tiinetek csokkentése, illetve a kezelés okozta toxicités

mérséklése a cél [5, 19, 34].
1.6.2. Elérehaladott prosztatarak kezelése
1.6.2.1. Hormon-érzékeny prosztatarak kezelése

Ugyan a PC progressziojanak okait még nem ismerjiik teljes egészében, azonban
ismert, hogy a PC kezdetben hormonfiiggd (hormone sensitive prostate cancer — HSPC)
betegség, igy az androgén szintézis gatlasaval a betegek tulnyomd tobbsége jellemzden
évekig eredményesen kezelhetd [35]. ADT abban az esetben indithato, ha a kurativ céli
sebészi vagy sugarterapias kezeléseket a beteg allapota nem engedi, vagy ha a daganat
eldrehaladott stddiuma miatt mar nem alkalmazhatok. Az ADT célja az androgének
termelddésének blokkolasan alapul, amelyre tobb megoldas is létezik. A sebészi
kasztraci6 ma mar hattérbe szorult, mivel a kasztrdci6 ma mar gyodgyszeres uton is
megvalosithatd. A vér tesztoszteron szintjének csokkentését LHRH (luteinizalé hormont
felszabaditd hormon) agonistakkal és antagonistakkal egyarant elérhetjiik [36]. LHRH

agonistakkal a szérum tesztoszteron szint 4 héten beliil, mig LHRH antagonistakkal mar
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1 hét mulva a kivant kasztracids szint (<50 ng/dl vagy 1,7 nmol/l) al& szorithat6 [19]. A
PC hormonérzékenysége azonban muland6 allapot, ugyanis jellemzden 2-3 éves ADT
kezelés utdn a daganatok belépnek az Un. hormonrefrakter (méas néven kasztracio-
rezisztens) stadiumba. A kasztracid-rezisztens allapotrél akkor beszéliink, ha a vérben
1évé kasztracids tesztoszteron szint ellenére biokémiai vagy radiologia progresszid
tapasztalhaté [35]. A biokémia progressziot a PSA szérumszintjének tendencidzus
emelkedése jelenti, amelynek legalabb 50%-kal kell meghaladnia a nadir értéket, azaz a
kezelés soran mért legalacsonyabb PSA koncentraciot. A radioldgiai progresszid akkor
allapithaté meg, ha legalabb két 0j csontattét megjelenése igazolhatd, vagy ha a lagyrész
metasztazis a RECIST kritériumoknak megfelel6 progressziot produkal [19].
Napjainkban az ADT terdpia mellett az eredetileg kasztracio-rezisztens prosztatarak
(CRPC) ellen alkalmazott docetaxel (DOC) kemoterapia, valamint az abirateron (ABI) is
alkalmazhaté metasztatikus hormonérzékeny (mHSPC) betegek esetén [37, 38]. A DOC
¢s az ABI els6ként kasztracio-rezisztens stddiumi prosztatardkban kertilt

torzskonyvezésre, igy részletesebben a kdvetkezd alfejezetben keriilnek bemutatésra.
1.6.2.2. Kasztracio-rezisztens prosztatarak kezelése

A PC tehat iddlegesen kontroll alatt tarthatd gyogyszeres vagy sebészi kasztraciod
utjan, azonban a daganat idével Ohatatlanul hormon-fiiggetlen méodon is képes lesz
novekedni, igy kialakul a CRPC, amely stadiumban 1év0 betegeknél jellemzden tavoli
attétek is detektalhatok (mCRPC — metasztatikus kasztracid-rezisztens prosztatarak) [35].

A Kkasztracio-rezisztens tumorok kezelésére ma mar szamos gyogyszer all
rendelkezésre, azonban az els6vonalbeli kezelés, valamint az egyes gyogyszerek
szekvencidjanak optimalis megvalasztasara jelenleg nincsenek megfeleld biomarkereink.
A klinikai dontéshozatal igy leginkabb a beteg allapotat, kortorténetét, kisérd betegségeit,
illetve a gyogyszerek elérhetdségét, mellékhatasait veszi figyelembe. Az mCRPC betegek
elsévonalbeli kezelésére rendelkezésre 4116 hatdéanyagok; a DOC kemoterapia, valamint
az AR tdmadaspontu enzalutamid (ENZA) ¢és ABI, valamint a csontattéteket célzo
radium-233 izotop kezelés. Masod- vagy tobbedik vonalban a fenti harom szeren kiviil
adhato a cabazitaxel (CABA), valamint a BRCA1-mutdns paciensek esetében kiilonbdzo

PARP inhibitor kezelések (Olaparib, Rucaparib), illetve a mikroszatellita instabilitast
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hordoz6 betegeknek elérhetd az immunellendrzépont-gatld (Pembrolizumab) kezelés
[39].

A fent emlitett kezelések koziil elséként, 2004-ben a DOC kemoterapiat
engedélyezték az mCRPC daganatokkal szembeni kezelésre, amely maig is az egyik
legjelentdsebb elsdvonalbeli kezelésnek szamit [33, 40]. A citotoxikus taxanok
hatdsmechanizmusukat  tekintve az intracellularis mikrotubulusok B-tubulin
alegységeihez kotddnek, igy azok nem képesek a rajuk jellemz6 dinamikus instabilitast
fenntartani, eczaltal a sejtek ,,megbénulnak”. A stabilizalt mikrotubulus rendszer
apoptdzisra kényszeriti az osztédod sejteket, ugyanis a mitotikus huzéfonalak gatlasa
révén a sejtek nem képesek a sejtciklus G2/M ellenérzépontjan taljutni [41]. A kezelés
tovabbi kovetkezménye, hogy a mikrotubulusok mentén, a sejtmagba torténd AR
transzport is ledll, igy a kemoterapias kezelés az androgén jelutra is hatast gyakorol [42].

A TAX327 és a SWOG 99-16 fazis 3 klinikai vizsgalatok mutattak ki az mCRPC
betegek jobb talélését DOC-kezelés hatasara az addig korabban alkalmazott mitoxantron
kemoterapidval Osszevetve [40, 43]. A CABA azon betegek szamara lett kifejlesztve,
akiknél tumorprogresszio volt tapasztalhato a DOC-kezelés alatt. A CABA a klinikai
vizsgalatokban a DOC-hoz hasonlé hatékonysagot mutatott a DOC-érzékeny
daganatokkal szemben, azonban a taxdn-rezisztenciat mutaté tumorokkal szemben
hatasosabbnak bizonyult a DOC-nal [44-46]. A DOC-rezisztencia kialakulasakor
masodvonalban opcid lehet a CABA kezelés, &m napjainkban gyakrabban alkalmazzak
az ABI vagy az ENZA kezeléseket [5, 39].

A 2010-ben engedélyezett ABI egy Cypl7 inhibitor, mely a sejtek
androgénszintézisét képes gatolni, ezaltal csokkenti a véraramba jutd tesztoszteron
mennyiségét [47]. A két évvel késobb torzskonyvezett ENZA ugyancsak anti-androgén
tdmadaspontu hatdanyag, azonban nem az androgén bioszintézist gatolja, hanem az
AR-t. Az ENZA tehat az AR kompetitiv antagonistajaként megakadalyozza az AR-ligand
(DHT) kotodést, ezaltal nem képes a receptor a sejtmagba bejutva transzkripcids
faktorként célgénjeit atirni [48]. Jelenleg hazankban mindkét utdbb emlitett gyogyszer
alkalmazhat6 olyan betegek esetén, akiknél tumorprogresszié allapithaté meg a DOC-
kezelés folyaman vagy azt kdvetden, azonban pre-kemoterdpias indikacidjuk is létezik
[38].
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Az eldrehaladott PC esetekben gyakran a beteg szervezetében csontmetasztazisok
jelenléte is igazolhatd. A csontokat érinté események elkeriilésére hasznalhatok a
biszfoszfonatok (Zoledronsav), valamint a RANK ligand gatlo készitmények
(Denosumab) [5, 33]. Ugyancsak a csontmetasztazisok kezelésére alkalmas a radium-
233, amely a-sugarz6 izotop a betegek életmindségének javitasan til képes a talélésiiket
is novelni. A radium-223 képes szelektiven timadni a csontattéteket, ahol sugarzo6 hatasa
révén DNS karosodast okoz ¢és megallitja a sejtosztodast, valamint fajdalomcsillapitd
hatast is kifejt [49].

A napjainkban rendelkezésre all6 hatéanyagok alkalmazasanak sorrendje nehezen
optimalizalhatd. A terdpias szekvencia megvalasztasa egy sok Szempontos, Osszetett
feladat, amelynek célja a beteg tulélésének maximalizalasa az életmindség figyelemben
tartasa mellett. A PC kiilonb6z6 stadiumaiban rendelkezésre allo kezelési lehetdségeket

a 2. abra foglalja ssze.
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2. abra — A PC egyes stadiumaiban alkalmazhato kezelési, terapias lehetOségek
Osszefoglalo abraja [5].

Fontos kiemelni a terapia-rezisztencia jelenségét, amelyrdl abban az esetben
beszéliink, amikor a daganat bizonyos sejten beliili vagy mikrokdrnyezetével kapcsolatos
valtozasanak koszonhetden képes ellenallni egy adott kezelés hatasanak. Alapvonali

rezisztenciarol beszéliink, ha a tumor fenotipusanak kdszonhetéen kezdetben is ellenall a
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kezelésnek, mig szerzett rezisztencia esetén annak folyaman alakitja ezen tulajdonsagat.
Jelen értekezés a taxan kezelések kozé tartozé6 DOC kemoterapia rezisztencidjanak
vizsgalatara Osszpontosit, igy az ezzel kapcsolatos szakirodalomi eredmények kertilnek

részletes bemutatasra.

1.7. Ismert kemoterapia-rezisztencia mechanizmusok, lehetséges biomarkerek és
célzott kezelések

Mivel a DOC kemoterapia a mikrotubulusokat felépitd B-tubulin alegységekhez vald
kotddéssel fejti ki citotoxikus hatasat, igy a tumorsejtek szdmara kézenfekvo stratégia a
hatas elkertilése érdekében ezen molekuldinak megvaltoztatdsa. Tobb tudoményos
kozlemény szerint is DOC-rezisztencidhoz vezethetnek az a- és P-tubulin génekben
bekovetkezd mutaciok, amelyek kovetkeztében a DOC kisebb affinitassal képes kdtddni
a mikrotubulusokhoz. A sejtvazban bekovetkezd valtozdsok kozott tovabba
megfigyelték, hogy a DOC-rezisztens sejtekben a BIII-tubulin izoforma kifejezddése
megnovekedett mértékli. A PIII-tubulin magasabb expresszidjanak emellett klinikai
szempontbol is van jelent6sége, hiszen Osszefiiggést talaltak a PC agresszivabb
fenotipusaval ¢és a kasztracid-rezisztens allapot progresszidjaval. Az eredmények
fényében a tubulint érintd valtozasok vizsgalata felmeriilt, mint lehetséges biomarker a
taxan rezisztencia elorejelzésére, de a klinikai gyakorlatba valo bevezetésig még tovabbi
kutatomunka sziikséges [45, 50, 51].

Az epithelialis-mesenchymalis tranzicié (EMT) jol ismert jelenség a daganatokat
illetéen. A mesenchymalis fenotipusuva alakuld tumorok agresszivabbak, motilitasuk
magasabb foku, melynek kovetkeztében fokozott attétképzo képességgel és igy rosszabb
prognozissal birnak. Két fliggetlen kutatocsoport hasonld in vitro vizsgalatai egyarant
kimutattak, hogy a kezdetben DOC-érzékeny PC sejtek a kezelés hatasara EMT-n
mennek keresztiil. Sikeriilt bebizonyitaniuk, hogy a jelenség hozzajarul a hatéanyaggal
szembeni rezisztencidjukhoz [45, 52, 53].

Az ABC-transzporterek (ATP-binding casette, vagy mas néven multidrug resistance
— MDR gének) szerepét a PC, valamint egyéb tumorféleségek terapia rezisztenciajaval
kapcsolatban is felfedték. Ennek molekuldris szintli magyarazata, hogy az MDR génekrdl
atirodo ABC transzmembran fehérjék efflux pumpa aktivitdsuk altal képesek a sejtek
intracellularis hatéanyag koncentraciojat jelentés mértékben csokkenteni [54]. Bahngai

¢s munkacsoportja 2000-ben publikalt kdzleményében bemutatta, hogy az MDR1 gén
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altal kodolt ABCBI1 fehérje megnovekedett expresszidja a vizsgalt tumorszévet
mintdkban Osszefliggést mutatott a magasabb PSA-szinttel, malignitassal és stddiummal.
Tovéabbi sejtkultiras kisérletek az ABCB1, ABCB4 és ABCBS fehérjékrol bizonyitottak
be, hogy szerepet jatszanak a DOC-rezisztencia kialakitasaban [55-57], azonban fontos
megemliteni azt az észrevételt is, miszerint a CABA kezelés a DOC-nél hatékonyabbnak
bizonyul MDR fenotipust tumorokkal szemben [58]. Hour munkacsoportjanak sikertilt
kimutatnia, hogy a DOC-rezisztens PC sejtekben tapasztalt jelentés mértékben
megndvekedett ABCB1 expresszido mogott az EGFR (epidermalis novekedési faktor
receptor) szignalut fokozott aktivitasa all. A kiilonb6zd stddiumt tumorszévet mintak
immunhisztokémiai analizisébdl tovabba megallapitottak, hogy mig hormonérzékeny
szakaszban az EGFR expresszio alig kimutathato, addig kasztracid-rezisztens stadiumban
mar megndvekedett mértékii, azonban leginkdbb DOC-rezisztens allapotban regulalodik
feliil [59]. Kato és munkacsoportja arra a fontos eredményre jutott, hogy nem csupan az
in vitro kondiciok kozott vizsgalt DOC-rezisztens PC sejtek feliiliszoibol, hanem a DOC-
terapiara nem reagald betegek szérummintdibodl izoldlt exoszémakban is megndvekedett
az ABCBI fehérjeszintje. Mivel hasonl6 6sszefliggést nem sikeriilt kimutatniuk a CABA
kezeléssel kapcsolatosan, igy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vérbol vagy
vizeletbdl izolalt exoszomak ABCBI tartalma segithet a megfeleld taxan kezelés
megvalasztdsaban [60]. Az igéretes eredmények ellenére az MDR gének biomarkerként
vagy gyogyszercélpontként vald alkalmazasa maig nem kertilt be a klinikai gyakorlatba.

Az ERG egy transzkripcios regulatorként funkcionaldé onkogén fehérje, amelynek
fokozott termelédése a PC-k kozel 50%-aban kimutathaté. Megndvekedett
feleldssé [61]. A TMPRSS2 gén expresszidja androgén szabalyozas alatt all, igy a fuzid
kialakuladsaval az ERG fehérje is androgén befolyasoltsag ald keriil. Galetti és
kutatocsoportja in vitro és in vivo modszerekkel kimutattak, hogy az ERG termel6dés
fokozdédasa DOC-rezisztencidhoz vezet. Megfigyeléseiket mCRPC  betegek
szOvetmintain is megerdsitették, melynek soran kimutattak, hogy az ERG-pozitiv
(ERG+) betegek kétszer nagyobb eséllyel valnak rezisztenssé DOC-ra, mint ERG-negativ
(ERG-) tumorral diagnosztizalt paciensek [62]. Reig és munkatarsai az el6zdekkel
Osszhangban azt talaltak, hogy TMPRSS2-ERG+ mCRPC betegek a DOC-terapiara

alacsonyabb PSA valasszal reagéltak, valamint rovidebb PSA-progresszio-mentes
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tulélést mutattak, mint az ezen génfuziét nem hordozo6 betegek [63]. Azonban érdekes
modon két fiiggetlen munkacsoport hormonérzékeny metasztatikus prosztatarakos
(mHSPC) Kklinikai mintakon tett vizsgalataik alapjan, az el6z6ekben leirtakkal ellentétes
megallapitasra jutott. Kiironya és munkacsoportja 55, mig Rajpar és munkatarsai 334
mHSPC péciens szovetmintdinak immunhisztokémiai vizsgalata alapjan egyontetiien arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a pozitiv ERG festddés a DOC-kezelés alatti jobb
relapszus-mentes taléléssel van Osszefliggésben [64, 65]. Mindezen eredmények
fényében elmondhat6, hogy a DOC-rezisztenciat illetben az ERG expresszio
biomarkerként val6 alkalmazasahoz tovabbi vizsgélatokra van sziikség.

A DOC éltal okozott mikrotubulus gatlas nem csupan a mitdzis folyamatat blokkolja,
hanem ezen feliil tovabbi fontos sejten beliili folyamatra is hatassal van. Ismert, hogy a
ligandko6tddés altal aktivalt AR a mikrotubulusok mentén haladé dynein motorfehérje
segitségével jut be a sejtmagba. Darshan ¢s munkatarsai képesek voltak kimutatni, hogy
a DOC sejtvazat megbénitd hatasa nyoman az AR a sejtplazmaban felhalmozodik,
amelynek kovetkeztében az AR célgénjei nem keriilnek atirasra, igy a tumor
progresszidja lassulhat. Ezen Osszefiiggés feltdrdsa nyitotta meg az utat a munkacsoport
elétt ahhoz, hogy DOC-kezelt PC betegek mintdiban az AR sejten beliili lokalizaciojat
vizsgaljak. Vizsgalataik ravilagitottak, hogy azon DOC-kezelt betegekben, akik a terapia
ellenére ndvekedd PSA szintet mutattak, magasabb szinten volt jelen a sejtmagban az
AR, mint a DOC-ra reagalo betegek esetében. Ezaltal kimutattak, hogy az AR
citoplazmatikus szekvesztracidja és a DOC-terapidra adott véalasz kozott korrelacio
mutatkozik [45, 66]. Thadani-Mulero és munkatarsai kutatasukkal tovabb arnyaltak a
képet, amely az AR-statusz és a DOC-rezisztencia kozott kirajzolodott. Munkdjukkal
meghatéroztak két klinikailag relevans AR splice varianst, az ARV*®"-et és az AR-V7-¢t,
amelyekrdl kimutattak, hogy kiilonb6z6 mértékben kotddnek a mikrotubulusokhoz és
figgnek a dynein motorfehérjéktél. In vitro és in vivo kisérleteik tiikkrében azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy ez az affinitasbeli kiilonbség megjelenik a taxanokkal

RV567

szembeni szenzitivitdsban. A kutatocsoport az A , Illetve AR-V7 varianst expresszalo

PC sejtek és egy egér xenograft modell segitségével megéllapitotta, hogy a ARY®®
varianst expresszalo egerek esetében a DOC-terapia hatékony volt, mig az AR-V7+
egerek DOC-rezisztensnek bizonyultak. Ennek hatterében az all, hogy az AR-V7 splice

varians egyrészt nem tartalmazza a ligandkoté domént, igy annak bekdtddése nélkiil is
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aktiv, masrészt a fehérjének azon része is csonkolt, amely a mikrotubulusok és a dynein
molekula megkotéséért lenne felelds, igy a molekula képes ezen fehérjéktol fiiggetlen
modon is bejutni a sejtmagba, majd ott transzkripcids aktivitasat kifejteni [43].
Antonarakis ¢és kutatocsoportja hasonld kérdéskorben végzett kisérleteket, klinikai
mintdk bevonasaval. A vizsgalatukba bevont 37 taxan-kezelt (30 DOC, 7 CABA)
mCRPC beteg vérében 1évé keringd tumorsejtek (CTC) AR-V7 mRNS expressziojat
mérték meg, melyet Osszevetettek a betegek terdpiara adott valaszaval. Eredményeik
szerint a AR-V7+ betegek szignifikansan rosszabb PSA-valasszal reagaltak a DOC-
kezelésre, valamint progresszio-mentes tulélésiik is rovidebb volt, mint az AR-V7-
pacienseké [67]. A TAXYNERGY fazis II klinikai vizsgélat célja volt az mCRPC
betegek taxankezelésének optimalizdlasahoz keringd tumorsejtekbdl kimutathato
biomarkerek kutatasa, amelynek keretében a CTC-k altal expresszalt AR splice
variansokat hataroztdk meg. A vizsgalat szerint a legjobb taxan hatékonysag és
leghosszabb progresszio-mentes tlélést a dupla negativ (AR-V7-, ARY®"") betegek
mutattak. Emellett szignifikansan jobb prognozistnak bizonyultak az AR-V7- tumorok
az AR-V7+ daganatokhoz képest [68].

A fent emlitett AR varidnsokat felépitd fehérjedoméneket és a jellemz6 sejten beliili
lokalizaciojukat a 3. abra szemlélteti.

Az AR variansok DOC-kezelés hatadsara

Az AR variansok doménszerkezete A L. .. P
kialakulé intracellularis lokalizacidja
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3. abra - Az androgén receptor kiillonbozd variansainak doménszerkezete, az exonok
jelolésével (szamok), valamint DOC-kezelés kovetkeztében kialakuld szubcellularis
lokalizaciojuk [68]. A: normal (teljes hosszisagu) AR. A teljes hossziisdgi AR a kapocs
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régidja révén képes a mikrotubulusokhoz kotddni, amely a sejtmagba vald transzlokaciod
soran sziikséges. A DOC kezelés hatdsdra a megbénuld mikrotubulus rendszer
kovetkeztében az AR a citoplazméban felhalmozddik, ahol inaktiv médon van jelen. B:
AR-V7 varidns. A kapocs doménnel nem rendelkez6 AR-V7 a DOC kezeléstol
fliggetleniil is képes a sejtmagba bejutni, igy az AR-célgének atirasat elvégezni.
C: AR varians. Az AR"*®" mikrotubulusokhoz valo kotddése, igy a sejtmagba vald
bejutasa is tokéletlen. Ennek oka, hogy az AR teljes C-terminalis doménjének (2-8
exonok) megléte sziikkséges a maximalis mikrotubulus kétddéshez (teljes hosszasagu
AR), mig a kapocs domén a minimalis asszociaciot teszi lehetdvé, ezéltal ezen varidns
mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban megtalalhato. NTD — N-terminalis domén;
DBD — DNS-koté domén; LBD — ligand-ko6té domén; CE — rejtett (cryptic) exon.

A PC kialakulasa jellemzdéen gyulladasos folyamatok kiséretében torténik, amelyek
a daganat minden stddiumaban megfigyelhetdk [69]. A tumorsejtek citokineken keresztiil
képesek a kornyezé myeloid sejtekkel kdlcsonhatva terapia-rezisztenciat kialakitani [70,
71]. Korabban az interleukin-6 (IL-6) citokin DOC-kezelés el6tti szérumszintjének
meghatarozasa vetddott fel a kezelés hatékonysaganak elorejelzésére, miutan Domingo-
Domenech és munkatarsai az emelkedett IL-6 szérumszint €s az elégtelen terapids valasz
kozotti Osszefliggést feltarta [72]. Mahon ¢€s kutatdcsoportja tobb tucat citokin szintjét
vizsgalta meg 55 CRPC beteg DOC-kezelés el6tti €s alatti vérmintdin, majd méréseiket
Osszevetették a kezelésre adott PSA-valasszal. Eredményeik alapjan az IL-4, IL-6 és
MIC-1 biomarker szerepét tartottdk megalapozottnak [71]. Tovabbi emlitést érdemel az

YKL-40 gyullad4dsos mediator fehérje, amelynek emelkedett DOC-kezelés el6tti szérum
szintjei a kedvezdtlenebb tuléléssel mutattak Osszefiiggést mCRPC betegekben [73].

A szakirodalmi attekintésbdl kideriilt, hogy a PC kemoterapia rezisztencidjat illeten
szamos fontos kutatisi eredmény sziiletett. Igy a DOC-rezisztencia hatterében
meghuzodo folyamatok is egyre vilagosabba valnak, szamos potencidlis biomarker €s
gyogyszercélpont is felmeriilt a témaban. Azonban maig a DOC-rezisztencia ellen, a
klinikumba atiiltetett biomarkerekkel vagy 1) terapids célpontokkal atiitd sikert nem
sikeriilt elérni. A PhD képzésem keretében elvégzett kutatbmunka azt a célt szolgalta,
hogy a DOC-rezisztenciardl rendelkezésre allo informaciokat és az azt okozo molekularis
mechanizmusok ismeretét bovitse. Kutatasi terviinket ugy épitettiik fel, hogy az mCRPC
betegek kezelésének megtervezéséhez hasznos terapia prediktiv biomarkereket legytink

képesek azonositani, valamint 0j gyogyszercélpontokra hivjuk fel a figyelmet,
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amelyekkel reményeink szerint a DOC-rezisztencia elkeriilhetévé, lekiizdhetévé valhat.
A DOC kemoterapia hatdsmechanizmusa, valamint az azzal szembeni rezisztencidhoz

vezetd, ismert molekularis mechanizmusok a 4. dbran kertiiltek 6sszefoglaléasra.
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4. abra — A DOC gatlo hatasai (narancssarga betiikkel jelolve), valamint a DOC
elleni rezisztencia mechanizmusai (kék szamokkal jelolve) [45]. A DOC hatéanyag
citotoxikus hatasat a MT-okra jellemzd dinamikus instabilitdsanak gatlasa révén fejti ki
(A). Az igy megbénult sejt nem képes a sejtosztodasi programjat végrehajtani, ezért
apoptotizal. A MT-gatlas kdvetkezménye tovabba, hogy az AR nem képes azok mentén
a sejtmagba bejutni, igy az AR célgének atirasa nem torténik meg (B). A PC sejtek
képesek kiilonb6z6 molekularis valtozasok nyoman a DOC kemoterapiaval szemben
rezisztenciat kialakitani (1-6.). A sejtek epithelialis-mesenchymalis atalakulasa (1.), a
MT-ok felépitésében a Plll-tubulin izoforma kifejez6dése (2.) mar ismert
mechanizmusok a DOC-rezisztenciaban. Hasonloképpen ismert jelenség miszerint a
sejtek ABCB efflux pumpa fehérjéket expresszalnak a DOC-kezelés hatasara, amelyek
képesek a hatdanyagot a sejtbdl kipumpalni, igy csdkkentve annak hatékonysagat (3.).
Tovabba, egyes citokinekrdl (4.), valamint a TMPRSS2-ERG génfuziordl (5.) is kideriilt,
hogy hozzajarulhatnak a PC kemorezisztenciajahoz. Mivel az AR-V7 splice varians a
MT-oktdl fiiggetleniil is képes a sejtmagba bejutni €s az AR-célgéneket atirni, igy a DOC-
kezelés az AR-V7+ esetekben kevésbé hatékony kezelési forma (6.). AR — androgén
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receptor; ARE — androgén reszponziv elem; EMT — epithelialis-mesenchymalis tranzicio;
DHT - 5a-dihidrotesztoszteron; MT — mikrotubulus.
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2. Célkitiizések

A jelen dolgozatban bemutatott kutatomunka célja a PC DOC elleni rezisztencia

kialakulasadnak alaposabb megértése volt, melyhez az alabbi célokat tiiztiik ki:

1) A DOC rezisztencidban szerepet jatszo, eddig ismertté valt rezisztencia

mechanizmusok irodalmi feldolgozésa.

2) DOC-érzékeny (DU145, PC3) és -rezisztens (DU145-DR, PC3-DR) prosztatarak
sejtvonalparok tomegspektrometriai moddszerrel torténd komparativ proteomikai

vizsgalata.

3) A proteomikai analizis eredményeinek bioinformatikai modszerekkel torténd
kiértékelése, kiilonos tekintettel a szekretalédd és igy a vérben nagyobb

valoszinliséggel kimutathaté fehérjék azonositasara.

4) A MedSol betegdokumentacios rendszerben fellelhet6 adatok alapjan egy részletes,
klinikopatologiai és tulélési adatbazis l1étrehozasa, azon DOC-kezelésnek alavetett
paciensek adataibol, akik vérmintai a Semmelweis Egyetem Uroldgiai Klinikan

kutatési célra gytijtésre keriiltek.

5) A kivalasztott fehérjék DOC-kezelésnek alavetett betegek szérum mintaiban torténd
kimutatasa ¢és az eredmények Osszevetése a kezelés hatékonysagéaval, melyet a

biokémiai és radiologiai valasszal, valamint a betegek tulélésével hataroztunk meg.

6) A legigéretesebb fehérjék in vitro vizsgalata az adott fehérje rezisztenciaban betdltott
esetleges funkcionalis szerepének tisztazasara. Az in vitro kisérletek keretében célunk
volt a vizsgalt fehérjék expresszidjanak csendesitése és ezzel parhuzamosan a sejtek

¢letképessegét és apoptdzisat érintd valtozasanak meghatarozasa.
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3. Maoadszerek

3.1. Docetaxel-érzékeny és -rezisztens prosztatarak sejtvonalparok tenyésztése

Kutatasunk soran DOC-érzékeny (PC3, DU145 — ATCC, Rockville) és DOC-
rezisztens (PC3-DR, DU145-DR) PC sejtvonalparokkal dolgoztunk, amelyeket az
Innsbrucki Egyetem Uroldgiai Klinikdjanak Kutatélaboratériumabol Dr. Martin Puhr
bocsajtott rendelkezésiinkre [53]. Terdpia-rezisztens sejtvonalak létrehozasa hosszas,
jellemzéen 12-18 honapos sejtkultaras tenyésztéssel érheté el. Ezen sejtvonalparok
esetében az innsbrucki kollaboracids munkacsoport a parentalis sejteket 1épésrol-1épésre,
novekvd dozisi DOC (Sigma-Aldrich; katalogusszam: 01885) kezelésnek vetette ala,
mely folyamat soran minden passzalaskor az életképes sejtek tovabbnovesztése, majd
magasabb doézisu DOC koncentracioval torténd kezelése tortént. A szelekcids folyamat
befejeztével a DOC-rezisztens sejtek életképeseknek bizonyultak 12,5 nM DOC
koncentracio6 (fenntarto DOC ddzis) mellett is, mig a parentalis sejtvonalparjuk mar 1 -
1,5 nM DOC jelenlétében elpusztult (Eredmények fejezet, 15. abra).

A sejtvonalakat L-glutamint tartalmazé RPMI 1640 médiumban (Gibco; 21875034)
tenyésztettiik, mely 10% FBS-t (fotalis borju savo, Biowest; S181B) és 1% penicillin-
streptomycin antibiotikumot (Lonza, 17-602E) tartalmazott. A DOC-rezisztens sejtek
A sejteken 48-72 6ra id6kozonként tortént tapfolyadékcesere, mig jellemzden 70-90%-0S
konfluencia elérésekor keriiltek passzalasra. A sejttenyésztd inkubdtorban magas
paratartalom (~90%), 37°C-os hdmérséklet €s 5%-0s CO2 koncentracid mellett tartottuk

fenn a sejteket.

3.1.1. Sejtvonalparok komparativ proteomikai osszehasonlitasa
tomegspektrometriai moédszerrel

A DOC-érzékeny (PC3, DUI145) ¢és rezisztens (PC3-DR, DU145-DR)

sejtvonalparokat Osszehasonlitd proteomikai analizisnek vetettiik ald, melyhez

folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriai  moddszert (LC-MS/MS)

alkalmaztunk. Az ilyen modszerrel elvégzett elemzés kivaldé modszer tobbek kozott

kiilonboz6  sejtpopulaciokban  kifejez6dé  fehérjék mindségi  és  mennyiségi

Osszehasonlitdsara. Igy a vizsgalatunk célja szerint sikeriilt beazonositanunk a
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sejtvonalparok kozott (PC3 vs. PC3-DR; DU145 vs. DU145-DR) eltéré expressziot
mutaté fehérjéket.

A folyadékkromatografia soran a mérendé komponensek elvalasztasa torténik meg,
amely berendezés a minta tomegspektrométerbe torténd beadagolasat is végzi. Az ezt
kovetd tomegspektrometriai mérés a rendszerbe juttatott fragmentumokat (jelen esetben
a fehérjék peptidjeit) egy ionforras altal ionizalja, hogy azokat a tdmeganalizator altal a
tomeg/toltés (m/z) paraméteriik alapjan vakuumban szétvalassza, majd a tomegdetektor
segitségével detektalja. Az elemzés soran generalt tomegspektrumon az ionok intenzitasa

utal a mennyiségre, mig a tdmeg az adott peptidre jellemz6 egyedi tulajdonsag.
3.1.2. LC-MS/MS analizis részletei

A komparativ proteomikai elemzéshez alkalmazott LC-MS/MS vizsgalatot
kollaboraci6 keretében valositottuk meg. A kisérletet a bochumi Ruhr Egyetem Orvosi
Proteomikai Kozpontjaban (Ruhr-Universitit Bochum, Medizinisches Proteom Center,
Bochum, Németorszag) végezték el az alabb részletezett protokollnak megfelelden.

A sejtek ~70%-os konfluencia elérésekor kertiltek preparalasra (~2 milli6 sejt/minta)
a kovetkezd 1épések szerint. A sejteket a médium leszivasa utan PBS (foszfat puffer)
pufferrel mostuk, majd sejtkapard palcaval felkapartuk Oket és centrifugacsébe
pipettaztuk. A mintakat 100 g fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk, majd a keletkezett
feliilisz6 leszivasat kovetden a pelletalt mintakat -80°C-on taroltuk €s szarazjégen
kiildtiik el Bochumba.

A mérést megeldzden a pelletek 30 ul 50 mM-os ammoénium bikarbonat és 0,1%-0s
RapiGestSF surfactant reagensben lettek felvéve a sejtlizishez. A mintak
fehérjekoncentracigja Bradford-modszerrel lett meghatarozva. A mintael6készités
tovabbi 1épéseiben 4 ng fehérjéhez 5 nM ditiotretiol (DTT) kertilt hozzaadasra (30 perc,
60°C), valamint fényvédett koriilmények kozott 15 nM jodacetamidos (IAA) alkilalas
kovetkezett (30 perc, szobahdmérsekleten). Ezt kovetéen a lizalt fehérjemintikat
tripszines emésztésnek vetették ald (37°C, ¢jszakédn at). A savasitasi (0,5%
trifluorecetsav) 1épést centrifugalas (10 perc, 16,000 g) kovette, majd a mintdk
vakuumcentrifugaban keriiltek kiszaritasra, végiil 0,1%-0s TFA-ban (trifluorecetsav)

kerultek feloldasra.
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Meérésenként 300 ng minta LC-MS/MS analizise tortént meg LTQ Orbitrap Elite
(Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németorszag) berendezéshez kapcsolt Ultimate 3000
RSLCnano folyadékkromatografidss rendszer (Dionex, Idstein, Németorszag)
segitségével. Sejtvonalanként 6 parhuzamos tenyésztésbol torténtek mérések, ami a 2
sejtvonalpar esetében 24 mérést jelentett.

A fehérje identifikacié (Thermo Fisher Scientific) szoftver segitségével tortént. A
detektalt tomegspektrum a UniProtKB/Swiss-Prot adatbazissal keriilt Osszevetésre a
Mascot 2.5 szoftver (Matrix Science, London, Egyesiilt Kiralysag) segitségével. Az
elemzések statisztikai paraméterei az Un. |, tfarget-decoy” modszerrel keriiltek

meghatarozasra (FDR-kiiszob < 0,1; FDR — hamis felfedezési arany, false discovery rate).
3.2. A tomegspektrometria alapd proteomikai vizsgalat adatfeldolgozasa

A tomegspektrometriai elemzés altal detektalt, nagy terjedelmii proteomikai adatsort
az alabb részletezett sziirési modszereinkkel sziikitettiik le. Célunk az volt, hogy a talélati
listabol laboratériumi koriilmények kozott is vizsgalhatd szamu fehérjét valasszunk ki

tovabbi vizsgalatokra.
3.2.1. Elozetes sziirési kritériumok alkalmazasa

Az eldzetes szilirési kritériumrendszeriink 4altal a nyers proteomikai adatsorbdl azokat
a fehérjéket valasztottuk ki, amelyek legalabb 2 egyedi peptid (unique peptide) alapjan
voltak beazonosithatdk, tovabba statisztikailag szignifikans eltérést mutattak (FDR-
korrigélt p-érték < 0,05). Ezen kritériumoknak megfelelden jelentés mértékben sikertilt
szlikitenilink a proteomikai elemzés altal nyujtott fehérjelistat, amelyben a tovabbiakban
harom  modszerrel  igyekeztiink  kivéalasztani a  biomarkerként, illetve

gyogyszercélpontként potencialisan alkalmazhato fehérjéket.
3.2.2. Kandidans fehérjék kivalasztasanak bioinformatikai modszerei

A potencidlisan biomarkerként, valamint terapids célpontként felhasznalhatd
kandidans fehérjék kivalasztasara fontosnak tartottuk, hogy hipotézismentes modszereket
hasznaljunk. A {6 szlirési modszeriink alapjan a proteomikai adathalmazbol a szekretalt

(vérben jelen 1évd) fehérjéket azonositottuk. Ezen kiviil tovabbi két metddust
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alkalmaztuk, amelyek altal 1-1 kandidans fehérjét valasztottunk ki laboratoriumi

vizsgélatokra.
3.2.2.1. Szekretalodo fehérjék predikcioja

Az elsO sziirési metodusként a proteomikai analizis nyujtotta eredményeinek
sziirésére a Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszékének kutatdcsoportjaval
(laborvezeté: Prof. Takacs Laszlo) kollaboracioban a potencialisan szekretalodo
fehérjéket valasztottuk ki. A kifejlesztett bioinformatikai mddszer integrativ mdédon
hasznalt prediktiv programokat (SignalP 4.1, SecretomeP 2.0, TargetP 1.1, TMHMM
2.0), valamint nyilt hozzaférési adatbazisokat (Uniprot, Human Protein Atlas, NCBI,
ExoCarta) a fehérjék lokalizacidjanak eldrejelzésére. A modszer 200 ismert szekretal6do
¢s ugyanennyi nem szekretdlodd fehérje tesztelésével keriilt kidolgozasra, valamint a
maximalis szenzitivitashoz és specificitashoz a megfeleld kiiszobértékek (cut-off értékek)
is beallitdsara keriiltek. Az ilyen moddon azonositott fehérjékrdl feltételeztiik, hogy
szekrécios uton a véraramba bejuthatnak, igy betegek szérummintdiban detektalhatok,
vizsgalhatok lehetnek. Ezen sziirési modszerbe azon fehérjéket vontuk be, amelyek az
eldzetes szlirési kritériumoknak (3.2.1. alfejezet) valdo megfelelésén til legalabb kétszeres

expresszios valtozast mutattak a DOC-rezisztens sejtekben.
3.2.2.2. Osszehasonlité elemzés

Egy masik megkozelitést alkalmazva a tomegspektrometriai méréseink nytjtotta
adathalmazt Osszevetettiik mas kutatocsoportok 4ltal publikalt hasonld vizsgalatok
eredményeivel. Osszehasonlitd analizisiink soran tovébbi harom olyan tanulmanyt
dolgoztunk fel, amelyekben a kutatocsoportok DOC-szenzitiv és -rezisztens PC
sejtvonalparok komparativ elemzését végezték el. O’Connell [74], valamint Zhao és
munkatarsai [75] ugyancsak tomegspektrometriai modszert, mig Marin-Aguilera és
munkacsoportja [76] RNS-szintii génchip analizist alkalmaztak. Azon fehérjékre
Osszpontositottunk, amelyek tobb vizsgalat szerint is konzisztens feliilregulaciot mutattak

a DOC-rezisztens sejtekben.
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3.2.2.3. Osszetett sziirési metédus

Harmadik szlirési metodusunk soran egy altalunk kidolgozott, Osszetett
szempontrendszer szerint rangsoroltuk a fehérjéket. Egyidejlileg figyelembe vettiik a
fehérjék proteomikai elemzésiink szerinti expresszids valtozasanak mértékét (fold
change), valamint a STRING adatbazis segitségével megvizsgaltuk a fehérjék interakcios
haldzatban betoltott helyét és mas fehérjékkel valo kapcsolatainak szamat. A proteomikai
vizsgalat nyujtotta adatsort a STRING adatbazisban vizsgéalva tehat megallapithattuk,
hogy az egyes DOC-rezisztens sejtekben feliilregulalédo fehérjék mely masik, a listaban
jelen 1évé fehérjékkel alakitanak ki interakcidt. Ennek sordn halozatbiologiai elvek
mentén feltételeztilk, hogy a gazdagabb kapcsolatokkal (magasabb ¢élszammal)
rendelkezé fehérjék nagyobb eséllyel és hangstlyosabb szerepet jatszanak a DOC-
rezisztencia kialakitasaban és szabalyozasaban. Ezen kiviil figyelmet szenteltink a
fehérjék szakirodalmanak, melynek soran utanajartunk, hogy PC-vel vagy DOC-
rezisztenciaval kapcsolatosan torténtek-e mar veliik vizsgalatok, illetve felmeriilt-e
daganatos betegségekben prognosztikus és prediktiv értékiik. Mindezek mellett szem
elott tartottuk, hogy a fehérjék kisérletes kornyezetben megfelelden vizsgalhatok-e, azaz
a szérumvizsgalatokhoz sziikséges ELISA kitek, valamint a funkciondlis tesztekhez
sziikséges gatloszerek elérhetok-e a kereskedelmi forgalomban.

Ezen sziirési mddszert azon 5-5 fehérjén végeztik el, amelyek a legnagyobb
expresszios valtozast mutattak a két DOC-rezisztens sejtvonalban (Eredmények fejezet,
7. tablazat), valamint bevontuk az elemzésbe a mindkét DR sejtvonalban konzisztens

feltilregulaciot mutatd fehérjéket is (Eredmények fejezet, 8. tablazat).

A fent emlitett 3 bioinformatikai modszerrel 0sszesen 7 fehérjét valasztottunk ki

szérumvizsgalatokra (Eredmények fejezet, 9. tablazat).
3.3. Fehérjék szérumkoncentracioinak meghatarozasa
3.3.1. Szérum mintak

A Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikajan 2014 6ta folyik prosztatadaganatos
megbetegedéssel kezelt paciensek vérmintdinak gylijtése kutatdsi célokra a betegek

beleegyezése mellett, amelyet a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsdga hagyott jova
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(etikai engedély szama: TUKEB 55/2014). A DOC kemoterapiaval kapcsolatos klinikai
mintagyiijtés soran az elsé kezelést megel6z6 (alapvonali) mintadk mellett, minden
terapias ciklus elsé napjan is gyljtiink (kezelés alatti / kovetéses mintak) vérmintakat.

A mintagylijtés soran a sz€rum szeparator csovekbe torténd vérvételt kovetden 30-
60 perccel a vérmintakat lecentrifugéljuk (1500 g, 10 perc), majd a feliilisz6 szérumot,
plazmat anonimizalt modon feliratozott tarolocsdvekbe alikvotoljuk és felhasznalasig
-80°C-on taroljuk.

A betegek klinikopatoldgiai adatait a klinikdnkon hasznalt MedSol dokumentacios
rendszerbdl gytjtottiik dssze, a talélési adataikat a megfeleld engedélyek birtokdban a
Beliigyminisztérium Személyi Nyilvantartdsi Hivatalatol kérdeztik le. A betegek
anonimizalt adatait statisztikai kiértékelésre alkalmas programokban (Microsoft Excel,
IBM SPSS) taroljuk. Az dsszeéllitott adatbazis a kovetkezd paramétereket tartalmazza: a
beteg életkora; PC diagnozis datuma; Gleason-score; talélés; ECOG statusz (Eastern
Cooperative Oncology Group Performance Status); primer terapia tipusa; radikalis
prosztataeltavolitas ideje; sugarkezelés ideje; hormonterapia iddszaka; lagyrész-, csont-
¢és nyirokcsomoattét jelenléte a kemoterapia elétt, illetve kdzben vagy utén; elsé és utolso
DOC-kezelés datuma; kezelést megel6z6en, kozben és végén mért PSA szérum marker
értékek; PSA és radiologiai progressziora vonatkozo adatok; DOC-kezelés leallitasanak

oka; elhalalozas ideje.
3.3.2. Betegcsoportok

ELISA vizsgéalatainkat a 3.2.2. alfejezetben részletezett modszerek alapjan
kivalasztott fehérjéken Osszesen két fiiggetlen, DOC-kezelésnek alavetett mCRPC
betegcsoport sz€rum mintain végeztik el. A betegek kezelés eldtti mintai kozvetlentil a
DOC-terapiajuk megkezdését megeldzden keriiltek levételre, mig a tovabbi mintaikat
minden esetben a DOC ciklusok elsd napjan gytijtottiik.

Az elsO betegcsoportba tartoz6 szérummintak a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem
Urologiai Klinikajan (laborvezetd: Prof. Gero Kramer) keriiltek gyijtésre (etikai
engedély szama: ECS 1986/2017). A mintakat és a hozzajuk tartozé klinikopatoldgiai és
tulélési adatokat kollaboracio keretében bocsatottak rendelkezésiinkre. Ezen betegesoport
99 beteg kezelés eldtti mintdit, illetve koziiliik 25 beteg tovabbi, kezelés alatt gyljtott
mintdit foglalta magaba. A kivalasztott fehérjéink koziil csak a NAMPT
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szérumkoncentracioit hataroztuk meg ezen betegkohorton a mintdk korlatozott
mennyiségébdl kifolyolag.

A masodik betegcsoport mintdin a tovabbi 6 kandidans fehérjénk (GAP43, MET,
CD44, GSN, LNPEP, IL13RA?2) szérumszintjeit mértiik meg. Ezen mintdk a Semmelweis
Egyetem Uroldgiai Klinikdjanak szérumgylijteményébdl szarmaztak, majd a
kutatocsoportunk altal 1étrehozott betegadatokat tartalmazo adatbazissal Osszevetve
végeztiik el a statisztikai kiértékelést. A fenti 6 fehérje esetén az ELISA kitek eltérd
kapacitasa okan kiilonb6z6 szamt betegmintat tudtunk megvizsgalni. igy a GAP43 esetén
100 beteg kezelés eldtti mintajat, és tovabbi 44 kezelés alatt gyiijtott mintat mértiink meg.
A CD44 ¢és MET fehérjék esetében 69 kezelés elotti mintat és tovabbi 149 kezelés soran
vett minta szérumkoncentracioit hataroztuk meg. Az ILI3RA2 fehérje esetében az eldbbi
69 kezelés elotti minta mellett tovabbi 10 kovetéses minta mérését tudtuk elvégezni. Az
LNPEP és GSN ELISA vizsgalatok esetén 56 beteg kezelés elétti mintdjat, valamint 16

DOC-kezelés alatt vett szérumminta fehérjeszintjeit mértiilk meg.
3.3.3. Szérum ELISA vizsgalatok

A CDA44, MET ¢és IL13RA2 fehérjék szérumkoncentracidinak meghatarozasa DuoSet
ELISA Kit-ek segitségével tortént (R&D Systems; DY7045-05, DY 358, DY614) a gyartd
eldirasait kovetve. A NAMPT, LNPEP, GSN ¢és GAP43 szérumszintjeinek mérés¢hez
szendvics ELISA kiteket (Adipogen, AG-45A-0006YEK-KI01; BioSite, EKH 3040;
LSBio, LS-F22526; Elabscience, E-EL-H1922) hasznaltunk. Az ELISA méréseket és
kiértékelésiiket a gyarto altal javasolt protokoll szerint végeztiik el.

A fent emlitett fehérjék szérumkoncentracionak meghatarozasat kovetden ezen
értekeket statisztikai modszerekkel Osszevetettiik a betegek klinikopatologiai €s talélési

adataival.
3.4. Sejtkulturas vizsgalatok

Az ELISA vizsgalat altal a betegek tulélésével Osszefliggést mutatd NAMPT ¢és
CD44 fehérjék funkciondlis vizsgalatait az alabb részletezett sejtkulturas technikéak
segitségével valdsitottuk meg mindkét sejtvonalparon. A kisérleteket tovabba a PC3-DR

sejtvonalon a GAP43 fehérjét célozva is elvégeztiik annak okén, hogy ezen fehérje a
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tomegspektrometriai proteomikai analizis szerint kiugroan magas expresszids valtozast
mutatott a PC3-DR sejtekben.

A funkcionalis vizsgalatok keretében a géncsendesités DOC-rezisztenciara gyakorolt
hatasait vizsgaltuk. Az siRNS-transzfekcioval (siRNS — kis interferal6 RNS) egyidejlileg
valtozasait allapitottuk meg a kontroll sejtekhez képest. Ez utobbit a sejtek
¢letképességének  (viabilitdsanak) mérésével tudtuk kivitelezni MTT-modszer
segitségével, valamint elvégeztiikk a sejtek apoptdzis analizisét is aramlasi citometrias
modszer alkalmazasaval. Kisérleteinktdl azt vartuk, hogy a rezisztens sejtek DOC-

érzékenysége novekszik a célfehérjék expresszidjanak gatlasa nyoman.
3.4.1. Gén- és fehérjeexpresszio validacioja

A funkcionalis vizsgdlatokat megeldzden, az ezeknek aldvetett fehérjék (NAMPT,
CD44, GAP43) tomegspektrometriai elemzés altal nyujtott expresszios valtozasanak
mértékét és iranyat validaltuk a sajat modszereinkkel, amelyet RNS és fehérje szinten

valositottunk meg.
3.4.1.1. RNS izolalas, reverz transzKkripcio

Az RNS izolalast RNeasy Plus Kit (Qiagen; 74134) segitségével végeztiik el a gyartd
eldirasat kovetve. Az izolatum tisztasagardl NanoDrop késziilék altal bizonyosodtunk
meg, mig az RNS koncentracidjat Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen, Q10210) és Qubit
4 Fluorometer (Invitrogen; Q33238) segitségével hataroztuk meg. Az RNS mintakat
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

A génexpresszido mérésé¢hez ezutan elvégeztiik az mRNS cDNS-re torténd atirdsat.
Ennek soran 1000 ng RNS-bél indultunk ki és a High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitet (ThermoFisher Scientific; 4368814) hasznaltuk kovetve annak

ajanlasait. A cDNS mintékat -20°C-on taroltuk felhasznalasig.
3.4.1.2. Fehérje izolalas

A sejtek teljes fehérjedllomanyat a sejtlizalasi technikdval izolaltuk. A procedara
soran a sejtekrdl eltavolitottuk a médiumot, majd kétszer hideg (4°C) PBS-sel mostuk

meg. Ezt kovetden sejtlizishez sziikséges elegyet adtunk a sejtekhez, amely RIPA
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pufferbdl és 1:100 higitasban hozzaadott protedz, valamint foszfataz inhibitorokbol (Halt
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail, ThermoFisher Scientific; 78440) allt. A
sejteket 10 percig inkubaltuk az eleggyel jégen, majd sejtkapardval kapartuk fel oket a
flaskak aljarol. A centrifuga csovekbe atpipettazott oldatot alaposan szuszpendaltuk és
vortexeltiik, majd 15 percig jégen tartottuk. Ezt kdvetden a csoveket 15 percen at, 15.000g
fordulatszamon, 4°C-os homérsékleten lecentrifugaltuk, majd a keletkezett feliiluszot,
mint sejtlizatumot egy 0j csObe pipettaztuk at és felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A

crcr

Assay Kit; Thermo Scientific; 23227).
3.4.1.3. Valés idejii kvantitativ PCR vizsgalat

A sejtek génexpressziojat valos idejii kvantitativ (real-time quantitative) PCR
(qPCR) technika segitségével mértiik meg, amelyhez StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems; 4376600) berendezést hasznaltunk. A 96-lyuka (96-well)
MicroAmp Fast Optical Reaction Plate (Applied Biosystems; 4366932) (lemez) egyes
reakciocsovei 10 pl TagMan Universal Master Mix 11-t (Applied Biosystems; 4440044),
1 ul TagMan Gene Expression Assay-t (primer) (Applied Biosystems; 4331182), 3 ul 100
minta génexpresszidjat 3 biologiai és 3 technikai parhuzamos alkalmazéasaval hataroztuk
meg. Belsé kontrollként a HPRT1 héztartdsi gént alkalmaztuk, valamint pozitiv €s
negativ kontroll mintat is vizsgalatunk. A felhasznalt, géntermék (RNS/cDNS) specifikus

TagMan Gene Expression Assay-k pontos beazonositasara a 4. tablazat szolgal.

4. tablazat — A qPCR analiziseink soran TagMan assay-k azonositoszamai.

Gén Assay ID Jel616 festék
NAMPT Hs00237184 ml
CDh44 Hs01075864_m1
= FAM-MGB

GAP43 Hs00967138_m1
HPRT1 Hs02800695_m1

A PCR reakcidk az 5. tdblazatban feltiintetett hoprofil €s ciklusszam szerint zajlottak
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5. tablazat — A qPCR génexpresszios méréseink hdprofilja.

NG Poli 3 PCR
UNG | Polimeraz (40 ciklus)
inkubacié | aktivacid
Denaturalas Annealas / extenzié
H6émérséklet 50°C 95°C 95°C 60°C
Idé 2 perc 10 perc 15mp 1 perc

3.4.1.4. Western blot analizis

A fehérjeexpresszid méréséhez és annak valtozasainak detektdlasdhoz Western blot
modszert hasznaltunk. A gyartd eldirasai alapjan elokészitett 20 pg fehérjetartalmt
mintakat Bolt 4-12% Bis-Tris Plus Gel (Invitrogen; NW04120BOX) segitségével
valasztottunk szét az elektroforézis soran Mini Gel Tankban (Invitrogen; A25977), melyet
PowerEase (Invitrogen; PS0091) daramforrashoz kotottiink. Az elektroforézis 200V
fesziiltség mellett 22 percig tartott, 1x Bolt MES SDS elektroforézis puffer (Invitrogen;
B0002) alkalmazasaval. Ezt kovetéen a mintakat az iBlot 2 Transfer Stackben
(Invitrogen; IB23001) talalhato nitrocelluléz membranra blottoltuk iBlot 2 Gel Transfer
Device (Invitrogen; IB21001) szaraz blottolo berendezés hasznalataval. A fehérjék
molekulastlyat, illetve a gyartd ajanlasait figyelembe véve a kdvetkezo fesziiltségeken
végeztiik el a blottolasi 1épést: 20V - 1 percig, 23V — 4 percig, 25V — 2 percig.

Kovetkezd 1épésben a membrant az antitest specifikacidjatol fliggden 5%
NFDM/TBST (NFDM - zsirmentes szaraz tej) vagy BSA/TBST (BSA - borji szérum
albumin) pufferben blokkoltuk 1 o6rdn at, szobahdmérsékleten. A tovabbiakban az
elsddleges antitesttel vald inkubalast €éjszakan at 4°C-on végeztiik, majd a membran
alapos mosasat kovetéen a masodlagos antitestekkel egy oran at, szobahdmérsékleten
inkubaltuk. A felhasznalt antitestek beazonositasara szolgald adatait és alkalmazasi
kondicioit a 6. tablazat tartalmazza. Belsé kontrollként anti-GAPDH (haztartasi gén)
antitestet alkalmaztunk. A fehérje expresszi6 méréseket minden esetben haromszor
végeztilk el. Emellett minden géncsendesitéssel jaro (sejtviabilitds mérés, apoptdzis
analizis) kisérlet esetén Western blot technikdval gy6zdédtink meg a transzfekcio

hatékonysagarol.
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6. tablazat — Western blot fehérjeexpresszios kisérleteink soran hasznalt antitestek listaja.

Prirner Gyarto Katalégusszam Klonalitas Antites't . Puffer Molekulastly
antitest koncentracio
anti-NAMPT |Invitrogen PA1-1045 (nyul) poliklonalis 1:800 5% NFDM/TBST 52 kDa
anti-CD44 Abcam ab157107 (nyul) poliklonalis 1:3500 5% BSA/TBST 81 kDa
anti-GAP43  |(Abcam ab75810 (nydl) monoklonalis 1:3000 5% NFDM/TBST 48 kDa
5% NFDM/TBST
anti-GAPDH |Abcam abg8245 (egér) monoklonalis 1:6000 vagy 36 - 40 kDa
5% NFDM/TBST
Szekl:lnder Gyarto Katalégusszam Klonalitas Antites’t .
antitest koncentracié
anti-nyul Abcam ab6721 (kecske) poliklonalis 1:7500
anti-egér Abcam ab6789 (kecske) poliklonalis 1:7500

Az elsddleges antitestekkel vald inkubalas, majd alapos mosast kovetden az
eléhivashoz SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate-tal (Thermo
Scientific; 34577) inkubaltuk a membrant 3-5 percig, majd iBright Imaging System
(Invitrogen; A32748) segitségével készitettiink rola digitalis felvételt.

3.4.2. Sejtkultiras funkcionalis vizsgalatok
3.4.2.1. Géncsendesités (siRNS transzfekcio)

A NAMPT, CD44 ¢és GAP43 gének expresszidjat a rajuk specifikus siRNS molekula
transzfektalasaval csendesitettiik le a sejtkulturaban.

A 6-osztata sejttenyésztd lemezek egyes pozicidiba 75.000-150.000 sejtet iiltettiink
antibiotikum-mentes médium felhasznalasaval. 60-80%-os konfluencia elérésekor
transzfektaltuk a sejteket a kovetkezOkben részletezett modon. A liofilizalt formaban
érkezett célzo (SMARTpool on-target plus) siRNS-eket (Dharmacon; NAMPT: L-
004581-00-0005, CD44: L-009999-00-0005, GAP43: L-011663-00-0005) 1x-es SiRNS
pufferben (Dharmacon, Cat. No: B-002000UB100) oldottuk fel. Negativ kontroll
kisérletként nem-célz6 (non-targeting control pool on-target plus) siRNS-rel
(Dharmacon; D-0018101005) transzfektaltuk a sejteket.

A transzfekcios elegy reakcionként 40 pmol siRNS-t, 7 ul Lipofectamine RNAIMAX
transzfekcios reagenst (Invitrogen; 13778150) és 250 pl Opti-MEM médiumot (Gibco;
319850070) tartalmazott. A reagensek alapos elegyitését 5 perces inkubacid kdvette
(szobahdmérsékleten) az siRNS-lipid komplexek megfeleld kialakulasahoz. A 1750 pl
friss (antibiotikummentes) tenyésztdmédiumot tartalmazo lyukakhoz ezt kovetden adtunk

hozza 250-250 pl transzfekcios elegyet.
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A sejteket 8-24 oran at inkubaltuk a transzfekcids eleggyel, majd tapfolyadékot
cseréltlink rajtuk. A géncsendesités monitorozasa érdekében a sejtek lizalasat 48-72 o6ran
beliil végeztiik el, majd annak hatékonysagarol Western blot modszerrel gy6zodtiink meg.

A transzfektalt sejtekkel a tovabbiakban sejtviabilitds vizsgalatokat, valamint

apoptdzis analizist végeztiink.
3.4.2.2. Sejt életképességi vizsgalatok (MTT-teszt)

A sejtviabilitasi vizsgalataink arra szolgaltak, hogy meghatarozzuk az SiRNS-sel
transzfektalt, géncsendesitésnek alavetett DOC-rezisztens sejtek terapia rezisztenciajanak
valtozasait a kontroll (nem-célz6 siRNS-sel transzfektalt) sejtekkel vald 6sszehasonlitas
alapjan.

Ehhez eldzetes vizsgalatként meg kellett hatdroznunk a két sejtvonalpar kiilonb6zo
DOC koncentraciok mellett mutatott relativ életképességét (DOC doézis-hatas gorbe),
ezaltal pedig a DOC hatdanyaggal szemben mutatott [C50 értékiiket. Az IC50 érték alatt
azt a hatéanyag koncentraciot értjiik, amely hatdsara a kezelt sejtpopulacio 50%-a
elpusztul.

A DOC dézis hatés gorbéjének meghatarozasahoz sziikséges sejtviabilitas kisérletek
soran 96-lyukt sejttenyésztd lemezeken dolgoztunk gy, hogy minden vizsgalt kondiciot
4 parhuzamos lyukban mértiink meg (technikai parhuzamosok). Lyukanként 2500-3500
sejtet tiltettiink ki, melyeket 100 pl, a citotoxikus agenst (DOC) is tartalmaz6é médiumban
tenyésztettiik. A negativ kontroll kondicido mellett tenyésztett sejtek nem részesiiltek
kezelésben, mig az oldészer kontroll esetén 0,1% DMSO (dimetil-szulfoxid) mellett
vizsgaltuk a sejtek életképességét. A lemez azon lyukaihoz, amelyekbe nem iiltettiink ki
kezelést kovetden 24, 48 és 72 oraval végeztik el a sejtéletképességi méréseket. A
megfeleld inkubacios id6 elteltével a lyukakhoz 10-10 ul MTT-reagenst (Thiazol blue
tetrazolum bromide; Sigma-Aldrich; M2128) adtunk, amit 1 6ras inkubacids id6 kovetett.
A formazan kristalyok megfeleld mértékii képzddése utan a lemez tartalmat kitiritettiik,
majd 50-50 pul DMSO-t pipettaztunk a lyukakban a képz6dott formazan kristalyok
feloldasa céljabol. A hattér (vak) mérését olyan lyukakkal valositottuk meg, amelyek
sejteket nem, csupan médiumot és MTT-reagenst tartalmaztak. Az egyes lyukak optikai

denzitasat 570 és 690 nm hulldmhosszon mértiik le spektrofotométer segitségével.
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A géncsendesitésnek alavetett sejteket a transzfekciot kvetden 24 éraval iiltettiik at
96-lyukt lemezre, majd tovabbi 24 ora elteltével kezeltiik docetaxellel. A sejtek
hatoanyaggal valo kezelése és a sejtviabilitas mérés kivitelezése a fent ismertetett mdédon
tortént. A vizsgalt fehérjék DOC-rezisztencidban betoltott funkcionalis szerepérdl az
alapjan vontunk le kovetkeztetéseket, hogy Osszevetettiik a célgénre specifikus SIRNS-
sel transzfektalt és a kontroll sejtek viabilitds gorbéit, kiemelt figyelmet forditva az
ezekrdl leolvashato IC50 értékeiknek. Kisérleteinket legalabb haromszor ismételtiik meg

(biologiai parhuzamosok).
3.4.2.3. Apoptozis analizis aramlasi citometriaval

Az aramlasi citometridval végzett apoptozis vizsgalatra szant sejteket a transzfekciot
kovetden 48 oraval kezeltiik docetaxellel, majd a hatdanyag hozzdadéasat kovetden 72
oraval készitettiik el a mintakat a mérésre az alabbi protokoll szerint. Az apoptdzis
analizisek sordn az egyes kondicidkat két technikai parhuzamossal vizsgaltuk, majd a
kisérleteket harom bioldgiai parhuzamos méréssel ismételtiik meg.

Az apoptozis analizishez APC Annexin V Apoptosis Detection Kit-et (BioLegend;
640932), valamint Cell Staining Buffert (BioLegend; 420201) hasznaltunk. A vizsgalt
sejtpopulaciot Annexin V és propidium-jodid (PI) kettds festésnek vetettiik ala, amely
lehetové tette az €16, a korai vagy késdi apoptdzisban 1€vd és a nekrotizald sejtek
megkiilonboztetését.

A 72 ords DOC-kezelés lejartakor a letapado sejteket tripszinnel felvettiik és a
feliiliszo médiumukkal egyiittesen centrifugaltuk le (1000 rpm, 10 perc). A sejtpelletrdl
a feliiluszot leontottiik, ezt kovetden hideg (4°C-0s) Cell Staining Bufferrel mostuk meg
a sejteket, majd Ujabb centrifugélassal iilepitettiik Oket. Ez utobbi mosasi 1épést
megismételtilk, majd alaposan leszivtuk a feliiliszé folyadékot a sejtpelletrdl. Ezt
kovetden minden mintat felszuszpendaltunk 100ul Annexin V Binding Buffert, Sul PI-t,
¢és 2,5ul APC-Annexin V festéket tartalmazo elegyben, amelyet 15 perces, sotétben és
szobahOmérsékleten torténd inkubalas kovetett. A mérést megelézden tovabbi 200ul
Annexin V Binding Buffert adtunk a mintakhoz és rovid vortexeléssel homogenizaltuk
azokat. Végiil az aramlasi citométer (Beckman Coulter, CytoFLEX Flow Cytometer) és
annak szoftvere (Beckman Coulter, CytExpert 2.3) segitségével allitottuk be a mérési

paramétereket, valamint rogzitettiik azokat.
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A kiértékelés soran figyelembe vettiik, hogy az APC-vel (fluorokrom) konjugalt
Annexin V festéssel a korai apoptotikus fazisban 1évé sejtek valnak detektalhatova, mig
a fluoreszcens propidium-jodiddal is megfest6dott sejtek késbi apoptodzisu, illetve

nekrotikus fazisban vannak.
3.5. Statisztikai modszerek

Az atmentes értékkel bird paraméterek Osszehasonlitdsa soran a Mann-Whitney
tesztet alkalmaztuk. A tulélési analizis Kaplan-Meier gorbe, log-rank teszt és Cox-
univariancia teszt segitségével tortént. A multivariancia elemzés soran Cox-regresszios
modellt alkalmaztunk, amelyben az univariancia analizis altal a tuléléssel szignifikans
(p<0,05) Osszefiiggést mutatdé valtozokat vizsgaltuk tovabb. Az ELISA mérések
statisztikai kiértékelését SPSS 23.0 program segitségével végeztiik el.

A gPCR méréseink kiértékelése sordn a célgének relativ expresszigjat AACt
szamitasi modszerrel hataroztuk meg, Microsoft Excel szoftver segitségével. A NAMPT,
CD44 ¢és GAP43 célgének expresszidjat normalizaltuk a HPRT1 belsé kontroll gén
expressziojahoz.

A Western blot vizsgalataink kiértékelését denzitometriaval végeztik el a
fehérjeexpresszio kvantifikalasa céljabol, melyhez az Imagel szoftvert hasznaltuk. A
vizsgalt fehérjek expressziojat a GAPDH héztartasi gén kifejez6déséhez normalizéltuk.

Az MTT életképességi tesztek kiértékelése soran a spektrofotométer altal leolvasott
nyers abszorbancia értékekbdl elsd 1épésben levontuk a hattér (vak) értékeit, majd a
hulldmhossz korrekcid érdekében az 570 nm hulldmhosszusagon mért értékekbdl
levontuk a 690 nm-en mérteket. Ezt kovetéen meghataroztuk a kondicionkénti 4 technikai
parhuzamos értékének atlagat €s szordsat, majd a relativ életképesség meghatarozasdhoz
a kezeletlen sejtek atlagos abszorbancia értékéhez viszonyitottunk.

Aramlési citometrids méréseink statisztikai kiértékeléseit, abrazolasat GraphPad
Prism 7 szoftver segitségével végeztiik el. A kezelt vs. kontroll sejtek apoptozis értékeit
t-teszttel vetettiik Ossze az eltérésiik statisztikai szignifikancidjanak (p<0,05)

meghatdrozasahoz.
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4. Eredmények
4.1. Komparativ proteomikai analizis kiértékelése

A DOC-érzékeny (PC3, DUI145) és DOC-rezisztens (PC3-DR, DU145-DR)
sejtvonalparok teljes fehérjekészletét LC-MS/MS analizissel hasonlitottuk Ossze. A
kollaboracios partneriink a tomegspektrometriai vizsgalat eredményeit felhasznaldbarat
formaba szerkesztett tdblazatban bocsatotta rendelkezésiinkre. A tablazatban tobbek
kozott szerepelt, hogy az egyes fehérjék hany egyedi peptid alapjan keriiltek azonositasra,
valamint feltiintetésre keriiltek a hozzajuk tartozd, tomegspektrométer altal detektalt
abszolut abundancia értékek és az ezek alapjén szamolt expresszi(')s valtozas mértéke,
FDR-korrigalt p-érték altal. A kiértékeld tablazatban szerepelt tovabba a feher_] ¢k UniProt

azonositoja és a gén neve is.

A PC3 és PC3-DR, valamint a DU145 és DUI145-DR sejtvonalakrdl késziilt
mikroszkopos felvételek a 5. dbran lathatok.

4 DU145-DR

O@'
e 2\ ?pg‘é‘\\

5. abra — A kutatasunk soran hasznalt sejtvonalakrol készitett mikroszkopos
felvételek 100x-os nagyitas mellett [S3].
A PC3vs. PC3-DR 6sszevetésben az analizis 2710 fehérjének tudta meghatarozni az

expresszios valtozasanak mértékét, valamint a szignifikancidjat, mig a DUI145 vs.
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DU145-DR analizis esetében 2489 talalatot kaptunk. Ezt kovetden a 3.2.1. alfejezetben
leirt eldzetes szlirési beallitdsok szerint sziikitettiik a listat. Ezek alkalmazasaval a PC3
sejtvonalpar DOC-¢rzékeny és -rezisztens varidnsa kozott 248, mig a DU145 sejtvonalpar
esetén 685 azonositott fehérjére modosult a lista, amely igy a technikai szempontbol is
elfogadhat6, megbizhatd taldlatokat tartalmazta. A proteomikai vizsgalatok eredményeit

az alabbi volcano plotok segitségével abrazoltuk (6. abra).
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6. abra - A PC3 vs. PC3-DR (A) és a DU145 vs. DU145-DR (B) sejtvonalak LC-
MS/MS altal elvégzett proteomikai 6sszehasonlitasanak volcano plot abrazolasa. A
detektalt fehérjék pontonként jelennek meg az dbran. A szignifikans valtozéast (FDR-
korrigalt p-érték < 0,05) mutato fehérjék a vizszintes szaggatott vonal felett helyezkednek
el, mig a fiiggbleges vonalak a legaldbb kétszeres expresszios valtozast jelzik (balra a
rezisztensben csokkent, mig jobbra a rezisztensben emelkedett expressziot mutatd

46



DOI:10.14753/SE.2023.2724

fehérjék talalhatok). Igy az dbrak jobb felsd részében piros pontonként jelolt fehérjék a
DOC-rezisztens sejtekben feliilregulalodott talalatokat jelenitik meg.

4.1.1. Kandidans fehérjék kivalasztasa tovabbi vizsgalatokra

A tomegspektrometria alapi 0sszehasonlitdé proteomikai elemzések nyujtotta nagy
terjedelmu fehérjelistat a korabban részletezett eldzetes sziirési kritériumok beallitasaval
sikertilt jelentdsen lecsokkenteniink. Ezek alkalmazéaséaval is azonban tobb széz fehérjébol
all6 adathalmaz 4llt rendelkezésiinkre, igy a potencidlisan biomarkerként,
gyogyszercélpontként alkalmazhat6, a késobbiekben kisérletes vizsgalatoknak alavetett
fehérjék kivalasztasdhoz tovabbi bioinformatikai megkozelitésti sziirési metodusokat

dolgoztunk ki, melyek a 3.2.2. alfejezetben keriiltek ismertetésre.
4.1.1.1. Szekretalt fehérjék kivalasztasa

Els6 kivalasztasi modszeriink segitségével a szekretalt és ezért a szérumban nagyobb
valoszinliséggel kimutathaté fehérjéket valasztottuk ki (3.2.2.1. alfejezet) a DOC-
rezisztens sejtekben legaldbb kétszeres feliilregulaciot mutatd fehérjék koziil, melyet a
Debreceni Egyetem Humangenetikai Tanszékével kooperacioban valositottunk meg. A
debreceni kutatocsoport altal kidolgozott és validalt predikcios algoritmus a kovetkezd
11 potencidlisan szekretalodd fehérjét azonositotta a rezisztens sejtekben legalabb
kétszeres emelkedést mutato fehérjék koziil: ILI3RA2, COL6A1, MET, AUP1, ERAPI,
LNPEP, CD44, GSN, CALU, COASY, HBS1L. A felsoroltakbol a CD44, az IL13RA2,
a MET, az LNPEP ¢s a GSN szérumfehérjék kvantitativ szérum vizsgalatat végeztiink el
ELISA moddszerrel, melyhez DOC kezelésnek aldvetett mCRPC betegektdl gytijtott
mintdkat hasznaltunk. Valasztdsunk azért esett ezen célpontokra, mert esetiikben allt

rendelkezésre megbizhato forgalmazotol szarmazo ELISA kit.
4.1.1.2. Osszehasonlito elemzés altal kivalasztott fehérjék

Masodik szelekcios modszeriinkkel (3.2.2.2. alfejezet) a sajat proteomikai méréseink
eredményeit vetettiikk 6ssze harom masik kutatocsoport altal publikalt hasonld vizsgalat
eredményeivel. Mindharom tovabbi vizsgalatban DOC-érzékeny és rezisztens PC sejtek

kertltek Osszehasonlitasra. Kozolik Zhao, valamint O’Connell és munkatarsai a mi
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vizsgalatainkhoz hasonléan proteomikai szintli elemzést alkalmaztak e célra, mig Marin-
Aguilera munkacsoportja transzkriptom (RNA-Seq) analizist végzett a sejtmintakon.
Ahogy azt a 7. abrén szereplé Venn-diagram mutatja, a talalatok szama magasabb
volt a tomegspektrometria alapu moddszerekkel elvégzett kisérletek metszeteiben. A
diagram C betiivel jelzett metszetében 1évo 6t megndvekedett expresszidt mutatd fehérje
esetében a harom fliggetlen proteomikai vizsgéalat egybehangzdan feliilregulaciot
allapitott meg a DOC-rezisztens sejtekben (NAMPT, ANXA3, SND1, FLNC, ACTN1),
igy a kivalasztas soran ezen talalatokra 6sszpontositottunk. Végiil szérumvizsgalatainkba
a NAMPT fehérjét vontuk be, mivel szakirodalmédnak attanulményozasa alapjan
bebizonyosodott, hogy szérumban is kimutathatd, valamint vizsgalatdhoz megbizhato

gyarto altal gyartott ELISA kit is elérhetd.

Marin-Aguilera et al. O’Connell et al.

LC-MS/MS

Zhao et al.
LC-MS/MS

Sajat
eredményeink
LC-MS/MS

7. abra - Venn diagram. LC-MS/MS alapt proteomikai vizsgalatunk eredményeinek
Osszevetése fliggetlen kutatocsoportok altal publikalt hasonld vizsgéalatok eredményeivel.
A piros szamok a DOC-rezisztens prosztatarak sejtvonalakban detektalt megndovekedett
expresszioju fehérjék szamat, mig a zold szdmok az alulregulalodo fehérjék szamat jelzik.
A betlivel jelolt metszetekbe azon fehérjek tartoznak, amelyek legalabb harom fiiggetlen
vizsgalat szerint is szignifikans eltérést mutatnak.

A - Feltilregulacio: ANXAG6; B - Feliilregulacio: PYGL; Alulregulacio: EFHD2;

C - Feliilregulacio: NAMPT, ANXA3, SND1, FLNC, ACTN1; Alulregulacié: PDIA3,
OAT, LDHA, FLNB; D - Feliilregulaci6: PYGB; Alulregulécio: CKAP4
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4.1.1.3. Osszetett sziirési médszer altal kivalasztott fehérjék

A harmadik sziirési modszeriinkkel (3.2.2.3. alfejezet) Osszetett Szempontrendszer
szerint vizsgaltuk azt az 5-5 fehérjét, amelyek a DR sejtekben a legmagasabb expressziot
mutattdk a parentalis sejtvonalparjukhoz képest (7. tablazat), valamint azt a tovabbi 3
fehérjét, amelyek mindkét rezisztens sejtvonalban kovetkezetesen feliilregulalodtak (8.
tablazat). A szilirési metodus keretein beliil egyrészr6l feldolgoztuk a fehérjék
szakirodalmat, amelynek tobbek kozott célja volt, hogy olyan fehérjéket valasszunk ki,
mas tumorentitdsokban prognosztikus vagy prediktiv markerként, illetve hatéanyag
rezisztenciaban szerepet betolté molekulaként, esetleg gyogyszercélpontként mar
azonositottak dket. A GAP43 STRING adatbazis szerinti fehérje-fehérje interakcioit a 8.
abra mutatja, amely a fehérje magas ¢élszamat (14) is szemlélteti. A szakirodalmi
attekintés alapjan a GAP43 és a Hsp27 fehérje rajzolodott ki szamunkra, mint a tovabbi
vizsgalatok szdmara legigéretesebb célfehérjék. A doktori képzésem folyaman elvégzett
kutatomunkaba ezek koziil a GAP43 fehérjét vontuk be, amely 1ényegesen szegényebb

PC-vel kapcsolatos szakirodalommal bir.

SLC1A3

@ GAPDH

DPYSL2

"N/ DPYSL3
RTN1 &
G~ J
SPTAN1
L

PPTL

S’ PRKAR2A

8. dbra — A GAP43 fehérje STRING adatbazis szerinti fehérje interakcioi a PC3-DR
sejtekben, a DOC-rezisztencia hatasara feliilregulalodo fehérjékkel kapcsolatosan
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(GAP43 ¢leinek szama 14). Permanens link: https://version-11-0b.string-

db.org/cgi/network?networkld=bmcJtR0I8Jol

7. tablazat — A DU145-DR (A) és PC3-DR (B) sejtvonalakban az 6t-6t legnagyobb
expresszids emelkedést mutatd fehérje listaja. A szignifikans értékek (FDR-korrigalt p-
érték < 0,05) felkovér betlitipussal jelolve.

A
o R o Exp'resszllos Sngnlflka\.ntfla
Gén név azonosité Fehérje név valtozas (FDR-korrigadlt
(fold change) p-érték)
ABCB1 P08183 Multidrug resistance protein 1 17,23 0,000012
C190rf21 Q8IVT2 Uncharacterized protein C19orf21 8,44 0,001075
LIMCH1 QoUPQO LIM a.ncf calponlrl1 homology domains- 8,16 0,002889
containing protein 1
LMO7 Q8WWI1 LIM domain only protein 7 7,68 0,000003
CALD1 Q05682 Caldesmon 7,60 0,000392
B
o T o Exp’ressz’mS Szugnlﬁka.nclla
Gén név azonosité Fehérje név valtozas (FDR-korrigdlt
(fold change) p-érték)
GAP43 P17677 Neuromodulin 27,77 0,000979
ABCB1 P08183 Multidrug resistance protein 1 5,01 0,000055
MAGED2 Q9UNF1 Melanoma-associated antigen D 4,34 0,000055
MET P08581 Hepatocyte growth factor receptor 4,24 0,007954
BAIAP2L1 Q9UHR4 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1- 3,67 0,003145

associated protein 2-like protein 1

8. tablazat — A komparativ proteomikai analizis altal, mindkét vizsgalt DOC-rezisztens
sejtvonalban feliilregulaciot mutatd fehérjék listaja. A szignifikdns értékek (FDR-
korrigalt p-érték < 0,05) félkovér betlitipussal jeldlve.

DU145-DR vs. DU145 PC3-DRvs. PC3
Gén név Uanr?t‘ Fehérie név Expresszios Sngnlflkantl:la Expresszios Smgnlflkamfla
azonosito valtozas (FDR-korrigalt valtozas (FDR-korrigalt
(fold change) p-érték) (fold change) p-érték)
ABCB1 P08183  [Multidrug resistance protein 1 17,23 0,000012 12,70 0,000055
SYPL1 Q16563 |Synaptophysin-like protein 1 2,18 0,002853 3,66 0,012825
HSPB1 P04792 Heat shock protein beta-1 3,40 0,000697 2,52 0,004463

Az eldzetes sziirési kritériumok alkalmazasaval, majd a bioinformatikai sziirési

modszerek altal végiil 7 fehérjét (9. tablazat) valasztottunk ki szérumvizsgalatokra.
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9. tablazat — A szlirési metddusok révén a szérumvizsgalatokra kivalasztott hét fehérje
tomegspektrometriai elemzés szerinti expresszios valtozasai a DOC-rezisztens sejtekben
a terapia érzékeny sejtvonalparjukhoz viszonyitva. A szignifikéans értékek (FDR-korrigalt
p-érték < 0,05) félkovér betltipussal jeldlve.

. PC3-DR DU145-DR

L, Uniprot — —

Gén név .. . | Expresszios L. Expresszios . .
azonositd i ) FDR p-érték ) ) FDR p-érték
valtozas valtozas

NAMPT |P43490 1,41 0,01825 3,92 0,00020
CD44 P16070 1,15 0,45315 4,28 0,00014
GAP43 |P17677 27,77 0,00098 nem detektaft
MET P08581 4,24 0,00795 nem detektalt
LNPEP Qaulae 2,65 0,01658 -1,20 | 0,26205
IL13RA2 Q14627 3,52 0,00275 nem detektalt
GSN P06396 1,67 0,21940 3,25 | 0,02128

4.2. Szérumvizsgalatok eredményei

4.2.1. A szérumvizsgalatba bevont betegek adatai

Szérumvizsgalatainkat két betegcsoporton végeztiik el. Az egyes betegkohortok f6bb
adatai a 10. tablazatban olvashatok.

A NAMPT fehérje koncentracioit a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem Uroldgiai
Klinikajan 2003.03. — 2011.11. kozott gydjtott szérummintakban hataroztuk meg. A
mintakat, valamint a betegek anonimizalt klinikopatoldgiai adatait egylittmiikodés
keretében bocsatottdk rendelkezésilinkre. A betegkohort 99 beteg mintdjat tartalmazta,
koziiliik 82-en elsdvonalban, 17-en masodvonalban kaptak a DOC-kezelést. A paciensek
medidn életkora 69 év volt (terjedelem: 47-86). Hetvenhat betegnél volt kimutathato
csontattét, 9 betegnél lagyrész metasztazis, valamint 19-nél nyirokcsomo érintettség. A
99 beteg koziil 7 €lt az utolséd utankovetés idopontjaban. A median kovetési id6 10 honap
volt. A szérumvizsgélatba 99 beteg kezelés el6tti, koziiliikk 7 beteg progresszio elotti €s
progressziokori, valamint 18 beteg utols6 kezelés alatti mintdjat vontuk be. A kiértékelés
fobb végpontjai a betegek teljes, illetve betegségfiiggd tulélése volt. A betegek klinikai
adatait a 10. tablazat tartalmazza.

A masodik betegcsoportot a Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikajan 2014/01 —
2018/03 kozott DOC-kezelésnek alavetett mCRPC betegek alkottak. Ezen betegkohort
szérummintdiban hatdroztuk meg a GAP43, CD44, MET, IL13RA2, LNPEP és GSN
fehérjék szérumkoncentracioit. Az ELISA kitek eltérd kapacitasa okdn az egyes fehérjék

esetén eltérd szamu beteg mintait tudtuk megvizsgalni. igy a GAP43 esetén 100, a CD44,
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MET ¢és IL13RA2 fehérjék esetén 66, valamint az LNPEP és GSN ELISA tesztek soran
53 beteg mintait mértilk meg. Ezen betegcsoport mintdin végzett tesztek kiértékelésének

6 végpontja a teljes tulélés volt, de figyelembe vettiik a kezelésre adott PSA valaszt is.

10. tablazat — A kandidans fehérjék szérumvizsgalataira 1étrehozott két betegcsoport
leir adatai.

Betegkohort 1. kohort 2. kohort
Vizsgalt fehérje NAMPT GAP43 CD44, MET, IL13RA2 LNPEP,G5N
Teljes betegszam 99 100 66 53
Kezelés el 6tti median életkor (terjedelam) 69 (47-86) 70 (44 - 86) 71 (44 - 86) 71 (44 - 86)
Betegfelvételkori ECOG PS

0 61 63 38 30

1 29 27 22 19

2 9 9 5

ismeretlen 0 1 1 1
Csontmetasztazis 76 95 64 51
MNyirokcsomé érintettség (> 2cm) 19 38 29 21
Lagyrész metasztazis (tidd/maj) 9 15 14 10
Korabbi RPE 51 17 12 10
Korabbi RAD n.a. 12 7 5
Kezelés el6tti PSA (ng/ml) 73,0 (2,0-1212,0) 84,1{1,5-6115,4) 87,8 (2,6 - 7312,0) 88,9 (7,9 - 7312,0)
PSA csokkenés (igen/nem/n.a.) 9/1/4 69/15/16 46 /11/9 36/10/7
30%-0s PSA csokkenés 78 52 36 27
50%-05 PSA csokkenés 54 43 31 23
90%-0s PSA csokkenés 14 25 16 10
PSA prg. DOC-kezelés alatt (igen/nem) 1/94 22747 15 /31 14 /22
Radiolégiai prg. DOC-kezelés alatt (igen/nem/n.a.) n.a. 36/31/33 24/18/ 24 22/15/16
Docetaxel kezelés

Elsévonalban 82 97 65 52

Masodvonalban 17 3 1 1
Median DOC szériak szama (terjedelem) 1(1-5) n.a. n.a. n.a.
Median DOC ciklusok szama (terjedelem) 8 (2-28) 6(1-25) 8(1-25) 10 (1-25)

Egy széria DOC 52 n.a. n.a. n.a.

z 2 széria DOC 47 n.a. n.a. n.a.
Elhunyt / él6 betegek szama 92/7 68/32 42 /24 38/15
Median kovetési idé hénapokban (terfjedelem) 10(0,7 - 39,6) 17 (0,4-56,4) 19 (0,4-59,5) 19 (0,4-59,5)

4.2.2. ELISA vizsgilatok eredményei

4.221. A szérum NAMPT koncentraciok osszefiiggései a betegek

klinikopatologiai paramétereivel és tulélésével

A deskriptiv statisztikai elemzés soran a kezelés el6tti NAMPT szérumszintek nem
mutattak Osszefiiggést a betegek klinikai adataival (életkor, kordbban -elvégzett

prosztataeltavolitds, ECOG statusz, attét lokalizacidja) (11 . tablazat).
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11. tablazat — A kezelés el6tti NAMPT szérumkoncentraciok deskriptiv statisztikai
Osszevetése a betegek klinikai adataival. EMP — Empirin.

Kezeles elotti NAMPT

n szérum cc. (ng/ml)
Kor (évek)
<69 49 1,07 {0,27-13,67) 0,629
> 68 50 1,04(0,11-12,10)
Korabbi RPE
nem 48 1,06 {0,11-12,10) 0,919
igen 51 1,08 {0,22-13-67)
Docetaxel kezelés
Elsévonalban 82 1,13 {0,13-13,67) 0,084
Masodvonalban 17 0,71(0,11-8,78)
Docetaxel kezelés
Csak DOC 72 1,07 {0,11-11,13) 0,832
EMP/DOC 27 0,90 {0, 11-13,67)
DOC széria szama
Egy széria 52 1,06 {0,11-11,13) 0,692
= 2széria 47 1,07 (0,27-13,67)
ECOG PS
0 61 1,18 (0,11-13,67) 0,231
1-2 38 0,79(0,11-12,10)
Metasztazisok jelenlete
nem 15 1,07 {0,13-13,67) 0,846
igen 284 1,06 (0,11-11,13)
Nyirokcsomo statusz
N - 81 1,08 {0,11-13,67) 0,723
N + 19 0,92(0,22-6,03)
Csontmetasztazis
nem 23 1,07 {0,13-13,67) 0,132
igen 76 1,06 (0,11-8,78)
Lagyrész metasztazis
nem 43 1,07 {0, 13-13,67) 0,856
igen 56 1,06 (0,11-8,78)

Az univariancia analizis keretében a betegadatokat és a median PSA és NAMPT
szérumszinteket vetettiik dssze a teljes, valamint a betegségfiiggd taléléssel (12. tablazat).
A metasztazisok jelenléte, a magasabb kezelés eldtti PSA (median érték) és NAMPT
(felso tercilis érték) szintek mutattak szignifikans osszefliggést a betegek révidebb teljes

¢s betegségfiiggd tulélésével.
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12. tablazat — A klinikai paraméterek és a kezelés elotti szérum NAMPT koncentraciok
Osszevetése a betegek teljes, illetve betegségfiiggd tulélésével univariancia analizis

segitségével.
Valtozok Teljes tulélés Betegségfiiggd tulélés
HR 95% Cl p HR 95%Cl p

Kor (évek) <69 ref. ref.

>69 0,983 0,650- 1,486 0,935 1,105 0,718 - 1,699 0,650
Korabbi RPE nem ref. ref.

igen 0,528 0,339- 0,822 0,005 0,553 0,350 - 0,875 0,011
Docetaxel kezelés elsévonalban ref. ref.

masodvonalban 1,523 0,896 - 2,591 0,120 1,558 0,900 - 2,988 0,113
Docetaxel kezelés EMP/DOC ref. ref.

csak DOC 0,669 0,561 - 1,449 0,902 0,868 0,533 - 1,413 0,569
ECOG PS 0 ref. ref.

1-2 1,492 0,964 - 2,309 0,072 1,457 0,925 - 2,295 0,104
Metasztazisok jelenléte nem ref. ref.

igen 2,499 1,369- 4,561 0,003 2,775 1,449-5315 0,002
PSA szérum cc. (median) <73 ng/ml ref. ref.

>73 ng/ml 2,172 1,420-3,323 <0,001 2,453 1,570-3,883 <0,001
NAMPT szérum cc. (felsé tercilis) <1.60ng/ml ref. ref.

>1.60 ng/ml 1,750 1,126- 2,719 0,013 1,784 1,130- 2,817 0,013

A multivariancia modellben (13. tibldzat) azon valtozokat vizsgéltuk tovébb,
amelyek az univariancia elemzés soran szignifikans Osszefiiggést mutattak a betegek
tulélésével. Az analizis ravilagitott, hogy a metasztazisok jelenléte, a magas PSA és
NAMPT szérumszintek a rovidebb tulélés fliggetlen prognosztikus markerei, mig a
korabbi radikalis miitéti beavatkozds a kedvezdbb tuléléssel mutatott szignifikdns

Osszefliggést.

13. tablazat — Multivariancia analizis. A DOC-kezelés el6tti magasabb szérum NAMPT
koncentraciok a tulélés fiiggetlen rizikofaktoranak bizonyultak. A szignifikéns értékek
(p=<0,05) félkovér betiitipussal vannak jelolve.

Valtozok Teljes tulélés Betegségfliggd tulélés
HR 95% CI p HR 95% CI p
Korabbi RPE nem ref. ref.
igen 0561 0,359-0877 0011 0,591 0,371-0,941 0,027
Metasztazisok jelenléte nem ref. ref.
igen 2,336 1,238-4,407 0,009 2,514 1,265-4,994 0,009
PSA szérum cc. (median] <73 ng/ml ref. ref.
>73ng/ml 1,579 1008-2457 0,046 1,758 1,098-2,815 0,019
NAMPT szérum cc. <1.6ng/ml ref. ref.
(felsd tercilis) >16ng/ml 1,718 1082-2,728 0,022 1,741 1,077-2,813 0,024

Az alapvonali NAMPT szérumszintek tuléléssel torténd dsszevetését Kaplan-Meier
gorbékkel szemléltettiik. A Kaplan-Meier tulélési gorbe (9. abra) szemlélteti, hogy a

kezelés eldtti emelkedett (felsd tercilis feletti) NAMPT fehérje szérumkoncentracidja a
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DOC-kezelésnek alavetett mCRPC betegek szignifikansan (p<0,05) rovidebb talélésével

mutat 0sszefliggést.

1,0 n=99
p=0,05
0,8
[ ]
(7]
k]
2 0,6
N NAMPT < 1,6
0
© ng/ml
E 0,4
K
=]
'—
0,2-
NAMPT 2 1,6
ng/ml

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tulélési idé (napok)

9. abra— A NAMPT ELISA tulélés analizisnek eredménye Kaplan-Meier talélési gorbén
szemléltetve. Vizsgalatunk szerint a DOC-kezelés el6tti magasabb NAMPT
szérumkoncentracio (> 1,6 ng/ml) az mCPRC betegek rovidebb talélését jelezte eldre.

A DOC-kezelés alatt, a betegség progressziojat megelézOen, valamint a
progressziokor gyljtott mintak kiértékelésével ravilagitottunk, hogy a NAMPT
szérumszintje mar a progresszio felfedezését megel6zden jelentés emelkedést mutat,

majd ez a tendencia a tumor progresszidjaval tovabb folytatodott (10. 4bra).

Kezelés el6tt Progresszid el6tt Progresszidkor
n=7 n=7 n=7

10. abra — A DOC-kezelt mCRPC betegek NAMPT fehérje szérumkoncentracidjanak
alakulasa a DOC-kezelés el6tt, a progresszio felfedezését megel6zéen, valamint a
progresszio felfedezésekor.
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4222 A szérum GAP43, CD44, MET, IL13RA2, LNPEP és GSN

koncentraciok ELISA vizsgalatai

A masodik (Semmelweis Egyetem Urologiai Klinikajan gyiijtott) betegcsoport
mintdin a GAP43, CD44, MET, LNPEP, IL13RA2 ¢és GSN fehérjék
szérumkoncentracioit hataroztuk meg. Az ELISA kitek eltéré kapacitasa okan eltérd
mennyiségli klinikai mintat tudtunk bevonni az egyes fehérjékkel végzett kisérletek
soran. A GAP43 esetén 100 beteg 144 mintajat, a CD44 és MET fehérjék esetében 66
beteg 218 mintajat, az IL13RA2 esetén ugyanezen 66 beteg 78 szérummintajat, valamint
az LNPEP és GSN proteinek esetén 56 beteg 72 mintajat mértikk meg. A DOC-kezelés
eloétt vett mintdkon til a betegek egy részénél elérhetdek voltak a kezelés soran gyljtott

szérum mintak is, melyeken szintén méréseket végeztiink.

4.2.23. A GAP43 Kkezelés elotti szérumkoncentracidinak osszefiiggései a

betegek klinikai adataival és tialélésével

A klinikai adatok és a DOC-kezelés el6tti GAP43, illetve PSA szérumkoncentraciok
kozotti Osszefliggéseket a 14. tdblazatban Osszesitettiik. Az alapvonali GAP43 szintek
nem mutattak Osszefiiggést a vizsgalt klinikai adatokkal. Ezzel szemben a kezelés el6tti
PSA koncentraciok szignifikans Osszefiiggést mutattak a kovetkezd betegadatokkal:

korabbi kezelés megléte, korabbi radikalis prosztatektomia, ECOG statusz.
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14. tablazat - A kezelés el6tti GAP43 szérumkoncentraciok deskriptiv statisztikai
Osszevetése a betegek klinikai adataival. A szignifikdns értékek (p<0,05) félkovér

betiitipussal jelolve. RAD — irradiacio.

Kezel &s el 6tti GAPA3

Kezelés el 6tti PSA

szérum cc. [ng/ml) P szérumn cc. [ng/ml) P
medidn [tarjedalam) median [tarjedalem)

Kor[évek)
<72 54 3,024(0,380-6,500) 0,942 55,300 (1,520 -4886,000) 0,304
=72 46 3,467 (0,250 - 6,280) 96,015 (2,800 - 611 5,410)

Korabbi kezelés
nem 71 2,082(0,250-6,500) 0,704  150,000(1,520-6115410) 0,005
igen 29 3,275 (0,790 - 5,980) 56,000 (2,200 - 4886,000)

Korabbi RPE
nem boe! 3,000(0,250-6,500) 0,563  116,600(1,520-6115410) 0,015
igen 17 3,812 {1,090 - 5,980} 56,000 {2,200 - 109,920}

Korabbi RAD
nem o) 3,309(0,250-6,500) 0,231  96,015(1,520-6115410) 0,284
igen 12 3,107 (0,790 - 4,810} 59,690 {4,640 - 4886,000)

ECOG PS
0-1 63 3,066(0,250-6,280) 0,703 54,600 (1,520-2110,000) 0,001
2 6 3,211 {0,280 - 5,980} 220,355 (7,850 - 5115,410)
ismeratien 1

Nyirokcsomé érintettség
nem 62 3,173{0,250-6,280) 0,363  88700(1,520-2349,610) 0,837
igen ] 3,191 {1,090 - 6,500} 67,300 {2,800 - 6115,410}

Lagyrész metasztazis
nem 5 3,199(0,250-6,500) 0,699 73,690 (1,520-6115410) 0,121
igen 15 3,009 {1,500 - 5,980} 171,000 (4,64 - 4886,000)

Csontmetasztazis
nem 5 1,715{1,320-4,440) 0,323  181,760(15900 - 379,360} 0,837
igen g5 3,199 {0,250 - 6,500} 80,000 {1,520 - 6115,410)

PSA csdkkenés
nem 15 3,815(0,790-5,980) 0,930  79,600(4,640-329,200) 0,307
igen 69 3,590 {0,250 - 6,500} 89,300 {1,520 - 6115,410)
ismeratien 16

30%-os PSA csdkkenés
nem 24 3,467 (0,250-6,280) 0,747  B4050(1,520-6115410) 0,416
igen 52 3,525 {0,940 - 6,500} 83,200 {2,800 - 4886,000)
ismeretlen 14

50%-os PSA csbkkenés
nem 43 3,812(0,250-6,280) 0,329  88100(1,520-6115410) 0,395
igen 43 3,066 {0,940 - 6,500) 80,000 {2,800 - 4886,000)
ismeratien 14

9% -os PSA csdkkenés
nem 62 3,606(0,250-6,500) 0,161  69,150({1,520-61154100 0,530
igen 25 2,549 {0,940 - 5,250} 216,460 {3,200 - 4886,000)
ismeretien 13

Radiolégiai prg. DOC kezelés alatt
nem 21 3,199(0,250-6,280) 0,878  65,300(2,800-6115410) 0,791
igen 37 3,460 {0,790 - 6,500) 61,000 {4,640 - 2110,000)
ismeratien a2
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A klinikai adatokat, valamint az alapvonali GAP43 szinteket univariancia analizissel
vetettiik Ossze a betegek teljes talélésével (15. tdblazat). Szignifikans valtozast az ECOG
statusszal, valamint a kezelésre adott primer PSA valaszokkal tudtunk kimutatni, azonban

a kezelés elotti GAP43 szintekkel kapcsolatosan nem talaltunk szignifikans 6sszefiiggést.

15. tablazat — A klinikai paraméterek és a GAP43 szérum koncentraciok dsszevetése a
betegek tulélésével univariancia analizis segitségével. A szignifikans értékek (p<0,05)
félkovér betitipussal jeldlve. RAD — irradiacio.

Valtozok Teljes talélés
HR 95% Cl p

Kor {évek) <72 ref.

=72 1,596 0,975- 2,612 0,063
Korabbi RPE nem ref.

igen 1,193 0,659 - 2,162 0,560
Korabbi RAD nem ref.

igen 1,691 0,830- 3,445 0,148
ECOG PS o1 ref.

2 1,972 1,216 - 3,196 0,006
Nyirokcsomo érintettség nem ref.

igen 0,961 0,583 - 1,585 0,877
Lagyrész metasztazis nem ref.

igen 1,332 0,710 - 2,497 0,372
Csontmetasztazis nem ref.

igen 0,861 0,269-2,754 0,801
PSA szérum cc. (median) <89 ng/ml ref.

>89 ng/ml 1,118 0,688 - 1,815 0,653
PSA valasz nem ref.

igen 0,290 0,153 -0,549 <0,001
PSA valasz <30% ref.

>30% 0,548 0,319-0940 0,029
PSA valasz < 50% ref.

>50% 0,491 0,285- 0,847 0,011
PSA valasz <90% ref.

>90% 0,558 0,286 - 1,086 0,089
GAPA43 szérum cc. (median) <3,17 ng/ml ref.

>3,17 ng/ml 0,706 0,435-1,146 0,159
GAP43 szérum cc. (felsd tercilis) 3,8 ng/ml ref.

>3,83 ng/ml 1 0,598 - 1,080 0,147

GAP43 szérum cc. (felsd kvartilis)  <4,17 ng/ml ref.

>4,17 ng/ml 0,825 0,663 - 1,027 0,085
GAP43 szérum cc. (felsé 20%) <4,55ng/ml ref.

>4,55 ng/ml 0,867 0,728-1,032 0,108
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4.2.2.4. A Kezelés elotti CD44, MET, LNPEP ELISA szérumkoncentraciéinak

osszefiiggései a betegek klinikai adataival és talélésével

Az LNPEP fehérjével végzett vizsgalatba bevont 66 alapvonali mintabdl minddssze

15 esetében taldltunk detektalhato jelet, igy az eredményeket dichotomizaltuk LNPEP-

pozitiv és negativ csoportokba.

A kiértékelés elsd 1épésében a vizsgalt fehérjék, valamint a PSA kezelés eldtti

szérumkoncentracioit vetettiik 6ssze a fobb betegadatokkal (16. tablazat).

16. tablazat - A kezelés elotti CD44, MET ¢s LNPEP szérumkoncentraciok deskriptiv
statisztikai Osszevetése a betegek klinikai adataival.

Kezelés el Gtti CD#4 Kezelés eldtti MET Osszes  LNPEP LNPEP Kezelés eldtti PSA
szémm cc. [pg/ml) p érum cc. (ng/ml) p beteg  negativ pozitiv p sérum cc. (ng/ml) p
median [terjedelern) medidn (terjedelem) n %) n % n % rnedidn (terjedelerm)
Kor [évek)
<7l 33  S1,80(73005000,00) 0,964 3M1L50(1%4,90-75,60) 0273 26 19 731 7 %9 0,827 7010(255-163325) 0611
=71 33 522,30 (7500-5000,00) 354,80(149, 20 1065, 20 27 19 704 8 BE 55791(4,20-731204)
Primer terdpia
nem 47 $22,50(7300-310,00) 0,30 M1,50(175,40- 1650 0,4 38 26 684 12 3,6 0,38 10568(4,20731204) 0,15
igen 15 714,720(7500-5000,00) 354,80(149,70-552,00) 15 12 80 3 20 74,31(2,55347,38)
Kordbbi RPE
nem 54 897, (7800-5000,00) 0,454 345,90(149,70-168&0) 0861 43 30 698 13 0,2 0518 88224,20731204) 0,267
igen 12 7875 (7300-5000,00) 353,351(215,80-552.001 10 8 80 2 20 66,65 ( 2,55 347,38
Kordbbi RAD
nem 59 917,80(7300-5000,00) 0,662 3150(175,40-1C68,80) 0,747 48 34 708 14 K2 066 8373(255-731204) 0,3%
igen 7 714,70(180,10-5000,00) 354,80(149,70-507,60) 5 4 80 1 0™ 74,31 (5,05 273,29)
ECOG PS
o} 60 897,% (7300-5000,00) (,221 3W,E5({14970-839,60) 0719 49 M 634 15 6 0,256 87,32(255-731204) 0,480
1-2 5 §39,3(78,00-2383,00) 365,90 (175,40 168, 80) 3 3 10 o 0 208,64 | 7,83 1037.48)
ismeretlen 1 1
Nyirckcsoma stitusz
N- 37 938,4(7800-5000,00) 0,756 32L,60(149, D 1B&E) 0458 32 2 75 & 5 051 140,32[509731204) 0,080
N+ 29 785,60(180,00-5000,00) 36R,40(18550- 764,801 21 14 667 T  HB3 51,59(2.55-935,14)
ismeretlen o
Lagyré= metasztazis
nem 52 9384(7300-5000,000 0,117 37L60(149, 010658 0442 43 30 63,8 13 20,2 0518 82745(255731204) 0,919
igen 14 786,6(180,10-5000,00) 353,40{18850- 764,80 0 8§ 8 2 D 2,58(5,03 625,71)
unknown o}
Csontmetastazis
nerm 2 147240(917,80-2027.00) 0,373 247,80(23240-262801 (0103 2 1 50 1 50 0487 57.79(262385,3%5) 04%
igen 5 ©9,5 (7500-5000,00) 35255 (149,70 1BS, &) 51 37 726 14 74 27,51 (2,55-731504)
unknown o}
PS4 vilasz
igen 46 =050 (7500-5000,00) 0,664 36665 (17540-1B5E) 037 36 5 658 11 29 0512 S5732(2554224,24) 0,%7
nerm 11 517,80 (7500 3910,00) 296,60( 219,80-552,00) 10 8 8 2 2 87,81 (5,09-1638 25)
ismeretlen 3 7
PSA vdlasz
= 3 36 B19,20(7500-5000,00) 0,904 36665 (175,40-1B8,&0) 078 27 17 63 10 37 00FB 8275(255-103748) 0533
< 30% 22 53,30 (7500 3910,00) 32, 30(13,90- 539,60} o 17 & 3 15 116,535,034 724,24
ismeretlen 8 7
PsA vdlasz
> 5004 31 M950(7500-5000,00) 0,236 36940(175,40-1(B8, &) 0668 23 15 65,2 & #8 025 010(255-103748 0,25
< 50% 27 917,80(7800-3910,00) 321,60(194,90-533,60) 24 19 732 5 A48 102,54 (5,094 224, 24|
ismeretlen 8 6
PsA vdlasz
= 90% 16 ©90,55(180,10-5000,00) 0,230 3/0,60(5200-75,600 0903 37 27 73 10 27 0,82 6316025539363 0417
< 90 42 397,56 (75-3910) 340,90 173,40 1065, 50 10 i 0 3 0 55,22 4,20-4224,24)
ismeretlen g 6
Radioldgiai progresszid
nem 15 62265(180,10-339300) 0,162 342,75(18550-839.60) 0790 15 10 867 5 33 0,692 7317(4,2033705) 0,533
igen 24 872,70 (7500-5000,00) 0,90(175,40- 750,00) 22 16 727 6 22,3 8%,22(5,09-1638 25)
ismeretlen 24 16
Teljes kohort 66 872,70(7300-5000,00) 345,90 1149, 70 106380 33 3w 77 15 &3 37,81 (2,55-731204)
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Az univariancia elemzésiinkkel kimutattuk, hogy a kezelés elétti emelkedett CD44
szérumkoncentracio, az ECOG performance status (>0) és a terapiara adott PSA valasz

szignifikans 0sszefiiggést mutattak a betegek teljes tulélésével (17. tablazat).

17. tablazat - A kezelés elotti szérum CD44, MET és LNPEP koncentraciok dsszevetése
a betegek tulélésével univariancia analizis segitségével. A szignifikans értékek (p<0,05)
félkovér betltipussal jeldlve. RAD - irradiacio.

Valtozok Teljes talélés
HR 95% Cl p

Kor {évek) <71 ref.

271 1,456 0,851 - 2,450 0,170
Korabbi RPE nem ref.

igen 1,181 0,606 - 2,301 0,624
Korabbi RAD nem ref.

igen 1,331 0,566 - 3,132 0,512
ECOG PS 0 ref,

1-2 1,774 1,029 - 3,059 0,039
Nyirokcsomo statusz nem ref.

igen 1,024 0,596 - 1,759 0,933
Lagyrész metasztazis nem ref.

igen 1,351 0,720- 2,537 0,349
Csontmetasztazis nem ref.

igen 0,678 0,164 - 2,804 0,592
PSA szérum cc. (median) <88 ng/ml ref.

> 88 ng/ml 1,506 0,866 - 2,619 0,146
PSA valasz nem ref.

igen 0,291 0,141 - 0,602 0,001
PSA valasz <30% ref.

>30% 0,455 0,250- 0,828 0,001
PSA valasz < 50% ref.

>50% 0,450 0,249-0,814 0,008
PSA valasz < 90% ref.

>90% 0,634 0,327 -1,227 0,176
CD44 (median) < 872.7 pg/ml ref.

>872.7 pg/ml 1,976 1,150- 3,395 0,014
CD44 (felsd 25%) < 1237 pg/ml ref.

> 1237 pg/ml 1 1,069 - 1,612 0,009
MET (median) <345.9 ng/ml ref.

>345.9 ng/ml 1,119 0,655-1,913 0,680
LNPEP negativ ref.

pozitiv 0,837 0,429 -1,634 0,602

A tovabbi kiértekelés sordn két multivariancia modellt hasznélva vizsgaltuk tovabb
az univariancia vizsgalat szerinti szignifikans valtozokat. A , kezelés eldtti” modellben a
DOC-terapia megkezdését megeldzden elérhetd valtozokat vizsgaltunk. Ez alapjan a
magas (felsd tercilis érték feletti) CD44 szérumszint a teljes talélés fiiggetlen
rizikofaktoranak bizonyult (p=0,016). A ,kezelés alatti” modellbe olyan faktorokat

vontunk be, amelyek olyan paramétereket is tartalmaztak (primer PSA valasz), melyek
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csak a DOC kemoterapia megkezdése utan elérhetok. A , kezelés el6tti” modellben csak
a magasabb szérum CD44 szint (p=0,016), mig a ,.kezelés alatti” modellben a magasabb
CD44 szint (p=0,001) mellett a kezelésre adott PSA valasz (p<0,001) bizonyult fiiggetlen
prognosztikus faktornak a DOC-kezelt mCRPC betegek tulélésének tekintetében (18.

tablazat).

18. tablazat — A CD44 fehérje multivariancia analizisének eredményei. A szignifikans
értékek (p<0,05) félkovér betitipussal jeldlve.

Teljes tulélés
HR 95% CI p

Kezelés eldtti modell

ECOGPS (0vs. 1- 2) 2,107 0,977 - 4,545 0,057
Kezelés eltti PSA (median) >88ng/ml 1,000 0,464 - 2,155 0,999
CD44 (>1237 pg/ml) 1,304 1,051-1,618 0,016
Kezelés alatti modell

ECOGPS (Ovs. 1- 2) 1,519 0,817 - 2,825 0,187
PSA vélasz (igen) 0,227 0,103 - 0,502 <0,001
CD44 (>1237 pg/ml) 1,531  1,193-1,964 0,001

A talélés elemzés sordn a CD44 fehérje kezelés eldtti emelkedett koncentracidja

szignifikans korrelacidt mutatott a betegek rovidebb tulélésével (11. abra).

A B
1,0 n=66 1,0 n=66
p=0,007 p=0,012
0,8 0,8
@ Q
(1) a0
@ “Q
5 S
£ 0,67 CD44 <1237 £ 0,67 CD44 < 872,7
8 pg/ml 8 pg/ml
2 B
3 0,4 0 0,47
@ o
3 ~3
= [~
0,2 CD44 = 1237 0,21 CD44 = 872,7
pg/ml pg/ml
0,0 0,0
0 0 2 3 4 N e 0 0 2 3 4 0 &
Talélési idé (hénapok) Tulélési idé (honapok)

11. abra — A CD44 ELISA tulélés analizise Kaplan-Meier gorbéken megjelenitve. A
kemoterapids kezelés megkezdése eldtt mért magasabb CD44 értékek (A: felso tercilis
érték > 1237 pg/ml, B: median érték > 872,7 pg/ml) az mCRPC paciensek kedvezdtlenebb
talélésével fliggtek Ossze.
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A CD44 és MET ELISA kitek DuoSet formatuma lehetdvé tette nagyszamt DOC-
kezelés alatt gyiijtott minta meghatarozasat is. A kiértékelés soran igy képesek voltunk
meghatarozni  a vizsgalt fehérjék szérumkoncentracionak DOC-terdpia soran
bekovetkezd esetleges valtozasait. Vizsgaltuk tovabba ezen koncentraciovaltozasok
hatasat a betegek tulélésére. A kezelés soran fellépd szignifikans koncentracid
valtozasokat egyik fehérje esetében sem voltunk képesek kimutatni (12. dbra), illetve

ezen fehérjék szérumszintjei a teljes tuléléssel sem mutattak dsszefliggést.

>
=]

1000

w
=]
=3
o

400

m,lllil

"”T[TTT

1000+

Szérum MET koncentracié (ng/ml)
a -]
g 3
—
o
S
_|

Szérum CD44 koncentrdcié (pg/ml)

I T =— 1 5

0 0
Kezlelés 3. cilklus 5. cilklus 7. cgklus 9, c{klus Kezlelés 3. ci‘klus 5. cilklus 7. ci‘klus 9. cilklus
elént elott

n= 66 43 34 22 13 66 43 34 22 13

12. abra - A CD44 (A) és a MET (B) szérum koncentracioinak valtozasai a DOC-kezelés
kiilonb6z6 ciklusaiban.

A GSN ¢s IL13RA2 ELISA mérések nem eredményeztek a mérési tartomanyban
detektalhato szignalt.

Osszefoglalva, szérumvizsgalataink alapjan a NAMPT és a CD44 fehérjék kezelés
elétti emelkedett szérumszintjei mutattak szignifikans és fliggetlen 6sszefiiggést a DOC-
kezelt mCRPC betegek tulélésével. A NAMPT esetében tovabba kimutattuk, hogy a
fehérje koncentracidja mar a betegség progresszidjat megelézden jelentds mértékben

megemelkedik.
4.3. Sejtkulturas vizsgalatok eredményei

Funkcionalis kisérleteinket a szérumvizsgalatok soran elért eredmények tiikrében a
NAMPT és CD44 fehérjét célozva végeztiik el mindkét sejtvonalparon. Emellett a PC3-
DR sejtvonalban kimagasld feliilregulaciot mutatdé GAP43 fehérjét is bevontuk

sejtkultiras vizsgalatainkba.
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A Kkisérleteket megeldzéen RNS ¢&s fehérje szinten sajat laboratoriumi
modszereinkkel (qPCR, Western blot) validalni tudtuk a célfehérjék proteomikai
vizsgalat altal meghatarozott expresszids kiilonbségét a DOC-rezisztens €s érzékeny
sejtvonalparok kozott (4.3.1. alfejezet). Ezt kovetben MTT-teszttel Kivitelezett
sejtviabilitasi méréseinkkel az egyes sejtvonalak kiilonb6zé DOC koncentraciok mellett
mutatott életképességének mérésével (DOC dozis-hatds gorbe) meghataroztuk azok IC50
értékét 24, 48 ¢és 72 oras inkubaciok mellett (4.3.2. alfejezet). A tovéabbiakban a
célfehérjek kifejezddését siRNS transzfekcio segitségével csendesitettiik, amelynek
sikerességérél Western blot moddszerrel gydézddtink meg (4.3.1.1. alfejezet). A
géncsendesitett sejtek életképességét MTT-teszttel (4.3.3. alfejezet) €s apoptdzisat
aramlési citometria vizsgalatokkal (4.3.4. alfejezet) hataroztuk meg, majd Gsszevetettiik

azokat a kontroll sejtek esetén mért értékekkel.

4.3.1. A CD44, NAMPT és GAP43 gén- és fehérjeexpresszidoja a hasznalt PC
sejtvonalakban

A két DOC-érzékeny és rezisztens sejtvonalparon a CD44, NAMPT ¢és GAP43
fehérjék gén- és fehérjeexpresszios méréseit QPCR és Western blot technikak segitségével
végeztik el. A vizsgalat célja a tomegspektrometriai mérések altal mutatott expresszios
kiilonbségek megerdsitése volt fehérje és RNS szinten, ami egyben egy modszertani
elokesziiletet is jelentett a késdbbi géncsendesitések monitorozasara.

A CD44 fehérje expresszioja a DU145 sejtvonalparok kozott mindharom moédszer
szerint erételjesebb volt, mint a PC3 sejtvonalak esetén. A DU145-DR sejtekben a CD44
fehérje szintje 3,3 — 4,3-szorosa volt a parentalis sejtvonalparban (DU145) mért
értékeknek, mig a PC3-DR sejtvonalak kozott nem talaltunk hasonlo eltérést (-1,07 -
+1,48-szoros valtozas) (13. 4bra).

A NAMPT fehérje a két DOC-rezisztens sejtvonalban (DU145-DR, PC3-DR)
hasonlé mértékben mutatott magasabb fehérje expressziot, amely valtozast mindharom
modszer kimutatta. A DU145-DR sejtekben a fehérje 2,29 — 3,92-szeres mennyiségben,
a PC3-DR sejtvonalban 1,41 — 2,67-szeres mennyiségben volt jelen a DOC-érzékeny
sejtvonalparjaikhoz képest (13. abra).

A GAP43 fehérje kifejez0dését kizarolag a PC3/PC3-DR sejtvonalparban sikertilt

kimutatnunk. A proteomikai vizsgalat szerint 27,8-szorosara, a qPCR alapjan 21,7-
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szeresére, mig az ELISA analizis szerint 43,5-sz0rdsére nott a fehérje expresszidja a
DOC-rezisztens sejtekben. Ennek megfeleléen a GAP43 csendesitéssel parhuzamosan a

PC3-DR sejtek ¢letképességének €s apoptozisanak mérését is elvégeztiik (13. abra).

9,00 9,00
8,00 \
4 700 g 300
5 600 * 5 7,00
2 500 5 6,00
2 400 * 1 g o
8 3,00 L X 8 5,00
2,00 I o
& Loo = I g 4,00 : I
& 0,00 & 3,00 l
& -1,00 = =
200 2,00 T
-3,00 1,00
Proteomika Western blot RT-qPCR Proteomika Western blot RT-qPCR
CD44 1,15 -1,07 1,48 CD44 4,28 3,32 3,79
NAMPT 1,41 2,20 2,67 NAMPT 3,92 2,84 2,29
GAP43 % 5,56 8,70 4,34 GAP43 0 0 0
C &
b
> A
q, Q \99‘9 &u?’
(¥
< < 9 9
R
CD44

ovas |

GAPDH |y W S/ Sy

13. abra — A CD44, NAMPT ¢és GAP43 gén- és fehérjeexpresszidjanak validacios
vizsgalatai a PC3-DR vs. PC3 (A), valamint DU145-DR vs. DU145 (B) sejtvonalparon.
*A GAPA43 expresszids valtozasanak értékeit 5-tel osztottuk a jobb abrazolhatosag
érdekében. A célfehérjék sejtvonalparok kozotti expresszids kiilonbségeit tovabba a
Western blot membranokrol késziilt képek is szemléltetik (C).

Kisérleteinkkel sikeriilt a tdmegspektrometriai proteomikai elemzés altal mutatott
értekekhez hasonlo értékeket kapnunk RNS- és fehérjeszinten egyarant. A késdbbi,
géncsendesitéssel jard kisérleteinket a tovabbiakban Western blot modszerrel

monitoroztuk.
4.3.1.1. Géncsendesités monitorozasa

Az SiRNS-sel torténd transzfekcid géncsendesitd hatasanak ellendrzését minden
kisérlet esetén elvégeztik Western blot mddszerrel. A vizsgalatok ramutattak, hogy a

géncsendesités megfeleld moédon miikddott minden fehérje célpont esetében, hiszen azok
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14. abra - Az siRNS transzfekci6 CD44, NAMPT ¢és GAP43 géncsendesitd
hatékonysaganak ellendrzése Western blot technikdval a PC3-DR ¢s DU145-DR
sejtekben.

4.3.2. Docetaxel dozis-hatas gorbe

Az egyes sejtvonalak 24, 48 ¢és 72 o6ras DOC dozis-hatds gorbéjének
meghatdrozasaval kimutattuk a DOC-érzékeny és rezisztens sejtvonalparok
¢letképessége kozotti szignifikans kiilonbséget, valamint meghataroztuk a harom

1dépontban az egyes sejtvonalak DOC-ra vonatkoztatott IC50 értékét (15. abra).
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15. abra — 24, 48 és 72 oras DOC-kezelés melletti dozis-hatas gérbék meghatarozasa
MTT-teszttel. A — DU145 és DU145-DR sejtvonalak, B — PC3 és PC3-DR sejtvonalak.

A sejt életképességi méréseink alapjan elmondhatd, hogy a parentalis PC3 és DU145
sejtvonal DOC-érzékenysége jelentdsen nagyobb, mint a DOC-rezisztens parjuké.
Tovabba, a gorbék meredekségébdl az is kiolvashatd, hogy a legnagyobb életképesség
kiilonbséget a DOC-érzékeny és rezisztens sejtek kozott 72 6ras DOC-kezelésnél érhetjiik
el. Igy a tovabbi kisérleteinkben, mikor a géncsendesitésnek alavetett DR sejtek viabilitas

o

¢€s apoptozis valtozasait mértiik, 72 6ras DOC-kezelésnek vetettiik ala dket.
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A 72 6ras DOC-kezelés mellett mért IC50 értékek kovetkezok voltak: PC3: 1,5nM,
PC3-DR: 200nM; DU145: 1nM, DU145-DR: 100nM.

4.3.3. Sejtviabilitas-valtozas mérése géncsendesités hatasara

Funkcionalis kisérleteink keretében megvizsgaltuk a DOC-rezisztens sejtek CD44,
NAMPT ¢és GAP43 fehérjék csendesitése mellett mutatott életképesség valtozasait. A
kisérletek soran ugyanazon DOC doézisokkal kezeltiik 72 6ran at a géncsendesitésnek
alavetett DR sejteket, valamint a nem-célz6 siRNS-sel transzfektalt kontroll
sejtpopulaciot. A kiértékelés soran Osszevetettiik a sejtek életképességi gorbéinek
lefutasat, valamint az azok altal meghatarozhato IC50 értékek valtozasat.

A DU145-DR sejtekben a CD44 és a NAMPT fehérjéket csendesitettiik. A
vizsgalatokat kiértékelve nem tapasztaltunk szignifikdns sejtviabilitds-valtozast a
géncsendesitett sejtekben a kontroll sejtekhez képest. A 16. abran lathato, hogy a kezelt
¢s kontroll sejtek DOC dozis hatas gorbéi kozel azonos értékeket vesznek fel, igy
megallapitottuk, hogy a két sejtpopulacio DOC-ra vonatkoz6 IC50 értéke nem valtozott
a CD44 és NAMPT fehérjeexpresszdjanak gatlasaval.
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16. abra — Sejtviabilitds mérés eredményei a CD44 (A), illetve NAMPT (B)
csendesitésnek alavetett DU145-DR sejtekben 72 6ras DOC-kezelést kovetden. Az
célgének expresszidjanak letdrése nem valtoztatta meg a sejtek DOC-rezisztencigjat.

A PC3-DR sejtekben a CD44, a NAMPT és a GAP43 fehérjék kifejezodését gatoltuk.
Kisérleteink nem mutattak szignifikans eltérést a géncsendesitésnek alavetett sejtek
¢letképességében a kontroll sejtekhez képest, azaz az 6sszehasonlitott sejtek IC50 értékei

nem tértek el szignifikdnsan egymastol (17. dbra).
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17. abra — MTT-teszt altal meghatarozott sejtviabilitds mérés eredményei a CD44 (A),
NAMPT (B), valamint GAP43 (C) csendesitésnek aldvetett PC3-DR sejtekben, 72 6ras
DOC-kezelést kovetden. A sejtek DOC dozis-hatas gorbéi nem valtak el egymastdl, azok
IC50 értéke nem valtozott szignifikdnsan a géncsendesités hatasara.
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4.3.4. Apoptozis vizsgalat

Az 4ramlasi citometrias méréseink soran dsszevetettiilk a géncsendesitett DR sejtek
apoptozisanak mértékét a nem-célzd negativ kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekével
72 oras fenntart6 (12,5nM) és IC50 dozisa DOC-kezelés mellett.

Azt tapasztaltuk, hogy fenntartd dozisi DOC-kezelés mellett a CD44 és NAMPT
csendesitett DU145-DR sejtekben az apoptotikus sejtek aranya szignifikdns mértékben
megndtt (p<0,001) a kontroll sejtekhez képest. A sejteket 100nM (IC50) docetaxellel
kezelve a CD44 expressziot nem mutatd sejtekben az apoptotikus sejtek aranya
szignifikdnsan magasabb volt a kontroll sejtekhez képest (18 és 20. dbra). A mérés
tovabba megallapitotta, hogy a NAMPT expresszid gatlas az IC50 DOC dozis mellett
nem ndvelte a sejtek apoptdzisat (20. abra).

A PC3-DR sejtvonalon elvégzett kisérleteink a NAMPT csendesitéssel kapcsolatban
adtak hasonl6 eredményt, mint a DU145-DR sejtvonalnal, mig a CD44 kiiitott PC3-DR
sejtek apoptozisanak mértéke valtozatlan maradt. A fenntarté DOC doézissal kezelt PC3-
DR sejtpopulacioban szignifikansan (p<0,01) megnétt az apoptotizald sejtek aranya a
kontroll sejtekhez képest (19. és 20. 4bra).

Az apoptozis vizsgalatunk szerint a GAP43 fehérje expresszidjanak letorése a

PC3-DR sejtek DOC-érzékenységére nem volt hatassal (20. abra).
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18. abra — A DU145-DR sejtek apoptozis analizisének aramlasi citometrids diagramjai.
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19. abra — A PC3-DR sejtek apoptozis analizisének aramlasi citometrids diagramjai.
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20. abra - Az aramlasi citometrids méréssel kivitelezett apoptdzis vizsgalat eredményei.
A DU145-DR sejteken a CD44 géncsendesités hatasara a 72 oras fenntart6 (12,5 nM),
valamint IC50 dézisi DOC-kezelés hatasara jelentésen megnovekedett apoptozist
tapasztaltunk a kontroll sejtek altal mutatott értékekhez képest. A NAMPT fehérje
kifejez6désének gatlasa a DU145-DR és PC3-DR sejtekben is szignifikansan novelte a
sejthaldlozést, azonban csak a fenntartd dozisi DOC-kezelés mellett.
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A PhD képzésem keretei kozott megvalositott kutatdsi projektiink felépitésének,
annak sordn hasznalt anyagok és alkalmazott modszerek, valamint elért eredményeink

Osszefoglaldsa a 21. 4bran keriilt megjelenitésre.
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21. abra — ,,Grafikus absztrakt”. Kutatdmunkank 6sszefoglald abraja.
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5. Megbeszélés

Jelen értekezés keretében bemutatott kutatdomunkank célja a prosztatarak DOC
kemoterapidval szembeni rezisztencidjaban részt vevo fehérjék azonositasa volt annak
érdekében, hogy e folyamat molekularis és funkcionalis hatterét jobban megismerjiik,
valamint prediktiv szérum biomarkereket, lehetséges uj terapids célpontokat
azonositsunk. Ennek érdekében DOC-érzékeny és -rezisztens PC sejtvonalparok teljes
fehérjekészletét hasonlitottuk 0ssze tomegspektrometriai modszerrel. A vizsgalat altal
azonositott, tobb szaz DOC-rezisztenciaval 0sszefiiggd fehérje koziil hipotézismentes
bioinformatikai modszerekkel valasztottunk ki hetet (NAMPT, CD44, GAP43, MET,
LNPEP, GSN, IL13RA2) szérumvizsgalatokra. Az ELISA alapu méréseinkkel ezen
fehérjék koncentracidit hataroztuk meg DOC-kezelt mCRPC betegek szérummintaiban,
majd az eredményeket dsszevetettiik a betegek klinikai és tulélési adataival. A klinikai
mintakon végzett mérések alapjan az emelkedett DOC-kezelés el6tti NAMPT és CD44
szérum szintek szignifikdns és fiiggetlen Osszefliggést mutattak a betegek rovidebb
tulélésével. A NAMPT ¢és a CD44 tovabba a GAP43 fehérje DOC-rezisztencidban
betoltott szerepének mélyebb megismerése céljabol ezt a harom fehérjét tovabbi in vitro
funkcionalis kisérleteknek vetettiik ald. Az aramlasi citometriaval végzett apoptozis
vizsgalattal kimutattuk, hogy a CD44 expresszio letdrése re-szenzitizalta a DU145-DR
sejteket a DOC-kezeléssel szemben, mig a sejt viabilitds vizsgalatok nem mutattak
kiilonbséget [77, 78].

A dolgozatban bemutatott vizsgalataink elvégzését megeldzéen a DOC-rezisztencia
mélyebb megismerése érdekében alapos szakirodalmi attekintést végeztem. Ennek soran
Osszefoglaltam azokat az eddig ismertté valt mechanizmusokat, amelyek feltehetéen részt
vesznek a DOC-rezisztencia kialakulasaban [79]. Ennek ellenére mindmaig nincsenek a
klinikai gyakorlatba bevezetett prognosztikus és prediktiv biomarkerek, amelyekre
tamaszkodva egy adott beteg szdmara az optimalis terdpids szekvencia megalkothatd
lenne.

Az egyik alaposan kutatott DOC-rezisztencia mechanizmusért az ABCB1 fehérje
tehetd feleldssé. A széles szubsztrat specificitdsu transzmembran fehérjérdl tobb
tumorféleséggel kapcsolatban is bebizonyosodott, hogy képes a tumorellenes

amely terapia rezisztencidhoz vezet. Zhu és munkatarsai PC sejteken végzett vizsgalatai
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kimutattak, hogy az ABCBI1 gatlasaval a korabban megszerzett DOC-rezisztencia
jelentésen csokkenthetd [57]. Egy késobb publikalt tanulmanyukban bemutattak, hogy a
PC kezelésében hasznalt masik két gyogyszer az ENZA ¢és bicalutamid képesek a fehérje
pumpa aktivitasat gatolni. Megfigyelték, hogy a bicalutamid kezelés hatékonysaga
docetaxellel kombindlva jelentdsen javithato. Ezek alapjan vontak le azt a kdvetkeztetést,
hogy a bicalutamid hatdéanyag képes lehet re-szenzitizalni a DOC-rezisztens PC sejteket
[80]. Ezzel 6sszhangban proteomikai vizsgalatunk azon kevés fehérje kdzott azonositotta
az ABCBl-et, amelynek expresszioja mindkét DOC-rezisztens sejtvonalban
szignifikansan emelkedett. Mivel az ABCB1 a PC DOC-rezisztencidjara vonatkozoan
gazdag szakirodalommal bir, igy nem végeztiink tovabbi vizsgalatokat ezzel a fehérjével
kapcsolatban. A mindkét DOC rezisztens sejtvonalban talalt jelentés ABCB1 fehérje
expresszio igazolta ezen mechanizmus jelenlétét sejtjeinkben és ezzel megerdsitette in
vitro modelliink hitelességét is.

Az ABCBI fehérjén tul a Hsp27 és SYPL1 voltak azok a fehérjék, melyek
expresszios szintje mindkét rezisztens PC sejtvonalban szignifikansan és legalabb
kétszeresen megemelkedett a tomegspektrometriai vizsgalatunk szerint. A HSPB1 egy
intracellularis chaperon fehérjét (Hsp27) kodold gén, amely tobbek kozott a sejt stresszre
adott valaszaban jatszik kiemelt szerepet. Szamos HSP csalddhoz tartozé fehérjével
kapcsolatban bebizonyosodott, hogy feliilregulacidjuk nyoman képesek kiilonbozd
tumortipusokban az apoptozis elkeriiléséhez hozzajarulni. Tumorszdveten elvégzett
immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan elmondhat6, hogy a Hsp27 expresszidja a PC
kasztracio-rezisztens stddiuméaban a legmagasabb, amely a fehérjének a daganat hormon
fliggetlen allapotanak kialakitdsaban betoltott szerepére utal [81]. Ennek oka, hogy a
Hsp27 az androgén receptorral komplexet alkotva képes az AR célgének atirasanak
szabalyozasara. Foster és munkatarsai kimutattak, hogy a PC diagnézisanak idejében
emelkedett Hsp27 képes eldrejelezni a daganat kedvezdtlen progndzisat [82]. Habar a
HSP fehérjérdl, mint terapids célpontrol tobb igéretes kutatasi eredmény sziiletett, ez
idaig HSP-gatloszert nem torzskonyveztek prosztatardkban [83]. A SYPL1 fehérje
daganatokkal kapcsolatos szerepe lényegesen kevésbé kutatott teriilet. Chen és
munkatarsainak kozleménye szerint a fehérje megndvekedett expresszioja 0sszefiigghet
a hepatocellularis carcinoma (HCC) epithelialis-mesenchymalis atalakulasaval. A

tumorszoveteken végzett tovabbi kisérleteik ravilagitottak arra, hogy a SYPL1 fehérje
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emelkedett szintje a HCC betegek kedvezdtlenebb tulélésének fliggetlen rizikofaktora
[84]. Liu ¢és munkatarsai egészséges alanyok, adenomas, valamint colorectalis
carcinomaban szenvedo betegek szérummintéin végezték el a SYPL1 fehérje vizsgalatat.
Eredményeik szerint a fehérje emelkedett szérumszintje 0sszefiiggésben allt a betegek
nyirokcsomo¢ érintettségével [85]. Mivel a kandidans fehérjék kivalasztasara alkalmazott
szelekciés modszereink nem azonositottak sem a Hsp27, sem pedig a SYPL1 fehérjét,
igy ezeket jelen tanulmanyunkba nem vontuk be, azonban késobbi vizsgalatukat
indokoltnak tartjuk.

A PC3-DR sejtekben a DOC-érzékeny sejtekhez képest 4,2-szeres emelkedést
mutatott a MET (mas néven HGFR) szintje, amely szekrécids fehérjét szintén
megvizsgaltunk kisérletes keretek kozott. A MET egy alaposan kutatott proto-onkogén,
amely sejtfelszini receptorként képes szdmos, tumorképzddéssel kapcsolatos jelatviteli
utat (pl. STAT, PI3K, RAS) aktivalni. Szdmos tumortipusban terapias célpontként
hasznaljak, valamint kisérletek mutattak ra a fehérje gydgyszer rezisztenciaban betoltott
szerepére is [86]. ELISA kisérleteink alapjan a MET fehérje szérumszintje nem mutatott
korrelaciot a DOC-kezelt mCRPC betegek klinikai adataival, ahogy a talélésiikre
vonatkozoan sem talaltunk 0sszefliggést.

Proteomikai vizsgalatainkban a legkiugrobb, 27,8-szoros emelkedést a GAP43
fehérje mutatta, melyet a PC3-DR sejtekben tapasztaltunk, amely kandidans fehérjét a
3.2.2.3. alfejezetben leirtak alapjan valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra. A GAP43
(neuromodulin) egy, az idegsejtek novekedésében fontos szerepet betolté fehérje.
Agydaganat  sejtvonalakban  megfigyelték  fokozott  expressziojat,  ahogy
glioblasztomakkal kapcsolatosan is leirtdk a tumorképzéssel Osszefiiggd szerepét [87].
Zhang ¢és munkatirsai arra a megallapitasra jutottak, hogy GAP43 biomarkerként
alkalmazhat6 lehet a nem kissejtes tiidddaganatok agyi attétképzésének eldrejelzésében
[88]. PC-vel kapcsolatos szerepére vonatkozoan nem allnak rendelkezésre adatok. Ezen
fehérjét szérumvizsgalataink, valamint in vitro funkcionalis kisérleteink soran is
megvizsgaltuk, azonban eredményeink nem erdsitettétk meg a fehérje DOC-
rezisztenciaban betoltott szerepét.

A szakirodalmi attekintés keretében olyan kdzleményeket is feldolgoztunk, amelyek
az altalunk elvégzettekhez hasonld felépitésii kutatast mutat be a PC kemoterdpia-

rezisztenciajanak témajaban, amely Osszehasonlitd elemzés segitségilinkre volt a
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kisérletekre valo kivalasztasban is (3.2.2.2. alfejezet). Harom cikket talaltunk, amelyek
ugyancsak DOC-érzékeny ¢és rezisztens PC sejtvonalparok omikai Osszehasonlitasat
mutatja be.

Az elsé cikkben O’Connell és munkatarsai kvantitativ tomegspektrometriai
technikédval hataroztak meg a megvaltozott expresszidju fehérjéket harom DOC-érzékeny
¢s rezisztens PC sejtvonalparban (PC3, DU145, 22RV1). Vizsgalataik alapjan 29 olyan
fehérjét azonositottak, amelyek legalabb két DOC-rezisztens sejtvonalban regulalodtak
feliil. A tovabbiakban ezen fehérjéket in silico jelatviteli elemzésnek vetették ala. F6bb
eredményeik szerint tobb hdsokk fehérjét (Hsp70, Hsp90A), valamint EMT-vel
kapcsolatos proteint azonositottak tobb rezisztens sejtvonalban is. Ertelmezésiik szerint a
hdésokk fehérjék nagyban hozzajarulnak a sejtek tobbek kozott kemoterapias kezelés altal
is kivaltott stresszvalaszdhoz. Az EMT jelensége gyakran figyelhetd meg a tumorsejtek
progresszidja soran, hozzajarul azok attétképzd képességéhez, emellett szamos
kemoterapids szer elleni rezisztencia hatterében is azonositottak jelentdségét. A
munkacsoport altal vizsgalt PC3 D12 sejtek rezisztencia hatisara bekovetkezd
morfoldgiai véaltozasai is alatdmasztjdk eredményeiket [74]. Tovabba, az altalunk vizsgalt
PC3-DR és DU145-DR sejtek DOC-rezisztenciajaval kapcsolatban Puhr és munkatarsai
ugyancsak ramutattak az EMT jelenlétére és jelentoségére [53].

A masodik cikkben Zhao és munkacsoportja PC3 és annak DOC-rezisztens
sejtparjanak (PC3-Rx) fehérjekészletét hasonlitotta Ossze tomegspektrometria alapu
vizsgalattal. Elemzésiik 50 feliillreguldlodd ¢és 35 alulregulaciot mutatd fehérjét
azonositott, amelyek koziil a legnagyobb valtozast mutatd fehérjéket vizsgaltak
alaposabban. ELISA szérumvizsgalataik, valamint sejtkultaras kisérleteik altal az AGR2
¢s a MIC-1 fehérjéket azonositottdk, mint lehetséges biomarkereket ¢és
gyogyszercélpontokat a PC DOC-rezisztencidjaban [75].

A harmadik cikkben Marin-Aguilera és munkatarsai ugyancsak DOC-érzékeny ¢€s
rezisztens PC3 és DU145 sejtvonalparokat hasonlitottak 6ssze, azonban az el6zd két
vizsgalattol eltérden transzkriptomikai (mRNS) szinten. Az RNS-szintli vizsgalat
jelentdsen tobb (243) génnel kapcsolatban mutatta ki mindkét rezisztens sejtvonalban a
megnovekedett expresszios szintet. Ezen géneket egy atfogd in silico analizisnek
(ingenuity pathway analysis) vetették ala, hogy kideritsék, a rezisztencia kialakulasa mely

fobb jelatviteli utak és egyéb szabdlyozdsi mechanizmusok valtozésaival mutatott
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Osszefiiggést. Az igy kivalasztott 18 gén expresszigjat 8 DOC-érzékeny €s ugyanennyi
DOC-rezisztens mCRPC beteg tumorszovet mintajan hataroztak meg qPCR moddszerrel.
Kisérleteik nyoman tobb gén (pl. AREG, EPCAM, CDH1, DLC1) csokkent expressziojat
is képesek voltak kimutatni a DOC-rezisztens mintakban [76].

Kutatasunk soran az alaposabb vizsgélatnak alavetett fehérjék kivalasztasanak egyik
szempontjaként a sajat proteomikai adatsorunkat hasonlitottuk Ossze a fent részletezett
harom vizsgalat eredményével. A DOC-érzékeny és -rezisztens PC3 sejtvonalparok
kozott mind a sajat mérésiink, mind a fliggetlen vizsgalatok altal kevesebb megvaltozott
expresszioju  fehérje keriilt azonositdsra, mint a DUI45 vs. DUI145-DR
Osszehasonlitasbol eredden. Az Osszevetésbol kideriilt tovabba, hogy a hasonlo,
tomegspektrometria alapi mérések kozott nagyobb szamban talaltunk kozos taldlatokat,
mint a proteomikai és a transzkriptomikai adatok kozott. A sziirési mddszerrel 5, illetve
4 olyan fehérjét talaltunk, amelyeknek mindharom, fiiggetlen proteomikai analizis szerint
is megnott, illetve csokkent az expresszidja DOC-rezisztencia hatdsara. Az ilyen moédon
azonositott, konzisztens feliilregulédciot mutatd taldlatok koziil a NAMPT fehérjével
végeztiink tovabbi kisérleteket.

A proteomikai elemzésiink nyujtotta fehérjelistabol a potencialisan biomarkerként
alkalmazhat6 célpontok kivalasztasahoz egy tovabbi modszert is alkalmaztunk. Ennek
soran a bioinformatikai analizissel a potencialisan szekretalodo és ezért a vérben nagyobb
valoszinliséggel kimutathato fehérjék azonositasat végeztiik el (3.2.2.1. alfejezet). Ezen
modszer taldlatai koziil a kovetkezd fehérjéket valasztottuk ki: CD44, MET, LNPEP,
GSN, IL13RA2. Az eldzbleg részletezett GAP43 ¢s NAMPT mellett tehat ennek a
tovabbi 6t fehérjének hataroztuk meg ELISA technikaval a szérumkoncentracioit DOC-
kezelt mCRPC betegek mintdiban, majd statisztikai Osszefiiggéseket kerestiink a
szérumkoncentraciok és a betegadatok kozott.

A klinikai mintdkon végzett retrospektiv vizsgalatok kiértékelése soran a NAMPT és
a CD44 fehérjékrol bizonyosodott be, hogy a DOC-kezelést megeldzéen megemelkedett
szérumszintjik a kedvezdtlenebb tuléléssel mutat szignifikans Osszefliggést. Ezen
korrelaciok a multivariancia analizis soran is szignifikdnsak maradtak, amely azt jelzi,
hogy az alapvonali NAMPT és CD44 szérumszint a tobbi tiléléssel dsszefiiggést mutatd
valtozotdl fliggetlentil is képesek eldrejelezni a DOC-kezelt mCRPC betegek rovidebb
tulélését [77, 78]. A NAMPT fehérje esetében tovabba megallapitottuk, hogy annak
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szérumkoncentracidja mar a tumor progresszidjanak kimutatasat megeldzéen, majd a
progresszi6 soran tovabbi jelentds emelkedést mutatott [78].

Az ELISA vizsgalatok alapjan igéretes eredményeket ado NAMPT ¢és CD44
fehérjéket tovabbi, in vitro funkcionalis kisérleteknek vetettiik ala annak érdekében, hogy
a DOC-rezisztencidban betoltott szerepiikrdl részletesebb képet kapjunk. Sejtkulturas
kisérleteink soran az azonositott fehérjék funkciondlis vizsgalataval visszatértiink azon
két DOC-érzékeny é€s -rezisztens sejtvonalparhoz, amelyek proteomikai 6sszehasonlitasa
alapozta meg kutatasunkat. Ezekben a DOC-rezisztens sejtvonalakban a NAMPT ¢és
CD44 fehérjék kifejez6dését siRNS transzfekcid utjan csendesitettiik, majd ezzel
egyidében figyeltilk a sejtek életképességének, valamint apoptozisanak valtozasait a
negativ kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekhez képest. Az MTT-teszttel kivitelezett
méréseink nem mutattak valtozast a géncsendesitett sejtek DOC-ra vonatkozo IC50
értékei kozott. A tovabbiakban igy egy érzékenyebb modszerrel, aramlasi citometriaval,
igyekeztiink a célfehérjék expresszios gatlasanak apoptdzisra gyakorolt hatasat tetten
érni. Méréseinket a mintak APC-Annexin V-tel és propidium-jodiddal valé kettos
festésével készitettiik eld, igy képesek voltunk elkiiloniteni a sejtpopulacié €16, korai,
illetve késOi apoptozisban 1éve, valamint nekrozist elszenvedett tagjait. Az apoptdzis
analizis altal képesek voltunk a géncsendesités hatdsara jelentds valtozasokat detektalni,
a sejtéletképességi vizsgalatok eredményeivel ellentmondé mdédon. A NAMPT fehérje
szintjének letdrésének hatdsara mindkét DOC-rezisztens sejtvonalban szignifikdnsan
megndtt az apoptotizald sejtek ardnya a fenntartd dézisi DOC-kezelés mellett. Erdekes
modon az IC50 DOC-dézissal kezelt, NAMPT csendesitett rezisztens sejtek
sejthaldlozdsaban azonban szignifikdns valtozast nem tapasztaltunk. A CD44
géncsendesités a DU145-DR sejtek apoptdzisdban okozott jelentds valtozast. Mind a
12,5 nM (fenntartd), mind az IC50 DOC dézisban kezelt sejtek szignifikdnsan nagyobb
mértékben apoptotizaltak, a kontroll sejtvonalhoz viszonyitva. Ezen eredmények arra
utalnak, hogy a CD44 ¢s NAMPT fehérjék hozzajarulnak a PC DOC-rezisztenciajanak
kialakulasahoz [77, 78].

A NAMPT (nikotinamid-foszforiboziltranszferaz, mas néven visfatin vagy PBEF)
fehérje képes enzimként, ndvekedési faktorként, valamint adipocitokinként is viselkedni.
Lokalizacidjat tekintve intracellularis (iNAMPT), valamint extracellularis, keringd

(eNAMPT) formaja is ismeretes [89-92]. Az INAMPT a nikotinamid-adenin-dinukleotid
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(NAD) bioszintézis fontos enzime, amely a ment6 Gtvonalon (Salvage pathway) keresztiil
valositja meg a bioenergetikai szempontbdl fontos NAD eldallitasat. A NAD, valamint
annak foszforilalt formaja (NADP) a sejten beliili energetikai folyamatok
nélkiilozhetetlen elektronszallitdé koenzimje [89, 93, 94]. Az eNAMPT extracellularis
térben torténd NAD bioszintézisben vald enzimatikus aktivitdsa még nem bizonyitott,
azonban citokinszer( aktivitasa, valamint novekedési faktorként vald viselkedése ismert.
A fehérje extracellularis valtozataval kapcsolatban kimutattak annak sejtproliferacios €s
anti-apoptotikus tulajdonsagait és Osszefiiggést talaltak az eNAMPT feliilregulacidja és
egyes daganatok jelenléte kozott [89, 95, 96]. A NAMPT-r6l lokalizaciojatol fiiggetleniil
szamos daganattipust érintéen - szamos elhizassal kapcsolatos tumort beleértve -
bebizonyosodott, hogy a tumor progresszidjara hatassal van, igy a fehérje rosszindulati
megbetegedésekkel kapcsolatos szakirodalma gazdag [89, 95, 97]. Az intracellularis
NAMPT altal ellatott sejten beliili feladatok kiemelt jelentdségiiek az olyan NAD-
fogyasztd enzimek szdmara, mint a BRCA1 vagy a PARP DNS-javité fehérjék, igy a
NAD bioszintézis révén a NAMPT hozzasegiti a daganatsejteket a megfeleld genomi
integritds fenntartdsdhoz [98, 99]. Tovabbi kutatasok leirtdk, hogy az eNAMPT képes
pro-inflammatoérikus jelpalyakat aktivalni, tobbek kozott az NF-kB fehérjén keresztiil,
amely transzkripcidos faktor feliilregulacioja jol ismert mechanizmus szdmos
tumortipusban [89, 100, 101]. Tobb, kronikus gyulladéassal jard korképpel, igy az
elhizassal kapcsolatban is megfigyelték az eNAMPT szérumszintjének novekedését
[102]. Kisérleti eredmények alapjan képes az IL-6 termelddést serkenteni, amely
molekula az elhizdssal kapcsolatos inzulin rezisztencia egyik fontos résztvevdje [101].
Patel ¢és kutatocsoportja PC sejtvonalak és klinikai szovetmintdk iNAMPT expressziojat
nyoman, valamint a fehérje hozzajarult a MMP-2 és 9 fehérjék aktivitasanak noveléséhez,
amely a tumor attétképzd hajlamanak novekedését eredményezte [103]. Wang és
munkacsoportja az INAMPT fontos szerepét bizonyitotta be a PC oxidativ stressz elleni
rezisztenciagjaban [104]. Gooma ¢s munkatarsai tobb Iényeges Osszefiiggésre is
ramutattak az eNAMPT ¢és a PC evolucidja kozott. Egyrészrdl kimutattak, hogy a PC
betegek szérum NAMPT-szintje szignifikdnsan magasabb az egészséges kontroll,
valamint a BPH (joindulati prosztata megnagyobbodds) betegeké, masrészrdl az

emelkedett NAMPT koncentraciok a magasabb Gleason-pontszdmmal, igy a
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kedvezdtlenebb prognoézissal is Osszefiiggést mutattak [89, 105]. A NAMPT fehérje
altalunk els6ként feltart terapia prediktiv értéke, valamint a DOC-rezisztencidban valo
lehetséges szerepe az eddigi kutatasi eredményekkel 6sszhangban van, illetve azokat
kiegésziti [78].

A CD44 egy multifunkciondlis transzmembran glikoprotein, amely képes szdmos
sejt-sejt, valamint sejt-matrix kapcsolat 1étrehozasara. Fiziologias koriilmények kozott
rengeteg folyamatban részt vesz, hiszen képes novekedési faktorok és citokinek altal
tulélését, valamint a kdrnyezé matrix struktarakkal valo kapcsolodasat befolyasolni [106,
107]. Azonban a fehérje kiilonb6zd, alternativ splicing Utjan 1étrejové izoformainak
megjelenése, illetve megvaltozott expresszidja is tobb daganattipussal kapcsolatosan
Osszefliggésbe keriilt [108-111]. Ma mar a CD44-et mint tumor Ossejt markert tartjuk
szamon [112, 113]. Mivel a tumor dssejtek jellemzden kvieszcens, azaz nem osztddo
allapotban vannak, igy a kemoterapidkkal szemben is nagyobb ellenéllast mutatnak. Az
ilyen allapott sejteknek sejtciklusuk atmeneti leéllitasahoz fontos a mikrokornyezetiikkel
valé kommunikacid, amelyben a CD44 fehérje 1ényeges szerepet jatszik azaltal, hogy az
Ossejtszerti tulajdonsadgok kialakitdsdban részt vesz. A tumor Ossejtekre jellemzé a
nagyfoku rugalmassag, amely ezen kontextusban azt jelenti, hogy képesek a kdrnyezeti
behatasok kedvezdbbre fordulasaval gyors osztddasnak indulni, igy felelosek lehetnek a
biomarkerként vagy terdpias célpontként vald alkalmazdsa szamos tudomanyos
kozlemény eredménye alapjan megalapozottnak tlinik [111]. Lai €s munkatarsai azt
megallapitottak, hogy a DOC-rezisztens sejtpopuldciokban lényegesen nagyobb a CD44
tumor Ossejt markert kifejezé sejtek aranya. A fehérje gatldsa nyomén tovabba azt
tapasztaltak, hogy a rezisztens sejtek migracios €s invaziv tulajdonsadgai mérséklddtek,
amely a CD44 ezen folyamatokban bet6ltott szerepére utal [115]. Roy és munkacsoportja
a CD44 kemoterapia-rezisztenciaban betoltott funkciojara hivta fel a figyelmet.
Ciszplatin-rezisztens fej-nyaki daganat sejtvonalon vizsgalodva megallapitottak, hogy a
CD44-gatlassal a sejtek ciszplatinnal szembeni re-szenzitizacidja figyelhetd meg [116].
Cao ¢s munkatarsai nagyszamu betegmintan végzett vizsgalatainak koszonhetden
bebizonyosodott, hogy a CD44-pozitiv gyomorrakos betegek tulélése szignifikansan

rovidebb, mint a CD44-negativ csoportba tartozo pacienseké [117]. Egy tovabbi, tobb
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ezer beteg klinikopatologiai adatait §sszesitd kozlemény hasonloé eredményekre jutott. A
szerzOknek szignifikdns Osszefliggést sikeriilt kimutatniuk a gyomor daganatok
magasabb CD44 expresszioja és a TNM-szerinti elérehaladottabb stadiuma kozott, ahogy
a betegek kedvezOtlenebb teljes talélésével is [118]. A CD44 kiilonb6z6 splice variansai
koziil tobbel kapcsolatban is bebizonyosodott, hogy prognosztikus értékkel bir kiillonb6zo
tumortipusokban. Példaként emlithet6 a CD44v6 izoforma, amely a PC-n til tobbek
kozott kissejtes tiidorakban és hasnyalmirigyrakban is Osszefliggést mutatott a
kedvezotlenebb prognozissal [110, 111, 119, 120]. A tény, miszerint a CD44 hozzajarul
a tumorok O&ssejt fenotipusdnak kialakitdsdhoz, valamint szamos daganattipussal
Osszefliggésben azonositott szerepe miatt a fehérjére potencidlis gyogyszercélpontként
tekinthetiink. Ezen megallapitast sajat eredményeink is megerdsitik, amellyel a fehérje a
PC DOC-terapiaval kapcsolatos prediktiv értékét, valamint a DOC-rezisztencidban
betoltott valdszintlisithetd funkcionalis szerepét allapitottuk meg [77].

Kutatocsoportunk eltérd kutatasi tervvel, de a jelen dolgozathoz kapcsol6do hasonld
célu projektjei keretében tovabbi potencialis szérum biomarkerrel kapcsolatban mutatott
ki Osszefliggést a DOC-ra adott csokkent terapids vélasszal és a rovidebb tuléléssel
mCRPC Dbetegek esetében. A matrix metalloproteindz-7 (MMP-7) fehérjével
kapcsolatban kimutattuk, hogy annak DOC-kezelés megkezdése el6tt emelkedett
szérumszintje szignifikdns Osszefliggést mutat a DOC-rezisztenciaval, valamint a
rovidebb betegségfiiggd taléléssel [121]. Az MMP-7 fehérje részt vesz tobbek kozott a
SDC1 (syndecan-1) transzmembran proteoglikan sejtfelszinrdl valo lehasitasaban, ezaltal
annak szérumszintje megndhet. Sikeriilt 6sszefiiggést talalnunk a magas alapvonali SDC1
szérumszint €s a betegségfiiggd tulélés kozott, amelyen tal kimutattuk a fehérje jelentds
szérumszintbeli emelkedését a tumor progresszidjaval Osszefliggésben [122]. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy az mCRPC betegek kezelésének megkezdését
megelézden az emlitett fehérjék szérumkoncentracidinak meghatarozasa segithet a

megfeleld terapias szer kivalasztasaban.

A doktori képzésem soran elért kutatasi eredmények megerdsitik azt az elképzelést,
miszerint a daganatok terdpia-rezisztencidja egy Osszetett, szamos sejtszintli folyamat
ereddjeként létrejovo jelenség. A szakirodalmi attekintésbdl kideriilt, hogy ugyan
napjainkban mar tobb molekularis folyamat ismert, amely a PC kemoterapia

rezisztenciajat okozhatja, azonban ez idaig attdrést nem sikertiilt elérni annak elkertilése
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érdekében. Ahogy az egyes PC betegek kozott, ugy egy daganaton, vagy akar egyetlen
tumorsejten belill is tobb fajta rezisztencia mechanizmus is megjelenhet, amelyek
egymastol fliggetleniil, esetleg szinergisztikus modon képesek a daganat tulélését
szolgalni. A kutatasunkat megalapoz6 proteomikai vizsgalat célja szerint tovabbi
rezisztencia géneket igyekeztiink azonositani, amelyek a PC terapia predikciojat
megkonnyithetik, illetve 1) gyogyszercélpontként tamadhatok. A rezisztencia
mechanizmusok sokrétliségét tdmasztja ald azon eredményiink is, miszerint mindkét
vizsgalt DOC-rezisztens sejtvonalban minddssze harom kozosen feliilregulalodott
fehérjét azonositottunk, amely mellett tobb szdz csupan az egyikiikben mutatott
expresszios valtozast a rezisztencia kialakuldsa sordn. Ez a jelenség egyben
megmagyarazza azt is, hogy a funkcionalis kisérleteink soran a CD44 géncsendesités
miként okozhatott jelentds apoptotikus hatast a DU145-DR sejtekben, mig a PC3-DR
sejtvonal DOC-inszenzivitasit nem befolyasolta. Ugyan tovabbi vizsgalatok
sziikségeltetnek a NAMPT ¢és CD44 molekuldk terapia prediktiv értékének, valamint
rezisztenciat befolyasold funkciondlis szerepének pontosabb megértéséhez, azonban az
eredményeink alapjan igéretes biomarkerként, illetve gyogyszercélpontként tekinthetlink

rajuk a PC DOC-rezisztenciajaban [77, 78, 121, 122].
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6. Kovetkeztetések

A két DOC-érzékeny és -rezisztens prosztatardk sejtvonalparon elvégzett
tomegspektrometria alapi proteomikai vizsgalattal tobb szdz olyan fehérjét sikertilt
azonositanunk, amelyek potencialisan részt vesznek a DOC-rezisztencia kialakitasaban.
A hipotézismentes, objektiv megkdzelitésti bioinformatikai mddszereinkkel 7 fehérjét
(NAMPT, CD44, GAP43, MET, LNPEP, IL13RA2, GSN) valasztottunk ki a proteomikai
vizsgalat nyujtotta fehérje adatsorbol szérum vizsgalatokra. A  kutatasunk
megalapozasaban nagy szerepe volt tobb kollaboracios egyiittmiikddésiinknek is, melyek
nagyban hozzéjarultak munkank szinvonaldnak emeléséhez.

Az ELISA technikaval végzett vizsgalatainkkal 5 fehérjét voltunk képesek kimutatni
a DOC-kezelésnek alavetett PC betegek szérummintaiban, amelyek koziil 2 fehérje
(NAMPT, CD44) kezelés elotti szérumszintjei mutattak szignifikans Osszefliggést a
betegek rovidebb tulélésével. Tovabba a kezelés alatt gyiijtott mintdk NAMPT
progresszid felfedezését megeldzden is emelkedést mutatott és tovabb emelkedett a
progresszi6 felfedezésének idejében.

Eredményeink szerint a NAMPT és CD44 fehérjék kezelések megkezdése el6tt mért
szérumszintjének = meghatarozasa  hozzasegithet a  DOC-rezisztens  betegek
azonositasdhoz, ezaltal segitheti a terapias dontéshozatalt. Tovabba a NAMPT fehérje
vizsgélatainak eredményei alapjan elmondhato, hogy szérum szintjének monitorozasa
DOC-kezelés soran segithet a kezelés alatti progresszio korai eldrejelzésében.

In vitro sejtkultras funkcionalis kisérleteinket ezen két fehérjével, illetve a PC3-DR
DOC-rezisztens sejtvonalban kimagasloan magas expresszids valtozast mutato GAP43
fehérjével végeztik el. Ennek soran a DOC-rezisztens sejtekben ezen fehérjék
kifejezddését csendesitettiik siRNS transzfekcio utjan, majd figyeltiik a kiilonb6z6 DOC
doézisok mellett tapasztalhato, a kezeletlen kontroll sejtekhez képest mutatott viabilitas €s
apoptozis valtozasait. A megvizsgalt célpontok koziil a CD44 fehérje csendesitése mellett
tapasztaltunk szignifikans apoptozis novekedést a DU145-DR sejtekben. Az aramlasi
citometriaval elvégzett apoptdzis analizis szerint ezen sejtek CD44 fehérje hidnyaban
érzékennye valtak a DOC-kezelésre. Ezen kisérletek a CD44 DOC-rezisztenciaban

betoltott lehetséges szerepére utalnak.
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Eredményeink fényében elmondhatd, hogy terapia-érzékeny és rezisztens
sejtvonalparok proteomikai 0Osszehasonlitdsa, illetve annak objektiv mddon vald
feldolgozasa, sziirése 0j biomarkerek, valamint gyogyszercélpontok azonositasara
alkalmas modszernek tekinthetd. Jelen dolgozatban bemutatott eredményeink
reményeink szerint hozzajarulnak a jovoben a PC kemoterapia-rezisztencidjanak
lekiizdéséhez. A CD44 és NAMPT, valamint az MMP-7 és SDCI1 fehérjéket célzo
szérumvizsgalataink fliggetlen betegcsoporton vald prospektiv validacioja sziikséges
azok terapia prediktiv biomarkerként valo alkalmazasahoz. A NAMPT ¢és CD44
molekuldk sejtkultaras funkciondlis kisérleteinkkel, valamint azok szakirodalmaban
fellelhetd eredményeivel Osszhangban a fehérjék DOC-rezisztenciaban betdltott
lehetséges funkciondlis szerepére utalnak. Ezen mechanizmus még pontosabb

megismeréséhez tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.
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7. Osszefoglalas

A docetaxel (DOC) kemoterapidval szembeni rezisztencia a metasztatikus
kasztracio-rezisztens prosztatarakos (mCRPC) betegek szamara jelentds kockazatot
jelent. Jelenleg szamos olyan hatéanyag all rendelkezésre, amelyek a betegek ugyanazon
csoportja szamara potencialisan hatékony alternativat jelentenck a DOC-rezisztens
prosztatarak esetén. Igy célunk olyan terapia prediktiv biomarkerek azonositisa volt,
amelyekre tdmaszkodva kisziirhetok a DOC-kezelésre nem reagalo betegek.

Kutatdsunk  DOC-érzékeny €s  rezisztens  prosztatarak  sejtvonalparok
tomegspektrometriai modszerrel kivitelezett proteomikai Osszehasonlitdsan alapult. A
vizsgalat altal nyujtott fehérje adatsorban hipotézismentes bioinformatikai szlrési
metoddusokkal valasztottunk ki 7 kandidéns fehérjét szérumvizsgalatokra. A fehérjék
koncentracioit ELISA modszerrel hataroztuk meg DOC-kezelt mCRPC betegek
szérummintaiban, majd ezen értékeket Osszevetettiik a paciensek klinikopatologiai és
talélési adatival.

Szérumvizsgalataink alapjan a betegek kedvezdtlenebb tulélésével Osszefliggést
mutatd NAMPT ¢és CD44 fehérjéket, valamint a DOC-rezisztens PC3-DR sejtvonalban
legnagyobb expresszios valtozast mutatd GAP43 fehérjét tovabbi sejtkulturés
funkcionalis teszteknek vetettilk ala, amelyek sordn a fehérjék kifejezodését siRNS-
transzfekcioval gatoltuk és figyeltiik a sejtek €letképességeének, valamint apoptdzisanak
valtozasait. A CD44 géncsendesités hatdsara a DUI145-DR sejtvonal esetében az
apoptotizalo sejtek ardnyanak szignifikdns megnovekedését tapasztaltuk.

Az eredményeinkbdl kovetkezdleg a terapia megkezdését megeldzden a CD44 ¢és
NAMPT fehérjék szérumbol torténd kimutatasa segithet a DOC-rezisztens betegek
kivalasztasaban, igy optimalizalhatja a klinikai dontéshozatalt. Tovabba, a NAMPT
fehérje szérumszintjének meghatarozasa alkalmazhat6 lehet a megkezdett DOC-terapia
hatékonysdganak monitorozasdban is. A letort CD44 expresszioji sejtek esetén
kimutathatd megnovekedett DOC-érzékenység valdsziniileg ezen fehérje DOC-
rezisztenciaban betoltott funkcionalis szerepére utal. Az elvégzett kutatdsunk alapjan
elmondhat6, hogy a terdpia érzékeny és rezisztens sejtvonalak komparativ analizise
megfeleld bioinformatikai megkdzelitéssel kiegészitve egy hatékony moddja 1)
biomarkerek azonositdsanak, az igy kivalasztott fehérjék funkcionalis vizsgélata pedig

elvezethet 01j potencidlis gyogyszercélpontok azonositasahoz.
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8. Summary

Baseline as well as acquired resistance to docetaxel (DOC) chemotherapy represents
a significant risk for metastatic castration-resistant prostate cancer (MCRPC) patients. On
the other hand, in the last years additional therapy regimens became available providing
reasonable alternatives for DOC-resistant patients. In this study, we aimed to identify
predictive biomarkers able to select patients who will not benefit from DOC-treatment.
In addition, functional analyses have been performed in order to assess the functional
involvement of identified proteins in the DOC-resistance of prostate cancer cells.

We first performed a comparative proteome analysis of DOC-sensitive and resistant
prostate cancer cell lines using LC-MS/MS mass spectrometry. By using various
hypothesis-free filtering methods we selected 7 proteins from the generated dataset for
quantitative (ELISA) analysis of serum samples of DOC-treated patients. Protein serum
concentrations were correlated with clinicopathological and survival data.

Two of the seven assessed proteins, NAMPT and CD44, proved to be associated with
poor survival, therefore these proteins and GAP43 — which showed the highest fold
change in DOC-resistant PC3-DR cell line according to our proteome analysis — were
assessed in further in vitro functional experiments by SiRNA silencing in parallel with
assessing cell viability and apoptosis. Due to CD44 silencing the rate of apoptotic DU145-
DR cells were significantly increased compared to the control cells.

In conclusion, the determination of pre-treatment serum CD44 and NAMPT levels
may help to identify patients who are resistant to DOC and therefore may help to optimize
clinical decision making. Furthermore, the determination of on-treatment serum NAMPT
levels may support monitoring of the efficacy of DOC therapy as well. The observed re-
sensitization to DOC in CD44 silenced cells implies the possible functional involvement
of CD44 in DOC-resistance. Based on our findings, using comparative proteome analysis
on therapy sensitive and resistant cell lines in combination with respective bioinformatic
approaches provide an effective method for discovering novel biomarkers or therapeutic

targets.
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Nikolettnek és Hermann-Varadi Melindanak. Altaluk a doktori képzési programom 4 éve
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koszonetet szeretnék mondani a Klinikan miikddé Uroonkoldgiai Centrum vezetdjének,
Dr. Sziics Miklos féorvos urnak, valamint Fazekas Tiinde &polonak, akik aldozatos
munkdja nélkiil nem lettem volna képes ilyen nagy betegcsoport szérummintait bevonni
kisérleteimbe, ezéltal nagymértékben hozzéjarultak az elért eredményeinkhez. Dr. Modos
Orsolyanak koszondm, hogy mar TDK kutatdsom alatt megtanitott szamomra szamos
molekuléris szinti vizsgalatot, azok tervezési, kivitelezési és kiértekelési 1épéseit,
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Andrasnak és Dr. Fazekas Tamasnak a sok segitséget, amelyet a vizsgalataimba bevont
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A Semmelweis Egyetem 1. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézete tobb
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Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Sebestyén Annanak és Ph.D. hallgatdjanak
Dank¢ Titanillanak, akik megteremtették a lehetdségét, hogy sejtkulturas kisérleteimet az
altaluk vezetett Szovettenyésztd Laboratoriumban elvégezhessem. K&szondm a tdmogato
tanacsaikat, aldozatos és Onzetlen munkdjukat, amelyet a Laboratérium mindennapos,
magas szinvonall fenntartdsa érdekében tettek.

Koszonettel tartozom Prof. Krenacs Tibornak és az altala vezetett Molekularis
Patomorfologia Munkacsoportnak, igy Dr. Forika Gertradnak és Kiss Evanak. Ok nem
csupan rendelkezésemre bocsatottak az dramlasi citométer berendezést, hanem
tiirelmesen, alaposan elmagyaraztak annak hasznalatat, a minta elokészitéstdl, a mérésen

at, annak kiértékeléséig.

Halasan koszonom a diisseldorfi Heinrich Heine Egyetem Urologiai
Kutatolaboratorium munkatarsainak, hogy a Ph.D. képzésemet megel6zden, Erasmus+
szakmai gyakorlatomat naluk tolthettem. K6szonom Prof. Wolfgang Schulznak, hogy az
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kaptam tovabba Dr. Nicholas Wagnertdl, Dr. Alessandro Ninit6l, Dr. Margaretha
Skowront6l, Dr. Ananda Ayyappan Jaguva Vasudevantdl, Dr. Patchawaralai
Whongsiritdl, Dr. Johanna Drooptdl és Christiane Hadert6l. Az altaluk teremtett

munkakdrnyezetben 6rom volt dolgozni, amely mellett nagyon sok hasznos tapasztalatra
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tettem szert. K6szonom, hogy barmikor fordulhattam hozzajuk kérdéseimmel, melyeket

tiirelemmel és odafigyeléssel fogadtak és nagy szakértelemmel valaszoltak meg.

Koszonetemet szeretném kifejezni a doktori értekezésem létrejottéhez nagyban
hozzajarul6 kollaboracios partnereinknek is. K6szonom Dr. Martin Puhrnak (Innsbrucki
Orvosi Egyetem, Urologiai Klinika), hogy rendelkezésemre bocsatotta az altaluk
tenyésztett kemoterapia-érzékeny ¢és -rezisztens prosztatardk sejtvonalparokat.
Ko6szonom Prof. Barbara Siteknek, Dr. Kathrin Witzkenek és Dr. Thilo Brachtnak
(Bochumi Ruhr Egyetem, Orvosi Proteomikai Kozpont) a sejtvonalak komparativ
proteomikai elemzését és annak kiértékelésében nyujtott segitségiiket. Kdszonet illeti
Prof. Gero Kramert és Dr. Sabina Sevcencot, akik nagyon értékes, kemoterapias
kezelésen atesett mCRPC betegek szérummintaibdl és klinikopatologiai adataibol allo
betegcsoportot bocsatott rendelkezésiinkre. Koszondm Prof. Takacs Laszlonak, Dr. Lazar
Jozsefnek ¢és Tornyi Ilondnak (Debreceni Egyetem, Humangenetikai Tanszék) az
egylttmiikddést, amelynek sordn bioinformatikai modszereikkel képesek voltunk a
proteomikai adatsorbol a szekretalt fehérjéket tovabbi vizsgalatainkhoz kivalasztani.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Csermely Péternek és az altala vezetett
LINK-Group munkacsoportnak (Semmelweis Egyetem, Molekularis Biologiai Tansz€k).
Ko6szonom Professzor urnak, hogy a Ph.D. képzésem alatt megismertette velem a
halozatbiologia  tudomanyteriiletét, ¢és  tamogatta, hogy kutatdcsoportjaval
egylittmiikddjiink. Koszondm Ph.D. hallgatdjanak, Dr. Kovéacs Borbéalanak az izgalmas
kozos szakmai munkat és az értékes, barati beszélgetéseket is.

Ko6szondm szépen gimnaziumi bioldgia tanaromnak, Dr. Mészaros Lukacsnak a
nagyszerii €s lenyligdzd tanorait, amelyek nem csupan felkeltették az érdeklodésemet a
természettudomanyok irdnt, hanem azok hatdsdra ¢és Tanar Ur biztatdsdra el is
kotelezoédtem a tudoméanyos palyavalasztas mellett. Tovabba hélas vagyok korabbi
mentoraimnak, Dr. Minko Krisztinanak, Dr. Bodi Ildikonak és Dr. David Csabanak, akik
az egyetemi alapképzésem soran biztositottak helyet szamomra TDK hallgatoként a
kutatdcsoportjukban (Semmelweis Egyetem, Humdnmorfologiai és Fejlodésbioldgiai
Intézet), amely kutatdsi projekt keretében tapasztalhattam meg kozelebbrdl a kutatoi

hivatéas szépségét €s izgalmas kihivasait.
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Végezetiil halamat szeretném kifejezni azoknak, akiknek a legtobbet kdszonhetek,
a Csaladomnak és Barataimnak. Halasan koszonom Edesanyamnak, hogy szeretetben
nevelt fel és barmikor szamithatok ra, valamint olyan hatteret biztositott szamomra,
amivel a tanulmanyaimra koncentralhattam. Kszonom Névéremnek és Ocsémnek, hogy
mindig mellettem allnak, a nehéz idészakaimon atsegitenek, tdmogatnak és mindig
képesek felviditani. Kiilon koszondm Novéremnek, hogy sok egyéb teenddje mellett is
segitett a doktori értekezésem szinvonalat novelni az altala készitett abraknak
koszonhetéen. Koszondm Nagymamam Oszinte és értékes tanacsait, Nagynénémnek ¢és
Nagybatyamnak az 6nzetlen tamogatasat. Koszondm a Barataimnak, Ginanak, Davidnak,
Balintnak, Tominak, Daninak ¢és Bencének, hogy mindenkor szamithatok rajuk.
Jolelkliségiik és az altaluk megteremtett harmonikus, vidam és felhdtlen kornyezet is

nagyban hozzasegitett, hogy doktori képzésemet elvégezhessem.
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