DOI:10.14753/SE.2018.2114

Szolid tumorok terapia szempontjabol jelentds
klinika1 alcsoportokba vald sorolasa genexpresszios
adatok alapjan

Doktori értekezés

Dr. Sztupinszki Zsoéfia
Semmelweis Egyetem

Patolégia Tudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
. EGYETEM

PHD

Témavezetd: Dr. Gy6rffy Balazs, Ph.D, D.Sc., tudomanyos fémunkatars

Hivatalos biralok: Dr. Rénai Zsolt, Ph.D., egyetemi docens

Dr. Korcsmaros Tamaés, Ph.D., csoportvezetd

Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Zalatnai Attila, Ph.D., habilitalt egyetemi docens

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Szeltner Zoltan, Ph.D., tudomanyos fomunkatars
Dr. Ambrus Attila, Ph.D., egyetemi adjunktus

Budapest
2017



1
2

DOI:10.14753/SE.2018.2114

Tartalomjegyzék

ROVIAIteseK JEGYZEKE .........c.oocoviiiiiiiiiii 4
BeVEZELES ...t 6
2.1  Szolid tumorok Kezel€se ..........ooviiviiiiiiiiiiiiiiic 6
2.1.1  KEMOETAPIA. . .iveiriiiiiiiieiieie sttt 8
2.1.2  CRlZOE tRIAPIA. .. eiviieeiiiieii et 8
2.2 Vastagb@ldaganatoK ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11
2.2.1 A vastagbéldaganatok kialakuldsanak molekularis alapjai ...........c.o.oe.e. 15
2.3 EMIOTAK . ....eiiiiieiitiiiseee e 20
2.3.1 Az emld sebészete - nyirokcsomo Attet .........cvvevueeiiiiiieiieiieee e 23
2.3.2  Nyirokcsomo attét KEZelESe ........oovvviiiiiiiiiiiiiieii e 24
2.4 Daganatok 0SZtAIYOZASA ........cccviiviiieiiiiiiiie e 29
241 BIOMAKErEK ....cooviiiiiiiiiicc 29
2.4.2  Vastagbél daganatok............ccoceriiiiiiiiiieii 30
2.4.3  EmIOdaganat.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiieii e 31
2.5  Bioinformatika, StatiSZtiKa ............cccevvieiiiiiiiiic 34
2.5.1  Osztalyozas, KIaszteranalizZis ..........ccocerveriiiiiieiiie e 34
2.5.2  TAavolSAgSZAMItASOK.......civiiiiiiiiiicie e 36
2.5.3  Szignifikans kiilonbségek keresése génexpresszios adatokon.................. 37
2.5.4  TUOICIES ANALIZIS ..ovveeviieieiiee e 39
2.5.5 Tobbszoros dsszehasonlitasok problémaja..........cccccvvveriiiiiicnieicnnenn, 41
CEIKITUZESEK .......o.eviiiiiiiii 42
IMOASZET K ...t 43
4.1 GEN-ChIP MOASZET ......vviiiiiiieiiieee e 43
4.2  Bioinformatikai, statisztikai €lemzes...........ccocveeiiiiiiiiiiiiiiic e 44
421 NOrMAlZALAS .......cccviiiiiiiii i 44
4.2.2  MINOSEZEIENOTZES ......cviiiviiiieii ettt 45
4.2.3 A legjobb proba szettek kivalasztasa.........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiccce 45
424  Batch hatds.......ccooiiiiiiiii 46
4.2.5 Diagnosztikai probak mutatdi, €rtékelés ..........ccoovvriiiiiniiiiiiiie 46
4.3  Vastagbéldaganat — tobbgénes 0SZtalyozOK.........ccocvvviiiiiiiiiiiiiieiecen 47
4.3.1  Adatbazis I€treh0ZAasa ........cccovviiiiiiiiiiiicii 47
4.3.2  Adatok ClOKESZILESE ....c.veiuveiieiiriieiiieie et 47
4.3.3  Korabbi osztdlyozd modszerek irodalmi azonositasa..........c.ceeveevvrnennn. 48



DOI:10.14753/SE.2018.2114

4.3.4  Osztalyozok 0sszehasonlitdsa........cccveiiiiiiiiiiiiiiii i 48
4.3.5  Gének sulyanak megallapitasa.........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiensie e 49
4.3.6  SEJVONAIAK ......ooviiiiiiiiiee s 49
4.4  Emlodaganat — rossz progndzist betegek azonositadsa.........ccocvvvvvieiiiieiiinnnns 50
441 MINEAZYUTLES c.vveeirriieiiiiieiiee ettt sttt et nab e nnn e nees 50
4.4.2  Adatbazis I€treh0ZAasa ........cocueeiiiiiiiiiiiiiie e 51
4.4.3  Adatok elOKESZILESE .......couviirieiiiiiiieriee e o1
444  BetegeK 0SZtAlYOZASA . ....ccuiiiiiiiiiie it 51
445  OptMAZAIAS ......ooviiiiiiici e 53
4.4.6  Osszehasonlitas mas 0SZtAly0ZOKKal ........cevevevevevevevereieieieeeeeeee e 53
447 ONINE FRIGICT ...oviviieiiiieiee e e 54
45 Emlddaganat - Nyirokcsomo €rintetts€g elorejelzése. ........oovvrnvniiniiniinnnnn. 55
4.5.1  MINEAZYUJEES ..eeiuvieiiiiiee it 55
4.5.2  Adatbazis 1€treh0zasa ........coceeiiiiiiiiici e 56
453  Adatok ElOKESZILESE ......veiuviriieiiiieiieeie e 56
454  Betegek 0SZtAlYOZASA.......ccciivieiiiiiieiie e 57
455  ULvOnal €IEMZES ......ovveevereereeeseeieeseeeesesiesessesisss s ss s sssss s snennens 57
4.6  Biomarkerek reprodukalhatosaganak 6sszehasonlitasa..........ccccevvvviiviiinnenne. 58
S Eredmeények ..........ccoooiiiiiiiiiii s 59
5.1  Vastagbélrak - rossz prognozistl betegek azonositasa ............ccccvvevviiiniinnnnn. 59
511 AdAtDAZIS .o 59
5.1.2  Algoritmusok aZONOSItASA. ........ecviivieiriiieiieii e 62
5.1.3  OsztalyozOk 0sszehasonlitdsa.........ccccviveiiiiiiiiiiiiiiii 71
5.1.4  Génlistak 058z€hasonlitdsa ..........ccovveririiiiiiic e 74
5.1.5  Prekilinikai modelleK...........cccooooiiiiiiiiiiiiic 75
5.2  Emldrak — rossz progn6zist betegek azonositasa...........ccvevvririiiiiiniiiineennn. 77
5.2.1 Mintagytjtés — Fiiggetlen validacios adat .........cccocoeeevieiiiiiiiiieciee i 77
5.2.2  AdAtDAZIS .oveiiiieiiieieee s 77
9.2.3  OptMAZACIO......cccviiiiiiiiiiiic 79
5.2.4  OSSZENASONIIAS.......ceeeeeeeceeeeeieceeeee e en s s s s s s e ennens 80
5.2.5  ValdAIAS ...oiviiiiiiiiiiiicese e 86
5.3  Emlérék - nyirokcsomo érintettség elérejelzése ..., 89
5.3.1 Mintagy(jtés €s adatbaziSunK ...........cccorveririinieiiicieee e 89
5.3.2  Nyirokcsomo-statusz elOrejelzE€se ........oovvririiiieniiiiiieiiseee e 91
5.3.3  Utvonal és gén-ontoldgia elemzés...........ccouerererrererrrreeeeeeereereseesessessnns 93
5.4  Biomarkerek reprodukalhatosaganak osszehasonlitdsa...........ccccoviiiieniininnns 96



DOI:10.14753/SE.2018.2114

B ME@DESZEIES ..ot 98
6.1 Vastagbélrak - rossz progndzist betegek azonositdsa .........ccocvvvvvieiiieniinenns 98
6.2 Emloérak — rossz prognozisu betegek azonositasa.........occeveeiiiiiieiieiieennne. 100
6.3 Emlorak - nyirokcsomo érintettség elorejelzEse.....ovvvvnniiiniiiiiiiiniiiiienninn, 101
6.4 Biomarkerek reprodukalhatésaganak dsszehasonlitdsa..........cccvvivvviiveennnen, 102

KOVEtKeZEEtESEK ...........ooeiiiii 104
OSSZEFOZIANAS .........coovveiiceeeee ettt 106
SUMIMAKTY oottt sbb e e nbb e e s nbb e e e bb e e e nnneeans 107

10 IrodalomyjegyZEK ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiieiece s 108

11 Sajat publiKACIOK jeGYZEK ............ccooovviiiiiiiii 138
111 Disszertaciohoz kapcsolddo publikaciok jegyzéke.........oovviiiniiiniiinnnnne 138
11.2  Disszertaciotdl fiiggetlen publikaciok jegyzeéke.........cooovviviiiiiiiiiiinnnnn 138

12 KOSzOnetnyilVANIAS. ..........c.ooiiiiiiiiii s 140

13 FUGEEIEKEK.........ooiiiiiiiiiee e e 141
13.1 FUGEEIEK 1. ..o 141
13.2 FUGEEIEK 2. ..o 141

13.3 Fiiggelék 3. : Géncsendesités hatékonysaga gén-chip vizsgalatokokban .. 144



DOI:10.14753/SE.2018.2114

1 Roviditések jegyzéke

5-FU 5-fluorouracil 5-fluorouracil
ATCC american type culture collection amerikai sejtbank
AUC area under the curve gorbe alatti teriilet
CCLE cancer cell line encyclopedia rakos sejtvonal enciklopédia
cDNS complementer DNA komplementer DNS
DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav
FDA USA Food and Drug Administration amerikal lelmiszer & gyogyszet
ligynokség
FISH fluorescent in situ hibridisation fluoreszcens in situ hibridizacio
FDR false discovery rate fals talalati arany
FN fals negative alnegativ
FP fals positive alpozitiv
GEO gene expression omnibus gén expresszios omnibusz
gene expression omnibus (geo)
GSE gene expression omnibus (geo) series
sorozat
HR hazard ratio kockazati arany
IHC immunohistochemistry immunhisztokémia
MAS5 microarray suite 5.0 microarray csomag 5.1
MMR mismatch repair nem ill6 parok javitasa
MRNS messenger RNA hirvivé RNS
NCCN national comprehensive cancer network nemzeti rak halozat
PAM prediction analysis of microarrays microarray predikcios elemzés
PFS progression-free survival progressziomentes tulélés
gRT-PCR | qualitative real-time PCR kvalitativ valos idejiit PCR
RNS ribonucleic acid ribonukleinsav
ROC receiver operating characteristics receiver operating characteristics
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RP Rank Products Rank Products

SAM significance analysis of microarray microarray szignifikancia elemzés
SH2 src homology 2 src homolodhia 2

SiIRNS small interfering RNA kis interferald6 RNS

TCGA the cancer genome atlas a rak genom atlasz
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2 Bevezetés

Disszertaciomban szolid tumorok, eml6 és vastagbél daganat osztalyozasaval,
magas kockazatq, illetve rossz progndzisu betegcsoportok azonositasaval foglalkozom.
A Dbeteg adott terapidra vald valaszanak elOrejelzésével a terapia hatdsossaga,
koltséghatékonysaga maximalizalhatd és a beteget €ré gyogyszerterhelés, illetve
mellékhatasok csokkenthetdek. Ma mar tudjuk, hogy az emld- €s a vastagbél daganatok
nem tekinthetdk homogén betegségnek, hanem a kiilonb6z6 daganat altipusok mas-mas
biologiai és klinikai tulajdonsédgokkal birnak. Ezért ezek azonositasa és jellemzése a
tumorgenezis mélyebb megértését, ij gyogyszercélpontok azonositasat és megfelelobb
terapiak kivalasztasat teszi lehetdvé. A prediktiv és prognosztikus biomarkerek a jelenlegi
terapias lehetdségek kontextusdban a racionalis terdpiatervezés fontos elemei és
elterjedésiik varhatdan sokat finomit a kezelési protokollokon.

Dolgozatomban négy vizsgalat eredményeit szeretném részletesen feldolgozni: A
négy téma modszereit és eredményeit kiilon-kiilon mutatom be a konnyebb kdvethetdség
kedvéért. Els6ként a vastagbéldaganatok transzkripcios mintazat alapt osztalyozasaval
foglalkozom [1]. A masodik részben emlédaganatban rossz progndzisi betegek
azonositasat végzem génexpresszid alapjan [2]. A harmadik téma emlédaganatban a
nyirokcsomok érintettségének eldrejelzése a primer tumor génexpresszidja alapjan.

Dolgozatom utolso részében géncsendesitéssel végzett kisérleteket hasonlitok dssze [3].

2.1 Szolid tumorok kezelése

A szolid tumorok kezelésében kiemelt fontossdgi a prevencid, €s a korai
felismerés. Napjainkban a tumoros betegek kezelése az esetek tobbségében empirikus
alapokon nyugszik, am egyre inkabb el6térbe keriil a személyre szabott orvoslas
szemlélete. A célzott terapias eljarasok széleskorii elterjedéséhez azonban meég klinikai
vizsgalatok, a gyogyszerek indikacidinak bdvitése, és tovabbi prediktiv biomarkerek

sziikségesek.

A szolid tumoros megbetegedések kezelésében dontd fontossaghi a sebészi
kezelés, a daganat teljes vagy részleges [4] eltavolitasa. A daganat teljes eltavolitasa

torténhet kurativ vagy palliativ céllal.
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A sugarterdpia az ionizald sugéarzas osztodo sejtekre gyakorolt karos hatdséan
alapszik, ¢és a daganatos betegeknek a fele részesiil kezelése sordn valamikor
besugarzasban. A daganatok kozott jelentds kiilonbségek vannak sugarérzékenységiiket
tekintve. Ujabb eljarasok az endoradioterapia (a besugarzast a tumorban specifikusan
felhalmozodd sugarérzékenyité kemoterapetikum beadasa elézi meg) [5, 6] és a
radioizotop terapia. Utdbbi esetében a radioizotopot egy célmolekula ellenes antitesthez
kapcsoljak a hatas lokalizacioja érdekében, ezt az eljarast a célzott terapiak részeként

szoktak targyalni.

A kemoterapetikumok citotoxikus hatasukat a sejtproliferacio aspecifikus
gatlasaval érik el, aspecifikus hatasuk miatt alkalmazasuk soran stlyos mellékhatasokkal
kell szamolni. Azonban, fontos kiemelni, hogy a célzott terapias kezelést tobb beteg

szakitja meg a mellékhatasok miatt, mint a kemoterapias kezelést.

Az endokrin terapiat (hormonterapiat), a célzott terapia legrégebben ismert
formajat eml6 és prosztata tumoros betegek esetében alkalmazzak [7, 8]. lde tartoznak a
szelektiv Osztrogén receptor modulatorok (SERM, melyek a receptorhoz koétédve
csokkentik annak aktivitasat), a szelektiv 0sztrogén receptor degradalok (SERD, melyek
csoOkkentik a receptor szintjét), és az aromataz gatlok (Al melyek az Osztrogén szintjét
csokkentik). A hormonreceptor-pozitiv emlddaganatok esetében hasznalt gyogyszereket

az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Eml6daganatok kezelése soran alkalmazott
hormonterapias készitmények

Hatéanyag Tipus Ezg:((l;gzz)es
tamoxifen 1973.
toremifen SERM 1997.
fulvestrant SERD 2002.
anastrozole 1995.
letrozol Al 1997.
exemestan 2005.

A modern molekularisan célzott terapiak lényege, hogy a tumor novekedését, egy
a progresszioban és novekedésben szerepet jatszo specifikus molekula gatlasan keresztiil

allitjak meg.
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2.1.1 Kemoterdpia

A modern kemoterapia torténete a 20. szazad elejére nyulik vissza, amikor Paul
Ehrlich mikrobiolédgiai kutatasok soran megalkotta a kemoterapia szot, mely ekkor olyan
gyogyité eljardsokat jelolt, melyek kémiai anyagok a szervezetbe juttatasaval
mikroorganizmusok, vagy sejtek egy csoportjanak a pusztulasahoz vezet [9]. A kovetkez6
mérfoldké az a megfigyelés volt az els vilaghabort alatt, hogy a vegyi fegyverként
bevetett mustargaz az aldozatokban jelentGs fehérvérsejtszam-csokkenést okozott [10].
1931-ben a mustargaz antitumoralis hatasat az elsé modern értelemben vett klinikai
kisérlet soran igazoltdk. Ebben a klinikai vizsgalatban tizenkét beteg esetében
alkalmaztdk a vegyiilet oldatat intratumoralis injekcidban és az egy honapos megfigyelési
id6 alatt minden esetben leirtak a tumor regresszidjat [11]. A kemoterapias kezeléseknek
mara szamtalan formdajat alkalmazzak a klinikai gyakorlatban, hatékonysaguk és az
alacsony kezelési koltségek miatt még mindig a gyogyszeres terapia alapjait alkotjak. A
kemoterapia fObb tipusai: anti-metabolitok (pl.: 5-FU, methotrexat, merkaptopurin),
alkilalé dgensek (cyclophospamid, melphalan, carmustin), mikrotubulus gatlok (taxdnok
¢és vincristinek), topoizomeraz inhibitorok (doxorubicin, daunorubicin, irinotecan) és a
citotoxikus antibiotikumok (doxorubicin, mitomicin). A klasszikus kemoterapia
gyogyszerei els@sorban a gyorsan osztddd (daganat)sejtekre fejtik ki hatasukat,

mellékhatas-profiljuk is ennek megfeleld: anémia, immunszuppresszio, hajhullas.

2.1.2 Célzott terdapia

Bar a célzott terapia (“targeted cancer therapy”) kifejezésre 2000. és 2016. kozott
tobb mint 23000 hivatkozas szerepel a Pubmed adatbazisban, mégsem létezik egységes

definicio a célzott terapia mibenlétére.

Az els6é hivatalos meghatarozast a US Food and Drug Administration (FDA)
2003-as évi ajanlasa tartalmazta. Ezen ajanlas szerint a célzott terapias szerek elrendelését
olyan regisztralt diagnosztikus tesztnek kell megeléznie, mely bizonyitja a szer
hatékonysaganak kulcselemét: a célmolekula 1étét és hogy adott beteg esetén mindig a
leghatékonyabb célzott terapias szer keriiljon kivalasztasra [12]. Az FDA meghatarozas
hatranyaira mutatott ra Zhukov és munkatarsai [13]. Az 6 értelemzésiik szerint a célzott

terapids gyogyszerekkel szemben a legfontosabb elvarasok a kovetkezok.
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1. Bizonyitott hatas olyan célmolekuldan, mely a tumor talélése szempontjabol
kritikus szereppel bir, de nincs szerepe a normal sejtek tulélésében.

2. A gyogyszer hatékonysaganak elorejelzése a célmolekula fliggvényében.

3. Az alapvetd hatdsmechanizmus nem lehet toxikus, és alacsony legyen a

nemspecifikus toxicitas.

A célzott terapiaval szembeni fenti kritériumok ramutatnak a hagyoményos
kemoterapia legfobb hatranyaira: a predikcios tesztek hianyara, és arra, hogy a kezelés
megvalasztdsa sokszor empirikus uton torténik. A jelenleg hasznélt célzott terapias
készitmények még nem felelnek meg ennek a szigoru kritériumrendszernek, de a
rezisztencia mechanizmusok megismerésével [14], 0j célmolekulak azonositasaval egyre

kozelebb kertillink a fenti feltételekhez, és a daganatok hatékonyabb gyogyitasahoz.

A célzott terapias gyogyszereket tobb szempont Szerint is lehet csoportositani.
Szerkezet szerint lehetnek monoklonalis antitestek (példaul: trastuzumab), vagy Kis
molekulaja gatloészerek (pl: lapatinib). A hatasmechanizmus alapjan a szolid tumorok

kezelésében alkalmazott célzott terapids készitmények fobb csoportjai:

1. Jelatviteli utakat gatld, az ,,onkogén addikciot” célzo készitmények: Igen széles
csoport, ide tartoznak példaul a tirozin-kinaz gatlok. Az els6ként alkalmazott
kismolekulaju tirozin-kinaz inhibitor az imatinib volt, mely kompetitiven kot a
CML-re jellemzd t(9;22) reciprok kromoszéma transzlokaci6 eredményeként
keletkez6 az onkogén BCR—-ABL fuzios tirozin-kinaz termékének (p210) az ATP—
kot6 doménjéhez [15]. Az emlédaganatok kezelésének fontos részét képezi a HER2-
ellenes terapia (monoklonalis antitest: trastuzumab, pertuzumab, kismolekulajo
gatlo: lapatinib). Ebbe a gyogyszercsoportba tartoznak tovabba példaul a PI3K
jelatviteli utvonalban szerepld6 mMTOR (mammalian target of rapamycin)-t gatlo
temsirolimus és everolimus, melyeket elérehaladott veserak és emldédaganatok

kezelése soran hasznalnak [16].

2. A tumor vérellatasat akadalyozo, befolyasolo gyégyszerek kozé soroljuk a
vaszkularis endotelialisi novekedés faktort (VEGF) (bevacizimab, aflibercept), és a
receptoraikat (VEGFR) gatldo (ramucirumab, axitinib) hatdéanyagokat.
Alkalmazasuk széles korti (vastagbél, nem kissejtes tlidddaganatok, glioblasztoma
multiforme [17]. A bevacizumab évekig (2007-2011) az amerikai ajanlasok része

volt paklitaxellel valo kombinacioban elsdvonalbeli kezelésként attétes emlétumor
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esetében, azonban nem bizonyithatd hatékonysaga miatt az FDA visszavonta az
engedélyét ebben az indikacioban [18]. A VEGFR-t gatldo tulajdonsaggal sok
multikindz-inhibitor is bir (sorafenib, sunitinib, pazopanib, cediranib).

3. Hibajavité tutvonalak gatlasa az utdbbi évek kutatdsainak kdszonhetden kapott
lendiiletet. A Poli (ADP-rib6z) polimeraz (PARP) a DNS hibajavitasban résztvevo
enzim. Daganatsejtekben a PARP gatlasa a kettds DNS-szal torések
felhalmozdodasdhoz vezethet, ami apoptozist indukalhat. Ezzel parhuzamosan
beindulnak a DNS-hibajavitasi utvonalak (tobbek kozott a CHK1, CHK2, BRCAL,
BRCAZ2 fehérjék révén). Ezért hatékony lehet a PARP gatlasa BRCA1 mutacioval
rendelkezé daganatok esetében. Jelenleg harom (olaparib [19], rucaparib [20],
niraparib [21]) PARP- gatlo hasznalata engedélyezett BRCA1/2-mutans petefészek
daganatok kezelésében , valamint emlé és nem Kkissejtes tiidérakban is biztato

eredményei vannak a fazis II1. vizsgalatoknak [22].

4. Az antitest-gyogyszer konjugiatumok esetében a daganatsejteket célzo
monoklonalis antitesthez kapcsolnak citotoxikus gyodgyszert, mely igy lokalisan,
nagyobb koncentracioban és kevesebb altalanos mellékhatassal fejtheti ki hatasat.
Ilyen gyogyszer példaul az emlédaganatokban alkalmazott ado-trastuzumab
emtansine, mely a HER2-receptorhoz kapcsolodo trastuzumab része révén helyben

képes nagyobb koncentracioban feldasulni [23].

5. Az immunterapiat egyesek a célzott terapiak kozé soroljak. Az utdbbi par évben a
hagyomanyos immmunterapia készitményeit (interferron-a, interleukin-2),
felvaltottdk az immunsejteken hat6 CTLA-4, PD-L1 gatlok. A PD-gatlo
pembrolizumab az els6 olyan gyogyszer, ami altalanos, a daganat lokalizaciojatol,
eredetétdl fiiggetlen engedélyt kapott [24], indikacidja elérehaladott, mismatch-

repair-hibaval rendelkezé szolid tumor.

A célzott terapias kezelések soran a molekularis célponttol fiiggenek a jellemzd
mellékhatasok is. Példaul az EGFR-gatlok: (cetuximab, erlotinib) bdr-, nyalkahartya
tinetek [25], VEGFR-gatlok (sunitinib): magasvérnyomas, immunterapia [26], PD-L1

gatlok: kimeriiltség, autoimmun folyamatok [27].
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Az eml6 és a vastagbéldaganatok kezelése soran kemoterapias készitményekkel
kombinacioban alkalmazott gyogyszereket a 2. tablazat és a 3. tablazat tartalmazza. (A

tablazatban az indikacional csak az egyszeriisitett alcsoport van feltiintetve.)

2. tablazat. Emlddaganatok esetében hasznalt célzott gyogyszerek

. . o s Engedélyezés
Hatéanyag Célpont | Indikacio (alcsoport) éve (FDA)
trastuzumab 1998.
lapatinib . 2007.

HER2 HER2-pozitiv

pertuzumab 2012.
ado-trastuzumab emtansine 2013.

albociclib 2015.
p_ — CDK4/6 | hormonreceptor-

ribociclib o , 2017.

- pozitiv, HER2-negativ

everolimus mTOR 2012.

3. tdblazat. Vastagbéldaganatok esetében haszndlt célzott gydgyszerek

Hatoanyag Célpont | Indikacié (alcsoport) Ezg:c(l;gzz)es
cetuxcimab . 2004.
panitumumab EGFR EGFR-expresszalo 2006,
bevacizumab - 2004.
ziv-aflibercept VEGF - 2012.
regorafenib - 2012.
ramucirumab VEGFR2 I~ 2015.

2.2 Vastagbéldaganatok

Vastagbéldagantok a leggyakoribb gasztrointesztinalis tumorok, szdvettani
megjelenésiik az esetek 95 %-aban adenocarcninoma. Az 1950-es években az USA-ban
még vezették a daganatos haldlokok statisztikajat, mara a megbetegedések szaméaban a 3.
helyen éllnak, mig a mortalitast tekintve a férfiaknal a masodik, néknél a harmadik
legtobb elhalalozasért felelosek [28]. Az incidencia és a mortalitas csokkenése foleg a
rizikofaktorok csokkenésének (csokkend dohanyzas, vords his fogyasztds), a korai
felismerésnek (colonoscopos vizsgalat), és 0j terapiak elterjedésének koszonhet6 [29]. A

vastagbéldaganatok incidenciajat és progndzisat erdsen befolyasolja a szocio6kondmiai

11



DOI:10.14753/SE.2018.2114

statusz; az alacsonyabb keresetli tdrsadalmi csoportokban magasabb az el6fordulas és

rosszabb a prognoézis [30].

A vastagbéldaganatok incidencidja erOsen Osszefligg az orszag gazdasagi
fejlettségével [31]. Az incidencia és a mortalitas alapjan az orszagok harom csoportba
sorolhatok. Az els6 csoportba elsésorban fejlodd orszagok tartoznak, ahol az incidencia
és a mortalitas is novekszik (példaul: Kina, Oroszorszag, Esztorszag, Spanyolorszag,
Lengyelorszag), a masodik csoportban az incidencia novekedése mellett csokken a
mortalitds (példaul: Kanada, Dania, Olaszorszag, Szlovakia), a harmadik csoportban az

incidencia és a mortalitas is csokken (példaul: USA, Ausztria, Franciaorszag) [32] .

Az elmult 10 év hazai statisztikai adatait tekintve vastagbél daganatok esetében az
incidencia enyhén emelkedett, a mortalitas pedig stagnalast mutat [33]. Az esetszam a
Nemzeti Rakregiszter [34] adatbazisbol szarmazik, a mortalitast és a 100000 fére vetitett
aranyszamot a Kozponti Statisztikai Hivatal népesedési adatai alapjan hataroztam meg.
A rosszindulatu colorectalis daganat k6zé a kovetkezé diagnoézisok sorolhatok (BNO-
kod, megnevezés): C18, a vastagbél rosszindulatti daganata; C19, a szigmabél-végbél
hatar rosszindulati daganata; C20, a végbél rosszindulati daganata; C21, a végbélnyilas

¢és anus-csatorna rosszindulati daganata. (4. tablazat, 1. abra)

Colorectadlis daganat incidenciaja és
mortalitasa Magyarorszagon
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1. dbra. Vastag- és végbéldaganatok incidenciaja és mortalitasa
Magyarorszagon 2004-2014.

12



DOI:10.14753/SE.2018.2114

4, tablazat. Vastag- és végbéldaganatok incidenciaja €s mortalitasa
Magyarorszagon 2004-2014.

. megbetegedés | halalozas | Népesség | Incidencia | Mortalitas
Ev szama szama (ezer) |/100 000 f6 | /100 000 f6
2004 9463 4979 10117 49,2
2005 9598 4557 10098 45,1
2006 9320 4695 10077 46,6
2007 9390 4779 10066 93,4 47,5
2008 10029 4753 10045 99,6 47,3
2009 9610 4949 10031 95,1 49,3
2010 9569 4965 10014 95,3 49,6
2011 10126 5054 9986 106,9 50,6
2012 10569 5084 9932 106,6 51,2
2013 10672 5017 9909 107,6 50,6
2014 10589 o877 108,2

A magyar vastag- és végbéldaganatok incidenciajat korcsoportonként tekintve a 74
évesnél id6sebb korcsoportokban az incidencia novekedése, mig a 45-54 éves
korcsoportban kismértékli csokkenés figyelhetdé meg, a 45 évesnél fiatalabbaknal pedig
stagnalas latszik. (2. abra) Ebben az esetben is fontos kiemelniink az amerikai és nyugat-
europai trendekhez képesti eltéréseket, hiszen ezekben az orszdgokban az 50 évesnél

fiatalabbaknal az incidencia dramai ndvekedését figyelték meg [35].

Colorectdlis daganat incidencia korcsoportonként
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2. abra. Vastag- és végbéldaganatok incidenciaja és mortalitasa
Magyarorszagon korcsoportonként 2000-2014.
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Bér a vastagbéldaganatok ellatasdban a legfontosabb a korai felismerés és a daganat
sebészeti eltavolitasa, az elmult évtizedben elsdsorban a szisztémas terapia fejlodésének
kovetkeztében jelentdsen javult a betegek prognodzisa. Mig az 1990-¢s évek kozepéig csak
az 5-fluorouracil (5-FU) volt térzskonyvezett, ma mar egyéb citotoxikus gyogyszerek
(példaul irinotecan, oxaliplatin) [36], fluoropyrimidinek (példaul: capecitabine, tegafur),
monoklonalis antitestek (példaul: bevacizumab, cetuximab, panitumumab) ¢és
érképzo6dést gatld gyogyszerek (példaul: ziv-aflibercept, regorafenib) is elérhetéek. A
kemo- és célzott terapiak ilyen boviilése a betegek pontosabb progndzis meghatarozasat
¢s részletesebb osztalyozasat teszik sziikségessé.

A vastagbél daganatok stadiumbeosztasanal az egyik elsé rendszer az 1932-ben
publikalt Dukes-féle klasszifikacio volt [37]. Ez az osztalyozas a kdvetkez6 csoportokot
hatarozta meg: Dukes A (a tumor a bélfalra lokalizalodik), Dukes B (a tumor betor a
kornyez6 zsirszovetbe, de a nyirokcsomodk intaktak), Dukes C (nyirokcsomo-attétek),
Dukes D (tavoli attétek). A Dukes-rendszert, és modositasait (példaul: Astler-Coller
osztalyozas[38]) még ma is gyakran alkalmazzak, azonban a hasznalatuk egyre inkabb
Kiszorul. Jelenleg a colorectalis daganatok stadium beosztasa soran a TNM klasszifikaciot
(TNM 7. kiadas) ajanlott alkalmazni [39]. A TNM rendszer elterjedéséhez tobb tényezd
vezetett: a TNM besorolas abban az esetben is rendelkezik korlatozott prognosztikai
értékkel, ha a nyirokcsomok allapota (N) nem megitélhetd, mig ebben az esetben a Dukes-
féle beosztas nem értékelheté, a Dukes A tumorok k6zé a submucosaba (T1), és a
muscularis propriaba betord (T2) daganatok is tartoznak, igy a TNM rendszer pontosabb
prognozis meghatarozast tesz lehetévé. A nyirokcsomok érintettségét is hatékonyabban
osztalyozza a TNM rendszer. A jelenlegi klinikai gyakorlatban a staddiumfiiggd tobb
valtozati kombinalt terapia alapja a beteg TNM alapu stadiumbesorolasa (5. tablazat). Az
1-es stadiumu betegek csak miitétben részesiilnek, a 2-es stadimu betegek magas rizikoju
csoportjaban kiegészitd kemoterapias kezelés is lehetséges, a 3-as stadiumu betegek a
miitéti eltavolitas és kemoterapia mellett sugarterapias kezelést is kaphatnak, mig a 4-es
stadiumuak esetek célzott (pld. EGFR-gatld, érajdonképzddést gatld) terapia alkalmazasa

is lehetséges.
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5. tablazat. Vastagbéldaganatok stadiumbesoroldsa

Stadium TNM Leiras Dukes

Stage 0 Tis NO MO in-situ cacinoma -

Stage | T1 NO MO a tumor submucosaba terjed A

Stage 1A T2 NO MO a tumor a muscularis propriaba terjed | A
(bélfalra lokalizalt)

Stage 11B T3 NO MO a tumor a bélfal 6sszes rétegét involvalja, | B
¢s a pericolorectalis szovetekbe terjed

Stage 11C T4 NO MO a tumor terjedése soran a kozvetleniil | B
szomszédos szoveteken és szerveken til
is kiterjed

Stage IIIA | T1-2 N1 MO 1-3 regionalis nyirokcsomo, ¢és a tumor | C
mérete T1-2

Stage I11B T3-4 N1 MO 1-3 regionalis nyirokcsom¢ érintett, és a | C
tumor mérete T3-4

Stage I11C T1-4 N2 MO 4 vagy tobb regionalis érintett, tumor | C
méretétdl fiiggetlen

Stage IV T1-4 N1-2 M1 | tavoli attét van jelen, tumor méretétdl, | D
nyirokcsomok érintettségétdl fliggetlen

Amerikai adatok szerint a korai stddiumban 90%-0s, nyirokcsomo attétek esetén
71%-0s, mig elérehaladott, tavoli szervi attéttel rendelkez6 vastagbélraknal 14% az 5
éves tulélési arany [40]. Az atlagos 5 éves talélés 2009-ben 66,4% volt ami az 1975-ben
tapasztalt 48,6%-hoz képest jelentds javulas, viszont a 2000-ben mért 64,8%-hoz képest
gyakorlatilag stagnalast jelent. A 2005-6s hazai adatok szerint a férfiaknal 38%, a n6knél
39% az atlagos 5 éves talélés [41].

2.2.1 A vastagbéldaganatok kialakulasanak molekularis alapjai

Genetikai instabilitasnak hivjuk azt a jelenséget, amikor nagy szamban jelennek
meg mutéaciok a genomban. Ezen mutacidk koz¢ tartozhatnak pontmutaciok, inzerciok,
szambeli kromoszdéma-rendellenességek

deléciok, kromoszoma atrendezddések,

(aneuploiditas). A genetikai instabilitds nagyon fontos szerepet jatszhat a tumor

15



DOI:10.14753/SE.2018.2114

ey

sejtcsoportok, klonok megjelenéséhez, ugyanakkor a tulzott mértékii instabilitas letalis is
lehet a daganatsejtek szamara. A genetikai instabilitas hatterében tobbek kozott a DNS
hibajavito folyamataiban szereplé génekben tortént mutacio, epigenetikai valtozas allhat.
Attol fiiggden, hogy melyik hibajavit6 titvonal karosodik egyedi mutacios és expresszios
mintazat jellemezheti a tumort. A vastagbéldaganatok esetében a mikroszatellita

instabilitas €s a kromoszoma instabilitas bir jelentdséggel.

Mikroszatellita instabilitas

A mikroszatellitak 1-6 bazisparnyi repetitiv szekvencidk, amelyek 8-50 kdpidban
ismétlodhetnek. Mikroszatellita instabilitas (MSI) akkor all fenn, ha a mikroszatellita
ismétlddések szama a mismatch repair (MMR) DNS hibajavité rendszer kovetkeztében
megvaltozik. MSI a sporadikus daganatok kozott leggyakrabban a vastagbél daganataiban
fordul el6, ahol az esetek 10-15%-ban mutathaté ki [42]. A protokollok szerint a
mikroszatellita staitusz meghatarozasara 5 mikroszatellita lokusz (a BAT25 és a BAT26
mononukleotid, valamint a D5S346, a D2S123 és a D17S250 dinukleotid 16kuszok)
vizsgalatat kell elvégezni [43]. Ezen vizsgalat alapjan haromféle mikroszatellita statuszt
kiilonboztetink meg. Alacsony szintli az instabilitdis (MSI-L), ha a vizsgalt
mikroszatellita 16kuszok kevesebb, mint 30%-a mutat instabilitast; magas az instabilitas
(MSI-H), ha a vizsgalt mikroszatellita 10kuszok 30%-nal nagyobb aranyban mutatnak
instabilitast. A mikroszatellita-régiok stabilitasa esetén a tumorokat mikroszatellita-
stabilnak (MSS) tekintjiik.

A MSI tumorok, foleg a jobb colon félre lokalizaltak, sokszor alacsonyan
differencialtak [44], mucinosus szdvettani tipustiak [45] és magas foku intratumoralis
lymphoid sejtes infiltraciot mutatnak [46]. Az MSI-H tumorok, jobb prognoézisuak az
MSI-L és az MSS daganatokhoz képest [47], ami valdsziniileg kapcsolatban all a
mutaciok nagyobb szdma miatti fokozott immunogenitassal [48]. Mivel az MSI-H
tumorok kevésbé hajlamosak attétképzésre, ezért aranyuk magasabb a 2-es stadiumi
(stage Il-es), mint a 3-as stadiumu (stage I11-as) daganatok kozott [49].

Az MSI statusz meghatarozasat abban az esetekben ajanlott elvégezni, ha 1,
fennall a Lynch-szindroma gyanuja: akinél 70 éves kor alatt diagnosztizalnak vastagbel

tumort, illetve aki idésebb, de megfelel a Bethesda kritériumoknak [50], 2, stage Il-es
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betegek, mivel a stage I1-es MSI-H betegek jo prognozistak és nem ajanlott adjuvans 5-
FU kezelést kapniuk [51], vagy 3, attétes betegek.

Kromoszoma instabilitas

A kromoszoma instabilitas (Chromosomal INstability, CIN) esetében
kromoszdémarészeket vagy teljes kromoszoémakat érint6 szambeli eltérések (duplikéciok,
deléciok) figyelhet6k meg. A CIN kévetkezményei az aneuploiditas és a heterozigdtasag
elvesztésének (loss of heterozygosity, LOH) szambeli emelkedése. A heterozigotasag
elvesztése a tumorszupresszorok funkcidvesztésén keresztiil a tumor progresszidjahoz
vezethet. A szolid tumorok tobbségét CIN jellemzi [52]. Sokat vizsgalt, de egyelére
eldontetlen kérdés, hogy a CIN a tumor kialakuldsanak korai eseménye-e, azaz CIN
vezet-e a tumorszupresszorok inaktivaloddsahoz, vagy kés6i esemény, és csak

kovetkezménye a daganatban keletkez6 mutacioknak [53, 54].

A DNS-metilacio zavarai

A DNS-metilacié a génexpresszio, normalis sejtmitkddés fontos szabalyozoja,

“ ey

crcr

Ezen CpG-szigetek hipermetilacioja csokkent transzkripcids aktivitast eredményez. A
daganatokat altalanos hipometilacio és a promoter régiok hipermetilacioja jellemzi.
Azokat a vastagbél daganatokat, ahol a CpG-szigetek hipermetilaciét mutatnak ,,CpG
island methylator phenotype” (CIMP+) tipust daganatoknak nevezik [55].

A CIMP+ fenotipuson beliil, a metilacié mértéke alapjan CIMP-magas és CIMP-
alacsony  daganatokat  kiilonboztetink meg. A  CIMP-magas fenotipust
vastagbéldaganatokat a BRAF mutacio (70%), a CIMP-alacsonyakat a KRAS mutacio
gyakori el6fordulasa (35%) jellemzi [56].

2.2.1.1 A colorectdlis adenoma-dysplasia-carcinoma szekvencia modell
A vastagbél adenomacarcindémaja egy igen Osszetett betegség, mely leggyakrabban
premalignus adenémabol fejlédik ki. Epidemioldgiai adatok szerint a lakossag 10-30%-

aban talalhato colonoscopos vizsgalattal adenoma a vastagbélben [57], melybdl az esetek
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5%-aban 10-15 év alatt rosszindulatd daganat fejlédik ki [58]. Ezen adenomatozus
polipbdl invaziv daganattd vald atalakulas molekuléris 1épéseit els6ként Vogelstein
jellemezte [59]. Ma mar tudjuk, hogy a Vogelstein altal leirt ,,klasszikus” mechanizmus
mellett mas folyamatok is vezethetnek a colonkarcinéma kialakulasahoz.

A daganatképz6dés korai 1épése a Wnt-utvonalhoz tartoz6 APC génben
(adenomatous polyposis gene) torténé mutacido. A mutans APC génterméke nem tudja
megkotni a B-katenint, amely igy - tobbek kozott - a ciklin-D1, a c-myc és a c-jun
sejtproliferacioért felelés gének, valamint az antiapoptotikus survivin gén fokozott
expresszidjahoz vezet. Az APC gén mutacio hatdsara enyhe dysplasiat mutato, tubularis
adenoma johet 1étre. Az APC gént eldszor egy ritka 6roklodd betegség, a familiaris
adenomatozus polipozis (FAP) kapcsén irtdk le, melyet az APC csiravonalbeli mutécioja
okoz, és obligat premalginus allapotnak tekinthetd, vagyis minden ilyen beteg 40 éves
korara vastagbéldaganat alakul ki [60]. Az APC gén a vastagbéldaganatok 73%-aban
mutans (az esetek dont6 tobbségében trunkaldo mutaciot szenved) [61].

A daganatképzddés kovetkezd fontos 1épése a genom globalis hipometilacioja,
valamint a p16 tumorszupresszor gén hipermetilacioja, és igy expresszidjanak csokkenése
[62]. Ezt kovetd 1épés a KRAS onkogén mutacidja, mely 1-2 cm-es tubulovillozus
kozepes dysplasztikus adenoma kialakuldsat segiti eld.

A kovetkez6é esemény a 2 cm-nél nagyobb villosus, sulyosan dysplasztikus
adenomava alakulas 1épése, mely elsésorban a 18q21 kromoszoma régio allélvesztésével
(loss of heterozygosity) fiigg 6ssze, ami a DCC, SMAD2, SMAD4 tumorszupresszor
gének inaktivalddasahoz vezethet.

A sulyosan dysplasztikus adenomabol carcinoma kialakulasat legtobbszor a TP53
tumorszupresszor gén mutacidja €és inaktivacidja segiti eld. A TP53 mutdcid a
vastagbéldaganatok tobb mint 50%-ban figyelhetd meg, rossz prognozissal és

terapiarezisztenciaval tarsul.

2.2.1.2 Mikroszatellita instabil tumorok kialakuldsa

Az elmult hasz év kutatbmunkaja soran Vogelstein modellje mellett a
vastagbélrak kialakulasanak mas mechanizmusait, Utvonalait is leirtak [63]. A
vastagbéldaganatok egyik csoportjaban a DNS mismatch repair hibat szenved (els6sorban
a MSH2, MLH1, PMS2 génekben tortént mutacidknak, hipermetilacionak
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koszonhetden), mely kovetkeztében nagy szamban fordul eld benniik mutacido és
mikroszatellita instabilak. A nem 6rokletes szindromahoz kapcsolddo, azaz sporadikus
vastagbéldaganatok 10-20%-a mikroszatellita instabil [64]. Ebbe a csoportba tatoznak a
vastagbél daganatok 6%-aért felels, Lynch-szindroma altal okozott esetek (orokletes
nem polyposisos bélrendszeri daganat, hereditary nonpolyposis colorectal cancer -
HNPCC), mely betegeknél a bélrendszeren kiviil is fokozott a daganatok eléforduldsanak

kockazata (endometrium, petefészek carcinoma).

2.2.1.3 Gyulladasos bélbetegség talajdan kialakulo tumorok

A gyulladasos bélbetegségek novelhetik a vastagbéldaganatok kockazatat. A
colitis ulcerosa-ban szenved6 betegek 5-10%-aban alakul ki colon adenocarcinoma, mig
a Crohn betegség esetében nem fokozott a vastagbéldaganatok kockazata. A kutatasok
szerint a gyulladas a reaktiv oxigén gyokok felszaporodasa, a megvaltozott citokin
termelés, a megvaltozott micro-RNS mintazat és DNS-metilacio révén vezet a daganatok
kialakulasanak fokozott kockazatahoz [65, 66]. Ezekben az esetekben a carcinogenezis
korai eseménye a TP53 mutacidja [67], melyet gyakran a 6-os kromoszoma egyik
alléljanak elvesztése [68], és a CDH1 (E-kadherin) promoter hipermetilacioja kovet [69].

A vastagbéldaganatok kialakulasanak molekularis modelljeit a 3. abran foglaltam

0ssze.
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3. abra. Vastagbéldaganatok kialakulasanak molekularis hattere

2.3 Emlorak

Az emlOrdk a leggyakoribb rosszindulatii daganat, évente a vilagon tobb mint 1,7
milli6 nét érint.

Amerikai adatokat tekintve az incidencidban az 1980-as évek végén a
mammografias sziirés elterjedésének kovetkeztében az incidencia gyors emelkedése volt
megfigyelhetd, mely elsésorban a daganatok 1-3 évvel korabbi diagnosztizalasanak
koszonhetd. A 1990-es évek végén az emelkedés lassi mértékben folytatodott, melynek
okai lehetnek a sziirés tovabbi terjedése, illetve a rizikofakorok fokozott megjelenése
(talstily, menopauzalis hormonkészimények [70]). Az incidencia ezt kovetden
stabilizalodott, mikdzben a mortalitas lassan emelkedik [71].

Az els6 magyar szervezett lakossagsziirés (Bonyhad,1969) [72] csupan par évvel
kovette az els6 mammografiai sziirési programok kezdetét [73] a vilagban, mégis

orszagos szintli sziliréprogram csak 30 évvel kés6ébb indult. Fontos azonban

20



DOI:10.14753/SE.2018.2114

megjegyezniink, hogy az utobbi idoben egyre tobb tanulmany kérddjelezi meg ezen
szlir6programok hasznossagat a feliildiagnozis problémaja miatt [74]. (A feliildiagnozis
olyan 1ézidk azonositasa, melyekbdl a beteg élete alatt nem alakult volna ki orvosi
beavatkozast igénylé daganat.)

Az emléraksziirés kovetkeztében a tumorok atlagos mérete, és ezzel
Osszefliggésben a nyirokcsomo-attétes esetek aranya [75], azon beliil pedig a masszivan
attétes esetek aranya jelentdsen csokkent [76]. Napjainkban a felfedezett eml6rakok
talnyomo tobbsége a korai emldrak kategoridba tartozik, viszonylag kisméretii, és nincs
vagy limitalt a nyirokcsomo-érintettsége.

Az elmult 10 év hazai statisztikai adatait tekintve az emlddaganatok incidencidja
20%-al emelkedett, mig a mortalitis stagnalast mutat. [33] Ezen adatok pontosabb
Osszehasonlitdsa érdekében meghatdroztam a 100000 fére vetitett aranyszdmot a

Kozponti Statisztikai Hivatal népesedési adatait hasznalva. (6. tablazat, 4. abra)

Emlérak incidencidja és
mortalitasa Magyarorszagon
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6. tablazat. Emlddaganatok incidencidja és mortalitasa

] megbetegedés | halalozas | Népesség | Incidencia | Mortalitas
Ev szama szama (ezer) /100 000 f6 | /100 000 f6
2004 7500 2285 10117 22,6
2005 7330 2109 10098 20,9
2006 7122 2081 10077 20,7
2007 6667 2066 10066 66,5 20,5
2008 7035 2141 10045 70,4 21,3
2009 6941 2183 10031 69,7 21,8
2010 6844 2040 10014 67,0 20,4
2011 7069 2159 9986 79,5 21,6
2012 7720 2123 9932 79,8 21,4
2013 7781 2195 9909 79,9 22,2
2014 7911 o877 81,5
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5. abra. Emlédaganatok incidencidja és mortalitasa
Magyarorszagon korcsoportonként 2000-2014

Hazéankban 1995-ben nyitottak meg az els6 szlirokdzpontok €s 2001 6szén indult
az a rakszlrd program, melynek keretében a 45 és 65 év kozotti ndok névre szOlo értesitést
kapnak a raksziirés esedékességérdl. Ezért ezt kovetden a szlirt korosztalyban az
incidencia emelkedését varnank. Ez azonban nem igen figyelhetd meg, melynek oka lehet

az alacsony atsziirtségi arany (5. abra). A 45-54 éves korosztalyban tortént csokkenés
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hasonlé az USA-ban 2002 utan tapasztalt incidencia csokkenéshez, mely okanak egy
Klinikai vizsgalat eredményei alapjan a menopauzalis hormonpdtlas visszaszorulasat
tekinthetjiik [77].

Amerikai adatok szerint a korai stddiumban 99%-0s, nyirokcsom¢ attétek esetén
85%-o0s, mig eldrehaladott, tavoli szervi attéttel rendelkezé emlddaganatnal 27% az 5
éves tulélési arany [40]. Az atlagos 5 éves tulélés 2013-ban 89,7% volt ami az 1975-ben
tapasztalt 75,2%-hoz képest jelentds fejlodésnek tekinthetd, azonban a 2000-es évektdl
kezdve nem tapasztalhat6 tovabbi javulas. A 2005-6s hazai adatok szerint 70% az atlagos
5 éves tulélés [41].

2.3.1 Az emld sebészete - Nyirokcsomo dttét

Az emld és a daganatok sebészete az orvostudomany és a sebészet torténetének
fontos mérfoldkoveit tartalmazza. Az elsé irasos feljegyzések az emld sebészetérdl mar
az egyik legrégebbi orvosi irasokban, a Kr.e 1600 koriil irodott Edwin-Smith papiruszban
megtalalhatoak, melyben az ismeretlen szerzé 8 emlérakos eset bemutatasa mellett egy
rakos elvaltozas cauterisatiojat irja le [78]. Mar az Okori gorog Hippocrates felismerte,
hogy a kisebb méretli elvaltozasok jobb progndzissal tarsulnak és a kisebb méretii
tumoroknak nem javasolta bolygatasat. Az elsé szazadban a romai orvosok a tumorok
radikalis eltavolitasat végezték, mely sokszor a pectoralis izmokat is érintette. Bar a
masodik szazadban élt Galenus az emldrakot a ,,fekete epe” tulsulyanak tulajdonitotta, de
6 volt az elsd, aki az épben torténd vagas jelentoségét leirta [79].

A kozépkor utan Ambroise Pare” (1510-1590) a nagyméretii fekélyes daganatokat
kendcsokkel, a kisebbeket excisioval kezelte, szem el6tt tartva az ép hatarokat. Pare” az
els6k kozé tartozott, aki felismerte a honalji nyirokcsomok szerepét.

Az emlbsebészet egyik jelentds korszakat (1900-1980) a Halsted elmélet jellemzi.
Halsted szerint az emlérak homogén betegség, terjedése meghatarozott sorrendet kovet:
elészor lokalis majd kornyéki nyirokcsomok érintettsége révén regionalis, majd tavoli
szervekbe adva attétet szisztémas betegséggé valik. Ebben a rendszerben a regionalis
nyirokcsomonak sziiré funkciot tulajdonitottak, a lymhogén attétképzést tekintették a
primer, a haematogént a szekunder folyamatnak, igy a lokoregionalis terapia hatarozza
meg a prognozist [80]. Ezért a Halsted-féle radikalis masztektomia (1894) soran az emlo

eltavolitasa mellett a kornyez6 mellkasi izmokat és a kornyéki honalji nyirokcsomokat is
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eltavolitottak. Az ultraradikalis masztektomia soran ezen feliil a supraclavicularis
nyirokcsomokat is eltavolitottak, illetve a 4-5 porcos bordaresectioval a parasternalis
nyirokcsomokat is. Azonban ez a fokozott radikalitas nem novelte a tulélést, ugyanakkor
novelte a szovédmények gyakorisagat és sulyossagat [81].

Halsted hipotézisét Fisher elmélete kovette az 1980-as években. Fisher felismerte,
hogy az emlérak heterogén betegségcsoport, a hematogén metasztatizalas a primer €s a
lymphogén a szekunder folyamat, és a regionalis nyirokcsomok sziiré funkcioval nem
birnak. A prognozist tobb tényezO hatarozza meg: a szervezet immunstatusza, a
disszeminacio mértéke, a szovettan, a malignitas foka, a lokoregionalis és szisztémas
terapia. Fisher elmélete szerint a daganat lokalis kezelése eltavolitasa csak a helyi tiinetek
mérséklését szolgaljak. Ez a szisztémas elmélet jelentds valtozast hozott a kezelésben,
mivel csokkentett radikalitasi és szervmegtartdé mitétek keriiltek posztoperativ
sugarkezeléssel kombinalva az el6térbe [82].

Hellman modellje (1994) szerint az emlérak heterogén betegségcsoport, mely
eldszor lokalis, utdana a kornyéki nyirokcsomok érintése révén regiondlis, vagy tavoli
szervekbe szorodva szisztémas betegség. A tavoli attétképzésben a véraram szerepe a
legjelentdsebb, ritkan a disszeminacio idejében a primer daganat occult is lehet. A
regionalis nyirokcsomok sziré funkciéval birnak, nagyon gyakran ezek az
6rszemnyirokcsomok (sentinel node, SN) [83].

Az Orszemnyirokcsomok a tumort drenalé nyirokerek elsé allomasai, a
lymphogén attétek legvaldsziniibb helyei, a régid tobbi nyirokcsomoéi csak ezeket
kovetden, masodlagosan lesznek attétesek. Az Orszemnyirokcsomok azonositdsara
jelenleg kettds jelolést haszndlnak, mely soran a mitét kézben az emld szovetébe

fecskendezett kék festéket és radioaktiv gamma-sugarzot alkalmaznak.

2.3.2 Nyirokcsomo dttét kezelése

A nyirokcsom6 attétek kezelésesének lehetGségei kozé tartoznak az
Orszemnyirokcsomo(k), illetve az 6sszes honalji nyirokcsomé eltavolitasa (axillary block
dissection, ABD). Az ABD miitét klinikai haszna mellett jelent6s morbiditassal is jarhat,
az esetek 15-25%-aban nyirokodéma, 50-75%-aban szenzoros neuropatia 25%-ban a vall

mozgasanak zavara tapasztalhato [84]. Bar az Orszemnyirokcsomok eltavolitasa
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jelentésen kisebb beavatkozas, ezen miitét kockazatai sem elhanyagolhatoak: 7%-ban
figyelheté meg nyirokddéma [85], és 30%-ban neuropatia [86].

A nyirokcsomok eltavolitasahoz kapcsolodo klinikai vizsgalatok az elmult két
évtizedben elsdsorban két kérdéskort vizsgaltak. Egyrészt, hogy mely esetekben lehet
elhagyni a honalji blokkdisszekciot, masrészt, hogy vannak-e olyan esetek, ahol az

OrszemnyirokcsomoOk vizsgalata, és/vagy eltavolitasa is elhagyhato.

2.3.2.1 Klinikai vizsgalatok

Az emldraksziirés terjedésének kovetkeztében a felfedezett emlddaganatok
atlagos mérete csokkent, és a nyirokcsomok is kevésbé érintettek. igy az ABD szerepének
is at kellett értékelddnie, hiszen bar a nyirokcsomok érintettsége az egyik legfontosabb
prognosztikai tényez0, csupan diagnosztikus céllal végezni nem lenne ajanlott. Ezért volt

fontos kérdés az elmult 20 évben a honalji blokkdisszekcio terapids hatasanak vizsgalata.

2.3.2.1.1 Axillaris blokkdisszekcio terapids hatasa

Az egyik elsé vizsgalat az axillaris blokkdisszekcio elhagyasaval kapcsolatban
egy 1999-ben, 3000 klinikailag regionalis attétmentes (cNO, akiknél nem tapinthato, és
képalkotdval sem igazolhatdé nyirokcsomo attét), szisztémas kezelésben nem részesiilt
emldrakos beteg adatain végzett metaanalizis. A vizsgalat eredményei szerint ezeknél, a
kemoterapiaban nem részesiilt betegeknél az elektiv ABD 5,4%-0s javulast
eredményezett a talélésben az ABD elhagyasaval szemben [87]. Ezzel szemben tiz évvel
késdbb, egy tobb mint 1500 cNO-s beteget vizsgaldo metaanalizis arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy az ABD-nek nincs terapias hatasa. Sem a tilélésben, sem a betegségmentes
tulélésben, sem a tavoli attétek gyakorisdgdban, sem az ipsilateralis emldrecidivak
aranyaban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség az ABD-ben részesiilo és nem
részesiilo betegek kozott, csupan a regionalis, honalji recidivak aranya novekedett meg
kismértékben [88]. Fontos azonban megjegyezni, hogy ebben a metaanalizisben a
vizsgalat végpontja 5 éves tulélés volt, mely emléraknal rendkiviil rovid utdnkovetés.
Ezeknek az eredményeknek a tiikkrében azt mondhatjuk, hogy bar az ABD-nek lehet
terapids hatasa, de ez a hatéast ugy tlinik, hogy adjuvans kezelések révén is el lehet érni
[89]. Mivel a korai diagnozisnak kdszonhetden a betegek egyre nagyobb hanyada cNO

illetve nyirokcsomoattét-mentes, a jelenlegi ajanlasok szerint elfogadott, hogy az

25



DOI:10.14753/SE.2018.2114

attétmentes nyirokcsomok eltavolitasa csak a morbiditast fokozhatja [90]. Ezért is fontos
kérdés az érszemnyirokcsomo-biopszia, a nyirokcsomo statusz eldrejelzése.

Az o6rszemnyirokcsomé vizsgalatanak elmélete az emld nyirokelvezetésének
anatomiai felépitésén alapul. Az esetek dontd tobbségében egy vagy néhany nyirokcsomod
kozvetlen 6sszekottetésben all a primer tumor helyével, igy eldszor ezekben jelennek meg
daganatsejtek és innen szérodhatnak tavolabbi  nyirokcsomék  felé. Az
6rszemnyirokcsomok az attétek legvaldszinlibb helyei, ha attétmentesek, akkor nagy
valoszintiséggel a nem szentinel nyirokcsomok is attétmentesek. Ugynevezett skipping
(,,atugrd™) attétek, amikor a szentinel nyirokcsomoban nem, de egyéb nyirokcsomokban
talalhatoak daganatsejtek, az esetek 3-4%-aban fordulnak elé [91]. Randomizalt
vizsgalatok tdmasztjak ald, hogy az ABD-t elegendd azon betegekre korlatozni, akiknél
attét van az 6rszemnyirokcsomoban [92].

Az Orszemnyirokcsomod pozitiv betegek jelentds részében nincs tovabbi
nyirokcsomo érintettség, igy ezekben az esetekben fontos lehet olyan betegcsoportok
meghatarozasa, akiknél a szentinel pozitivitas ellenére nem sziikséges ABD-t végezni.
Ezért is érdemes a nyirokcsomoattéteket részletesebben jellemezni. Igy keriilt bevezetésre
az izolalt tumorsejtek és a mikrometasztazis fogalma. Az ,,izolalt tumorsejtek™ olyan
minimalis, 0,2 mm-t meg nem haladé tumoros érintettséget jelol, amelyet a staging és a
kezelés celjabol nem kell metasztazisként kezelni (patologiai NO). A mikrometasztazis
pedig olyan nyirokcsomoattétet jelent, ahol a tumorsejtek 0,2 mm ¢és 2 mm kozotti
csoportokban helyezkednek el. A klinikai vizsgalatok (ACOSOG Z0011 [93] , IBCSG
23-01 [94]) mind izolalt tumorsejtek, mind mikrometasztazisok esetében igazoltak a
varakozast, hogy az ABD biztonsaggal elhagyhato.

Mivel az 6rszemnyirokcsomo pozitivitas mellett a betegek csupan 30-40%-aban
figyelheté meg tovabbi nyirokcsomo érintettsége, a vizsgalatok kovetkezd irdnya az volt,
hogy pozitiv érszemnyirokcsomd esetén mely betegcsoportban hagyhat6 el az ABD. Az
ACOSOG Z-0011 vizsgalat soran szentinel-attétes betegek egy sziik csoportjat soroltak
be véletlenszerlien ABD- vagy megfigyelés vizsgalati csoportba. A vizsgélatba bevont
betegek esetében a TI-T2NOMO emldrdkot szervmegtartdé miitéttel, ép szélekkel
tavolitottak el, legfeljebb két drszemnyirokcsomodban mutatkozott attét, és a miitétet
kovetden teljes emlObesugarzas, illetve a betegek tobbsége szisztémas adjuvans

kezelésben is részesiilt. Az ACOSOG Z-0011 vizsgalat szerint sem 5, sem 10 éves
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utankovetésnél nem volt szignifikéns kiilonbség a lokoregionalis recidivak ardnyaban a
két vizsgalati kar kozott, ezért ebben a jol definialt betegcsoportban az ABD biztonsaggal
elhagyhato6. Hasonl6 kérdést vizsgalt az EORTC-10981-AMAROS klinikai vizsgalat is,
mely szentinel pozitiv, T1-T2 stadiumt betegeknél az ABD versus honalji besugarzast
kovetden az 5 éves lokoregiondlis recidiva ardnyat vetette dssze. Eredményei szerint a
recidivak aranya megegyezik a két vizsgalati karon, azonban a sugarterdpia esetében
kevesebb a mellékhatas [95]. Erdemes még attekinteni a Magyarorszagon, az Orszagos
Onkologia Intézetben folytatott OTOASOR (Optimal Treatment of the Axilla — Surgery
or Radiotherapy) klinikai vizsgéalatot, mely szintén szentinel-pozitiv betegek tovabbi
kezelését vizsgalta: ABD versus honalji régi6 tovabbi mutét nélkiili célzott besugarzasa.
Eredményei szerint az ABD a regiondlis sugérkezeléshez képest nem javitja az
drszemnyirokcsomod-pozitiv betegek regiondlis kontrolljat és a betegek teljes tulélési
mutatoit [96]. Ezen vizsgalat eredményeit 8 éves utankdvetés is megerdsiti [97].
2.3.2.1.2 Az drszemnyirokcsomod-biopszia elhagyésa

Az 6rszemnyirokcsomo-biopszia elvégzése a IV. stadiumu emlérak esetében nem
sziikséges, mas betegcsoportokban az elhagyasa azonban ma még merésznek tiing otlet.
Ezt a kérdést vizsgalja egy jelenleg is zajlo klinikai vizsgalat, a SOUND: Sentinel node
vs Observation after axillary UltraSouND, mely emldmegtarté6 miitétben részesiilt korai
emldradk esetében honalji ultrahangvizsgalattal nyirokcsomoé-negativnak talalt betegek
kozott a szentinel-nyirokcsomoé biopszia és a megfigyelés kozotti kiilonbséget kutatja
[98].

Az orvosi gyakorlatban a honalj ultrahangos vizsgalatat kdvetden az attétre
gyanls betegeknél vékonytii-aspiracids citologidval, hengerbiopszidval nyert mintak
mikroszkopos vizsgalataval erdsitik meg a nyirokcsomok érintettségét. Amennyiben a
nyirokcsomé pozitiv, ABD ajanlott (kivéve az elObbiekben részletezett esetek), mig
negativitas esetén érszemnyirokcsomo-biopszia torténik.

Amig nem sikeriil azt a betegcsoportot hatékonyan definidlni, ahol az
Orszemnyirokcsomo eltavolitasa nem jar sem terapias, sem diagnosztikus elénnyel, addig

a szentinel-biopszia altalanos mtitét marad.
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2.3.2.2 Nemzetkozi és hazai ajanldasok

A nyirokcsom¢ attétek kezelését tekintve jelenleg ellentmondasosak a nemzetkozi
ajanlasok. Az amerikai NCCN (National Comprehensive Cancer Network) ajanlasa
szerint a kedvez6 progndzisu esetekben a honalji nyirokcsomok vizsgalata elhagyhato,
illetve a klinikailag nyirokcsomod-negativ esetek jelentds részében (Stage I, II, IIIA
betegek) a szentinel nyirokcsomo biopszia a valasztandé vizsgalati médszer. Mi tobb,
azoknal a neoadjuvans kezelést kapott betegeknél, akik klinikailag nyirokcsomo-
pozitivak és tumora T1 vagy T2, és 1 vagy 2 pozitiv 6rszem nyirokcsomot talaltak illetve
emlémegtartd miitétben (pl. lympectomia) és teljes emld besugarzasban részesiiltek nem
javallott tovabbi honalji miitét. A neoadjuvans kezelés a pozitiv nyirokcsomok szamanak
csOkkenését eredményezheti (down-staging), ezért erre a betegcsoportra mas ajanlasok
érvényesek [99].

A 14. Szent Gallen-i konszenzus (2015) ajanlasa szerint 1 vagy 2
makrometasztazissal rendelkezd pozitiv nyirokcsomoé esetén a masztektomiat kovetden
amennyiben nem terveznek radioterdpids kezelést, honalji disszekcid sziikséges.
Ugyanakkor a bizottsag véleménye nem volt egyhangi arra vonatkozdan, hogy a
masztektomiat radioterapidnak kell-e kovetnie. A résztvevok tobbsége a honalji miitét
elhagyasa mellett allt, ha a rezekcios miitétet kovetden standard tangencialis radioterapia
tervezett, ¢s mindenki az ABD elhagyasa mellett dontene, ha a tangencialis mezdk a
honalji részt is érintik [100].

Az ESMO [101] ajanlasai szerint a szentinel nyirokcsomoban levd
makrometasztazis esetén a konvencionalis ABD elvégzése ajanlott

Az emldrak sebészi kezelésével kapcsolatosan hazai ajanlasok kiemelkedéen
naprakészek, progresszivek. A magyar III. Emlérak Konszenzus Konferencia (2016)
[102] ajanlasaban a legfontosabb valtozasok a korabbiakhoz képest, hogy ABD-t izolalt
tumorsejt, illetve mikrometasztazis jelenléte esetén nem, makrometasztazis esetén csak
szelektiv esetekben kell végezni, illetve hogy a regiondlis sugarkezelés bizonyos

esetekben az ABD alternativaja lehet.
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2.4 Daganatok osztalyozasa

2.4.1 Biomarkerek

Az Amerikai Gyogyszeriigyi Hatosag (FDA) szerint a biomarker egy objektiven,
pontosan ¢és reprodukalhatéan mérhetd indikatora valamilyen egészségiigyi allapotnak,
bioldgiai folyamatnak vagy terapids beavatkozasra adott valasznak [103]. Ezen elég tag
definicié szerint barmilyen molekula, a genomban mérhetd valtozasok, genotipus
biomarkernek tekinthetd. A biomarkereknek tobbféle csoportositisa lehetséges, melyek
kozil az egyik legfontosabb a diagnosztikus, prognosztikus és prediktiv biomarkerek

elkilonitése.

2.4.1.1 Diagnosztikus biomarkerek

A diagnosztikus biomarkerek k6zé sorolhatjuk a korai felismerést, sziirést célzo
markereket. Az elsé tumormarkernek a 170 éve myeloma multiplex-ben szenvedd
betegek vizeletében leirt Bence-Jones fehérjét tekintjilk. [104] A napjainkban
leggyakrabban alkalmazott tumormarkerek (pl.: PSA, CA-125) vérbél mért szintje
elsésorban utankovetésre, nem szirésre alkalmas. A diagnosztikus és a prognosztikus
markerek hatarteriiletét jelenthetik a tumorbol szarmaszd szabad DNS, keringd
tumorsejtek detektalasa szérumbol [105], mely kvantifikalhato, illetve rezisztens klonok
megjelenésének felfedezésére is alkalmas lehet a technikak fejlodését kovetden [106].
El6rehaladott emlddaganatban a keringé tumorsejtek szamanak prognosztikus ereje lehet,

azonban jelenleg nem ajanlott a vizsgalatuk [107].

2.4.1.2 Prognosztikus biomarkerek

Az onkologidban a prognosztikus biomarkerek daganatprogressziorol, a
kifolyolag az onkologiai prognosztikus markerek nagy része a tumorigenezishez,
proliferacidhoz, dedifferencialodashoz, angiogenezishez, invazidhoz és
metasztazisképzéshez kapcsolodik. A daganatterapiaban hasznalt klinikai végpontok a
teljes talélés (overall survival, OS), progresszidmentes talélés (progression free survival,
PFS), betegség-mentes tulélés (disease free survival, DFS). A prognosztikus
biomarkereknek fontos szerepe lehet a terapiatervezésben, hiszen a rossz progndzist
betegek radikalisabb kezelést igényelhetnek, mig a j6 progndzisi betegek esetében a

felesleges terapia elhagyasaval csokkentehetd a mellékhatasok szama.
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2.4.1.3 Prediktiv biomarkerek

A prediktiv biomarkerek alkalmasak olyan betegcsoportok azonositasara, melyek
nagy valoszinliséggel reagalnak egy adott terapiara. Ezért ezek a biomarkerek lehetnek a
személyre szabott terapia alapkdvei, a klinikai vizsgalatok tervezését is jelentOsen
befolyasoljak. Az ,esernyd” szervezési klinikai vizsgélatok esetében a daganatokat
molekularis altipusokba soroljadk, és minden alcsoport esetében specifikus terapiat

alkalmaznak [108].

2.4.2 Vastagbél daganatok

A vastagbéldaganat szlirésére nem létezik bizonyitott, ajanlott szérum marker,
azonban a diagnoziskori CEA szérumszint meghatarozasa igen fontos, mivel olyan erds,
fiiggetlen prognosztikus marker, hogy az AJCC (American Joint Committee on Cancer,
Amerikai Rakos Betegségeket Vizsgald Albizottsag) a stddiumbeosztasanak a részévé
tette 2015-t61 ,,C-stadium” néven [109].

A vastagbél daganatok alcsoportokba sorolasara jelenleg nincs széles korben
elterjedt klinikai gyakorlat. Korai stadiumt vastagélrakban (azaz azokban az esetekben,
amikor a daganatot teljes egészében eltavolitottak, és szomszédos szerv, nyirokcsomo
nem érintett, illetve nincs jelen tavoli attét) rossz prognozissal fiigg 0ssze a T4 stadium,
a obstrukcié vagy perforacid, perineuralis invazio, alacsony differencialtsag (grade3/4)
¢s a magas foku mikroszatellita instabilitas. Tovabbi prognosztikus marker jel6ltek a kor,
a limfocita infiltracio, KRAS mutacio, timidilat szintaz pozitivitds, p53 expresszio,
heterozigotasag elvesztése a 18q régioban, SMAD4 kopiaszdm csokkenése, és tobbgénes
osztalyozok, melyek szerepének igazolasdra tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Elérehaladott esetekben rossz prognézissal fiigg Ossze az 1-nél nagyobb ECOG
teljesitmény statusz, 70 évesnél iddsebb kor, emelkedett CEA, alkalikus foszfatdz,
trombocitaszam, laktat dehidrogenaz szint, csokkent hemoglobin, szérum albumin szint,
BRAF mutaci6 [110].

Mivel a 2-es stadiumt betegek 10-15%-anal jar terapias haszonnal tovabbi
kemoterapias kezelés, ezért a molekularis osztalyozok o célja ezeknek a betegeknek az
azonositasa. A vastagbéldaganatok esetében az NCCN ajanlas jelenleg harom (Oncotype
DX, ColoPrint, ColDX) génexpresszido alapu tesztet targyal, melyek alkalmazasat

elsésorban stage II-es, Ill-as betegek prognézisanak eldrejelzésére ajanlja. Sajnos
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prediktiv erejiik csekély, ezért az ESMO nem is javasolja hasznalatukat. A tobbgénes
tesztek, molekularis osztalyozok részletes jellemzését késébbi fejezetben végzem.

Attétes vastagbéldaganatban az ASCO (American Society of Clinical Oncology)
a KRAS ¢s az NRAS 2-es, 3-as, 4-es exonjanak vizsgalatat javasolja, és EGFR-gatlo
terapiaban csak az ezekben a régidkban mutaciot nem mutatd betegek részesiilhetnek, a
BRAFp.V600 mutacié stitusz és mikroszatellita instabilitds meghatarozasat szintén
prognosztikus céllal javasoljak [111].

Az utobbi években egyre nagyobb teret nyer a keringd tumorsejtek, illetve szabad
DNS szérumbdl valé izolalasa és vizsgalata. Ezen keringd tumorsejteknek a szdma
Osszefiigg a taléléssel [112], illetve lehetéséget biztosit a betegek utankovetésére,

rezisztens szubklonok megjelenésének korai, szemi-invaziv detektalasara [113].

2.4.3 Emlédaganat

Az emlédaganatok molekularis altipusait génexpresszio alapjan elészor 2001-ben
irtak le [114]. Ezeknek az altipusoknak fontos prognosztikai, prediktiv, terapias jellemzoi
vannak, meghatarozzak egy beteg kezelési stratégiajat. A patologiai gyakorlatban a
hormon-, HER2-receptor statuszt immunhisztokémiaval, a 13. Szent Gallen Konszenzus
alapjan hatarozzak meg [115]. A csoportok jellemzdit, egyszerisitett meghatarozasat a 7.
tablazatban foglaltam Gssze. Az altipusok gyakorisaga erésen fligg a foldrajzi helyt6l,
rassztol [116], a magyar betegek korében a Luminalis A tipus a leggyakoribb (52-55%).
Gén-chip-en mért génexpressziok alapjan osztja be molekularis szubtipusokba 50 gén

expresszidjat alkalmazva a PAMS50 modszer [117].

7. tablazat. Eml6daganatok altipusai

i Markerek . 5 Eves

Altipus - Terapia Y r s
ER PR HER2 | Ki67 talélés

Luminadlis A + + - - | endokrin 95%
Luminalis B i + +/- - + | endokrin + kemoterapia

(Her2-negativ)
Luminadlis B >0%

(Her2-pozitiv) + +/- + +/- | endokrin + kemot.+ anti-Her2
Her2-pozitiv - - + +/- | kemoterapia+ anti-Her2 30%
Tripla negativ (Bazélis) | - - - +/- | kemoterapia 10%

Ujonnan felfedezett emlédaganatok vizsgalatakor a képalkotd és patologiai

értékékelés mellett a hormonreceptor- ¢s HER2-statusz vizsgalata ajanlott. Sem a vérkép,
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sem a majenzimek szintje nem fiigg dssze tlinetmentes betegekben tavoli attét jelenlétével
[118]. A korai eml6daganatok kdvetésére jelenleg semmilyen tumormarker nem ajanlott.

Az emlddaganatok esetében a legerdsebb prognosztikai tényezok a tumorméret, a
differencialtsag foka (grade), az életkor és a nyirokcsomo attét jelenléte. A magas HER2
expresszié rossz prognézist indikald prognosztikus biomarkernek tekintheté [119],
ugyanakkor a HER2 ellenes monoklonalis antitest, trastuzumab, majd késébb a
kismolekulaju lapatinib klinikai bevezetésével a HER2 expresszio prediktiv biomarkerré
valt, és a HER2-pozitiv betegek a hatékony terapianak készonhetéen ma mar kedvezébb
prognozisu betegcsoportot alkotnak [120]. A HER2 prediktiv az adjuvans antraciklin
terapia esetében is [121].

Szamos  tobbgénes vizsgalatot fejlesztettek  bizonyos  betegcsoportok
prognozisanak eldrejelzésére. Az egyik fontos kérdés, hogy a hormonpozitiv
emlddaganatok esetében az O0téves hormonterapiat kovetéen mely betegeknél magas a
kitjulés, késoi attétképzés valosziniisége, azaz kiknek lenne ajanlott tovabb folytatni a
kezelést. Bar a pre- és postmenopauzalis nok kozott 5 éves endokrin terapiat kovetoen
20-25% az 5-15 éven beliili kiujulas valdszinlisége [122], azt mar szamos klinikai
vizsgalat igazolta, hogy minden beteg esetében kiterjeszteni a endokrin terapiat tobb
hatrannyal (példaul csontritkulas esetek emelkedett szama) jar, mint elénnyel [123]. A
betegeknek csupan 3-5%-anal hasznos a terapia folytatasa [124], tobbek kozott ezen
betegek azonositasat célozzak meg a kovetkez6kben bemutatott tesztek.

Az emlddaganat alcsoportjainal emlitett PAMS0 [117], tovabbi fejlesztést
kovetden ,,Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay” [125] néven keriilt
forgalomba, de ,,Risk of Recurrence score”-ként is ismert. Korai (stage I-111A),
hormonpozitiv emlédaganatok esetében hasznalhatd. 46 gén expresszidjat vizsgalva a
tavoli attét megjelenésének valdsziniiségére ad becslést a kezelés megkezdésétdl
szamitott 5-10 éven beliil, azaz az 5 éves hormonterapiat kovetéen. A valdsziniiség
alapjan harom rizikocsoportba sorolja a betegeket. A génexpressziét FFPE mintakbol
izolalt RNS ,,NanoString nCounter Dx Analysis System” [126] platformon hatarozzak
meg.

A ,Breast Cancer Index” eset¢ben 7 gén FFPE mintdkbdl izolalt RNS
expresszidjat RT-qQPCR-rel hatarozzak meg [127]. Korai emlddaganatban, nyirokcsomoé

statusztol fliggetleniil jelentds prognosztikai erdvel rendelkezik. JO hatékonysaggal
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azonositja az NO-N1 tumorok kés6éi kitjulasra hajlamos 35-45%-at, akiknél a
meghosszabbitott endokrinterapia hasznos lehet.

A f6leg Europaban, Németorszagban hasznalt EndoPredict [128] teszt 5 évig
endokrin terapiaban részesiilt, hormonreceptor pozitiv, HER2-negativ betegek esetében
ad becslést tavoli attét valdsziniiségére 5-10 éven beliil. Az FFPE mintakbol torténé RNS
izolalast kdvetden a vizsgalt 9 gén expressziojat RT-gPCR-rel hatarozzak meg [129]. Az
EndoPredict hatékonysagat randomizalt fazis III vizsgalatok soran igazoltak [130, 131].

Az Oncotype DX tesztje 21 gén expresszioja alapjan ad a betegeknek ,,recurrence
score”-t egy nullatol szazig terjedod skalan. A score aranyos annak valosziniiségével, hogy
a daganat tiz éven beliil kiujul. A magas vagy alacsony riziké ismerete segithet a betegnek
¢és a kezel6orvosnak eldonteni az adjuvans kemoterapia sziikségességét. Ezt a tesztet
értékelték a legtobb klinikai vizsgalatban (pl. retrospektiv: NSABP B-14, prospektiv
TAILORX vizsgalat [132].

A 70 gént hasznal6 Mammaprint teszt a tavoli attét valdszinlisége alapjan jo és
rossz progndzisu csoportokba sorolja a betegeket, eredményeit a retrospektiv
TRANSBIG és a prospektiv MINDACT vizsgalat validalta [133].

A Genomic Grade Index (GGI) teszt 97 gén expresszidja alapjan a grade 2-es
tumorokat jo (grade 1-hez hasonld) és rossz prognoézisi (grade 3-hoz hasonlo)
csoportokba sorolja [134]. Szintén a grade 2-esek tovabbi csoportositasat szolgalja
korabbi publikacionkban leirt 4 génen alapuld osztalyozas [135].

A Szent Galleni Kongresszus és az NCCN ajanlasa csak az Oncotype DX
alkalmazasat javasolja. Az ESMO a terdpias dontés tdmogatdsara 5 modszert tart
elfogadhatonak: Oncotype DX, EndoPredict, Prosigna (PAMS50), MammaPrint, Genomic

Grade Index.
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2.5 Bioinformatika, statisztika
2.5.1 Osztalyozas, klaszteranalizis

Az orvosi, bioinformatikai kérdések egyik fontos teriilete objektumok (pl. mintak,
betegek) csoportokba soroldsa kiilonbozd tulajdonsagaik hasonldsaga alapjan. A
modszerek megértéséhez eldszor néhany a gépi tanulas soran alkalmazott alapfogalmat
kell attekinteni [136]. A feliigyelt tanulas (supervised learning) esetében ismert, elére
definialt csoportokba soroljuk a mintakat, igy a modell tanitdsa soran tudjuk, hogy a
tanulohalmazunk mintdi melyik osztalyba tartoznak. Ezzel szemben klaszteranalizis
soran nem ismerjiik elére a csoportokat, ezért feliigyelet nélkiili tanulasnak (unsupervised
learning) nevezziik. Az osztalyozas, klasszifikacio fogalma az angol szaknyelvben tobb
dolgot is kifejezhet. A legtobb szerzd az osztalyozas alatt csak a mintdk nem feliigyelt
modszerekkel csoportokba vald soroldsat érti.

A klaszterelemzés, hasonlo dolgok csoportjdnak a 1étrehozasa a minket koriilvevo
vilag megértésének ¢és leirasanak nélkiilozhetetlen eleme. A tudomanyos megértésnek is
fontos eszkoze, régota alkalmazzdk az orvostudomany és a biologia (rendszertan)
teriiletén is. A klaszteranalizis sordn a csoportositas alapjat kiilonbozo tavolsag- vagy
hasonlosdgmértékek képezik. A klaszterezd eljarasok két altalanos kategéridja az
idoéigényes hierarchikus ¢és a nembhierarchikus klaszterezés. A  hierarchikus
klaszterezésnél nem kell elére ismerniink a létrehozand6 csoportok szamat, mig a nem-
hierarchikus eljarasnal mar kiindulaskor meg kell azt adnunk.

A felligyelt modszerek kozé tartozik a linearis diszkriminancia-analizis, mely
modszer kettd vagy tobb csoport kozti kiilonbséget fliggetlen valtozok, jellemzdk lineéris
kombinaciojaval képes leirni. Alkalmazhato linearis osztalyozoként, de legtobbszor mas
osztalyozo 1épések el6tti dimenzidcsokkentésben van szerepe [137].

A k-legkozelebbi szomszéd modszert (kNN, k-nearest neighbours) a lusta
klasszifikalo eljarasok kozé soroljak, mivel nem épit modellt [138]. Azon az elven
alapszik, hogy a hasonld csoportba tartozd objektumok hasonld tulajdonsdgokkal
rendelkeznek. A hasonlosadg nagysagat tavolsagfiiggvénnyel mérjiik. Egy 0j minta
osztalyozasdhoz n-dimenzids térben (ahol n a vizsgalt jellemzdk szdma) megkeressiik azt
a k tanul6 mintat, melyek a legkdzelebb vannak az 0j, ismeretlen mintdhoz. A kNN

alkalmazasanak nehézségei, hogy szamitasigényes, zajos adat igen kedvezdtlentil
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befolyasolja a hatékonysagat, ugyanakkor a j6l megvalasztott tdvolsagmérést alkalmazva
hatékony ¢és egyszeri osztalyozast lehet elérni.

A ,,support vector machine” modszer 1ényege, hogy egy n-dimenzios térben (ahol
n a vizsgalt tulajdonsagok szama) keresi a csoportokat legjobban elvalaszto hipersikot.
Azt tekinti a legjobb hipersiknak, amelyik esetében a legkdzelebbi elemek a hipersiktol
vett tavolsaga a legnagyobb [139].

A dontési fak talan a legismertebb osztalyozok, melyek bonyolult 6sszefiiggéseket
egyszeri dontések sorozatara vezetnek vissza [140]. A dontési fa megjelenithetd egy fa
alaku folyamatébraként, mely gyokerébdl indulva egy ismeretlen minta osztalyozasakor
a belso csucsok egy-egy jellemzo (attributum) értékének vizsgalatat jelentik, a csucsok
kozotti élek ennek a vizsgalatnak az eredményei. Mind a bemeneti attributumok, mind a
kimeneti értékek lehetnek diszkrétek vagy folytonosak. A dontési fa tanuldsa soran az
attribtumok kivalasztdsara szolgald eljards arra iranyul, hogy minimalizaljuk az
eredményiil kapott fa mélységét. Az egyes szabalyokat a gyokértdl egy-egy levél felé
vezetd Utvonal feltételeinek Osszeolvasdsaval egyszerlien nyerhetiink osztalyozési
szabalyokat. A dontési fak elonye, hogy a 1ényeges valtozok a gyokér kozelébe keriilnek,
illetve eléfordulhat az is, hogy egyes attributumok nem befolyasoljak a dontést. igy
dimenziocsokkentésre is hasznalhatéak. Hatékonyan alkalmazhatoak nagyszamu minta
esetén is, azonban amennyiben sok attributumot hasznalnak, talérzékenyek lehetnek kicsi
valtozasokra is [141].

A neurdlis halozat az egyik legbonyolultabb osztdlyozasi modszer. Neuralis
halozatnak nevezziik azt a parhuzamos, elosztott miikddésre képes informaciofeldolgozé
szoftvert, amely azonos (vagy hasonld tipusu), nagyszamu lokalis feldolgozast végzo
rendszerébdl all. A neuralis héalozatnak rendelkeznie kell tanulasi algoritmussal, és a
megtanult informaci6é felhasznalasat lehetové tevd eldhivasi algoritmussal [142]. A
neuralis halok tovabba hajlamosak tultanulasra (overtraining), amikor talzott illeszkedés
(overfitting) figyelhetd meg. A thlzott illeszkedés esetében bar a tanuld halmaz mintaira
jo eredményeket kapunk, de nem tud jol altalanositani mar az osztalyozo, ezért az 1ij, a
tanitds sordn nem latott, értékeld (teszt) halmaz esetében csokken az osztalyozas
hatékonysaga. A talilleszkedés veszélye akkor igen nagy ha a tanul6 csoport mintaihoz

képest magas az attributumok szama. A dontési fak teljesitményének javitdsara tobb
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modszer alkalmas. A véletlen erd6 (random forest) [143] [144] osztalyozo egyszerre tobb
dontési fat épit. Minden fa épitése egy rogzitett mélységig torténik. A véletlen erdd
felépitése soran az egyes fak egyes csucsainal véletlenszertien sorsolt attributumokol
valaszthatjuk csak ki a dontési attributumot. Egy 1j minta osztalyozasardl a fak tobbségi,
esetleg sulyozott szavazata dont. Az erdd hatékonysaga elsésorban a generalt fak szaman
(a tobb fa hasznalata javitja az eredményt), illetve a mindségén mulik (a fak kozotti
korrelacié novekedésével csokken a hatékonysag). A véletlen erdd eljaras gyors,
nagyméreti adatokat is képes kezelni, becsléseket ad arra, hogy mely attribltumok
fontosak. Hatranya példaul hogy nem abrazolhato, és nehezebben érthetd mint a dontési
fak. A dontési fak kombinalasanak maésik modja a gyorsitdas, ami a tanuld halmaz
mintainak (tanuldesetek) eloszlasdnak adaptiv modositasara szolgal. A sulyait minden
egyes gyorsitasi menet végén modositjuk. A helyteleniil osztilyozott esetek sulyait
noveljik, mely arra kényszeriti az osztalyozot, hogy a kovetkez6 iteraciokban azokra az
esetekre Osszpontositson, amelyeket nehéz osztalyozni. Viszont vigyazni kell, mert a
gyorsitasi modszer is érzékeny a talillesztésre, mivel hajlamos a tévesen osztalyozott
tanuldesetekre fokuszalni.

Abban az esetben, amikor nem definiadltak elére a csoportok, azaz a
klaszteranalizis soran, a két leggyakrabban alkalmazott modszer a k-kozép (k-means)
osztalyozas és a hierarchikus osztdlyozas. A k-kozép esetében elére meghatarozott k-
szamu csoport azonositasa altalaban véletlenszeriien felvett kozéppontokbol kiindulva
torténik. Iterativ mddon minden mintat a legkdzelebbi klaszterbe sorol, mig a csoportok
adatai (kozéppont, atlag) is 1épésenként valtoznak, amig a besorolas meg nem allapodik.
A hierarchikus klaszterezés esetében nem eldre definialt a klaszterek szdma, a csoportok
kozott folé- és alarendeltségi viszony is lehetséges. A hierarchikus klaszterezés

eredményét gyakran abrazoljadk dendrogram formajaban.
2.5.2 Tavolsagszamitasok

A csoportok kozotti hasonlosag szubjektiv fogalom, azonban a klaszterezo
eljarasok megkivanjak egy bizonyos tavolsagmérési modszer alkalmazasat. Sziikség van
két megfigyelés hasonlosagat méré mérték definidlasara, melyre kiilonféle
tavolsagszamitasi eljarasok alkalmasak. Az euklideszi-tavolsdg az egyik legismertebb és

legelterjedtebb tavolsagmérd eljaras, mely a Pitagorasz-tételen alapul: d(x,y) =

VIR, (x; —y)? A Manhattan-tavolsag (abszolut eltérés, ,haztSmb” tavolsag)
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d(x,y) = X" |x; —y;| magas dimenzioji kérdések esetében altalaban jobban
alkalmazhat6, mivel az euklidészi szamitas ebben az esetben hajlamos talbecsiilni a

tdvolsagot. A Manhattan-tavolsig sulyozott valtozata a Canberra-tavolsag: d(x,y) =

’;;1% [145]. A statisztikai szamitasok soran még gyakran alkalmazzak a
=i

- N —y:)2 . r 7
Mahalanobis-tavolsagot is d(x,y) = ?zl(xls—;l), ahol s; a tapasztalati szoras [146].

1

2.5.3 Szignifikdns kiilonbségek keresése génexpresszios adatokon

Kett6 vagy tobb csoportot egymastol legjobban megkiilonboztetd, legjobban leird
tulajdonsagok keresésére (feature selection) tobb algoritmus is hasznalhat6. A modszer
kivalasztasanal figyelembe kell venni tobbek kozott annak sajatossagait (pl. mennyire
érzékeny kiugro értékekre), az adatok jellemzdit (pl. mennyire zajosak), az elemszamot,

¢és hogy mi a célunk, mennyire fogadhatunk el fals pozitiv talalatokat [147].

2.5.3.1 SAM - Significance Analysis of Microarrays

A ,,Significance Analysis of Microarrays” R csomag [148] mddszere modositott

t—teszten alapul, és a nemparaméteres eljarasok kozé tartozik.
A SAM analizis szamitasainak fobb lépései:
1. minden génre a d—érték meghatarozasa, mely a gén kifejez6désbeli relativ
kiilonbségét fejezi ki a két csoport koztt:

%s(i) = r (D)

d(l) - Si + So

A fenti képletben az X5(i) és az Xg(i) az i gén egyik és masik csoportokban mért
atlagos expresszioja, az s; a standard hiba, az s, egy konstans érték. (A konstans
szerepe a d(i) értékek szorasanak csokkentése Kicsi s; értékek esetében.) Ezt
koveti a d(i)-k sorbarendezése: di(1)<di(2)< ....<d1(Q)

crer

2. Az adatok eloszlasanak becslésére a mintdk p szamu permutaciojara
meghatarozza minden génnek a d—értékeit. Adott gén d—értékeinek az atlaga a

de(i), azaz a varhato relativ kiilonbség.

37



DOI:10.14753/SE.2018.2114

3. Azokat a géneket tekinti a két csoportban (pl. szenzitiv és rezisztens) eltérd
mértékben kifejezédének, melyekre teljesiil, hogy | d(i) —de(i) | > A, ahol A egy
tetszélegesen megvalasztott kiiszobérték. A varhato relativ kiilonbség, de(i), és a
szamitott relativ kiilonbség, d(i) egyiittes abrazolasaval, jol lathato, hogy a delta —
érték megvalasztasa miként befolyasolja a szignifikansnak tekintett gének szamat
(6. abra). A d—érték alapjan tekintiink egyes géneket jolteljesitd, top géneknek.

A SAM-mel végzett elemzés soran a beviteli adatokat logaritmizaltam, 1000-szeres
permutaciot hasznaltam, a delta—értéket a keresztvalidacio alapjan a megfeleld értékre —
amelynél legkisebb az alpozitivak szama — allitottam. A permutaciok szamanak ilyen
nagynak valasztasa bar a szamitast Iényegesen meghosszabbitja, a szignifikancia szintek
pontos becslésének alapfeltétele.

A SAM a szignifikancia szint kifejezésére a fals talalati aranyt (false discrovery
rate, FDR) alkalmazza.

de()) de(i)

6. abra. Az elsé grafikon Tusher eredeti kdzleményében szerepld abra, a masodik egy
altalunk végzett elemzés eredményeit jeleniti meg. A de(i): varhato relativ kiilonbség, és
a d(i): szamitott relativ kiilonbség, a A kiiszobérték feletti és alatti gének az
attekinthetdség kedvéért eltérd szinnel jeloltek.

2.5.3.2 Rank Products

A rang produktum (RankProducts) és a vele rokon rang 6sszeg (RankSum)
szamitas [149] Iényege, hogy a géneket mérésenként expresszio Szerint sorba rendezi, és
a sorban elfoglalt helye szerint rangot oszt a génnek. Egy gén rang-produktum értéke a

gén rangjainak a mértani atlaga, a rang-osszeg értéke pedig a rangok dsszege. Ezen érték
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alapjan tekintiink egyes géneket jolteljesitd, top géneknek. A szignifikancia szint
meghatarozasara a SAM-hez hasonldan permutacio-alapu becslést alkalmaz. A hibasan
pozitivak aranya (proportion of false positives: pfp) az adott gén véletlen koriilmények
kozott varhatd RP értékének, és a RP értékek alapjan névekvé sorban elfoglalt helyének

a hanyadosa.

2.5.4 Tulélés analizis

Betegcsoportok talélési idejének a jellemzése és Osszehasonlitasa specialis
vizsgalati modszereket igényel. Ezzel a problémaval elészor az 1950-es években
biztositasi statisztikusok kezdtek foglalkozni. A kévetési idd az adott beteg vizsgalatba
keriilésétol a végpont teljesitéséig szamitott id6. Teljes tulélés (Overall survival, OS): a
diagnodzistdl a (daganat-specifikus) haldlozésig eltelt id6, progresszidmentes tulélési id6:
(Progression Free Survival, PFS) a diagndzistol a progresszidig vagy a halalozasig eltelt
1d6, relapszusmentes-talélés (Relapse Free Survival, RFS) az elso relapszusig eltelt ido,
betegségmentes tulélés (Disease Free Survival, DFS) fogalma azokra az esetekre
vonatkozik, ahol az eseményt (haldl, relapszus) megel6zéen kurativ beavatkozas tortént,
progresszioig eltelt id6 (Time to progression, TTP) abban kiilonbozik a PFS-t6l, hogy
nem szamit progresszionak a nem daganatos halalok (azaz cenzoraltnak tekintik ezeket
az eseteket). Az onkologiai, klinikai vizsgalatokban fontos a kovetési idok egységes és
pontos definicidja [150]. A progresszio megitélésére a radiologiai vizsgalatok alapjan a
WHO- [151], illetve legtobbszor a RECIST kritériumok szerint itélik meg [152]. Bar a
PFS megitélése ellentmondasos, hiszen problémat jelent, hogy a ,,progresszio idejét” az
i1s befolyasolja, hogy mikor jelenik meg egy beteg az allapotat felmérd vizsgélaton,
jelenleg nem létezik alkalmasabb modszer [153].

Egy beteg tulélési idejét cenzoraltnak mondjuk, ha az esemény idejét nem ismerjiik.
Ez tobb okbdl megtorténhet, leggyakoribb, hogy a beteg a megfigyelés végén még életben
volt, vagy hogy a megfigyelés alatt meghalt, de nem a vizsgalt betegség miatt. Azaz ha
tovabb kovettilk volna a beteget, illetve nem haldlozott volna el més betegség
kovetkeztében, akkor tovabbi id6 telt volna el példaul a progresszidig. Ezt a cenzoralast
nevezziik jobb oldali cenzoralasnak. A bal oldali cenzoralast joval ritkdbban, azokban az
esetekben alkalmazzuk, amikor az ismert megfigyelési id6 eldtt korabban, de ismeretlen

iddpillanatban kovetkezett be egy esemény.
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2.5.4.1 Kaplan—-Meier gorbék

A tulélési gorbe a talélési valoszintiségeket a kovetési 1d6 fliggvényében abrazolja,
meghatarozasukra leggyakrabban alkalmazott modszer a Kaplan-Meier elemzés [154].
Kaplan-Meier elemzés soran haldlozasi aranyt minden olyan idépontban meghatarozzuk,
amikor legalabb egy haldlozas tortént. A cenzoralt adatokat a fliggvényt metszo6 x vagy |
jellel szokas jelolni, a fiiggvény fiiggdleges esései azokban a pontokban vannak, ahol
ténylegesen bekovetkezett halalozas.

Tobb vizsgalati csoport esetén a talélési idok, illetve a talélési gorbék
Osszehasonlitasara lograng—probat (log rank-test [155]) alkalmazunk. Ennek soran
meghatarozzuk azt, hogy a két csoportra esé aktudlis haldlozasi szambo6l mennyi jutna
egyre-egyre, ha a csoportok elméleti halandosdga minden idépontban megegyezne, azaz
nem lenne kiilonbség a két csoport kozott. Az igy kapott vart, becsiilt értékek és a
tényleges, megfigyelt haldlozas 6sszehasonlitdsa khi—négyzet-probaval torténik, mely a
szignifikanciat p—értékkel fejezi ki.
2.5.4.2 Cox ardnyos hazdrd modell

A lograng probaval csak azt vizsgaljuk, hogy van-e szignifikans eltérés két csoport
talélése kozott. Az hogy ez ,,milyen mértékii”, tovabbi vizsgalatokat igényel, melynek
egyik modja a Cox aranyos hazard modell. A hazardfiggvény azt mutatja, hogy ha valaki
a t idépontban ¢él, akkor mekkora valoszinliséggel fog ott meghalni.

A vizsgalt esemény kockazata a hazard rate (a kumulativ tulélési gorbe
meredeksége egy iddintervallumban). A kockazatot tgyis definialhatjuk, mint adott t
idépontban a halal bekovetkezésének valdszintiségét, amikor tudjuk, hogy az egyén a t
id6 el6tt még él. A megfogalmazast kérdés formajaban is feltehetjiik: a beteg milyen
valoszintiséggel éli meg az 6t évet a beavatkozas utan, ha mar harom évet talélt? Ha az
egyik csoportban a halal kockazata haromszorosa a masik csoporténak, akkor a kockazat
allando marad az egész vizsgalat folyaman. Ezt ugy mondjuk, hogy a két csoport hazard
fliggvénye egymassal aranyos, proporcionalis. Az el6bbi példa kapcsan ez azt jelenti,
hogy az els6 csoportban a halalesemény valdszinlisége haromszor nagyobb, mint a masik
csoportban. A Cox-regresszios modell a vizsgalt magyarazo valtozok relativ kockazatat
becsli [156]. A hazard rate-ek egy id6pillanatbeli hanyadosa a hazard ratio.
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2.5.5 Tobbszoros dsszehasonlitasok problémdja

Abban az esetben, amikor egyszerre tobb statisztikai tesztet végziink, a
hagyomanyos p=0,05 szignifikancia szint eredményeképpen statisztikailag minden 20.
teszt eredménye még akkor is szignifikansan eltérhet, ha valojaban nincs kiilonbség a
vizsgalt csoportok kozott. Igy a gén chip alapt elemzések esetében, ahol akar 54000 proba
szett vizsgalata is lehetséges, veszélyesen megnd az alpozitivak szama. Példaul ha egy
DNS-chipen 10 ezer gént vizsgalunk, akkor p=0,05 esetén két minta kozott 500
»szignifikans” eltérést talalhatunk még abban az esetben is, ha valdjaban e mogott
semmilyen biologiai kiilonbség nincs. [157] Az egyik leggyakrabban alkalmazott és
legegyszerlibb modszer az alpozitiv talalatok korrigalasara Bonferroni-korrekcié [158],
mely esetében a szignifikancia szint hatarat jelold o értéket osztjuk az elvégzett tesztek
szdmaval, igy példaul ha 10000 tesztet végziink el, akkor nem az 0,05-nél kisebb p-
értékeket tekintjiik szignifikinsnak, hanem csak a 0,05/10000=5%*10° értéknél
kisebbeket. A Bonferroni-korrekcionak konzervativsaga mellett szamos korlatja van
[159], ezért nagy ateresztoképességii vizsgalatok esetében az alpozitivak kontrolalasara
mas modszerek javasoltak. Az egyik ilyen modszer a Benjamini és Hochberg [160] altal
kidolgozott fals talalati arany (False Discovery Rate, FDR) meghatarozasa. Az FDR a
hibasan visszautasitott hipotézisek (V) becsiilt (expected: E) ardnya az 0&sszes
visszautasitott hipotézis szamahoz (rejected: R) viszonyitva. A Benjamini és Hochberg
altal

FDR = E [V /R| R>0] x Prob (R>0)
— ként definialt FDR tehat annak a valdsziniisége, hogy hibas felfedezést tesziink.
Meg kell emliteniink a Fernando és mtsai altal a tobbszords dependens tesztekre
kidolgozott modszert [161], amely nem fiigg a tesztek kozotti korrelaciotol és a tesztek
szamatol. Ez a pFDR-hez hasonl6 modon szamoland6 ,hibasan pozitivak aranya”
(proportion of false positives: PFP), ahol a V és az R kiilon is becsiilt értékek:
PFP=E(V)/E(R)
A PFP az elvégzett kisérletekben felhalmozodott hibdsan pozitivak aranyat

kontrollalja, mig a pFDR a hibasan pozitivak vart aranyat az egyes kisérletben.

41



DOI:10.14753/SE.2018.2114

3 Ceélkituzések

PhD munkam soran els6sorban biomarkerek keresésével és validalasaval

foglalkoztam emlé és vastagbéldaganat magas kockazatt alcsoportjaiban.

Célkitlizéseim a kovetkezoek az egyes témakkal kapcsolatban:

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

2. Sejtmodellek 6sszekapcesolasa a vastagbéldaganatok altipusaival.

3. Emlddaganatok génexpresszio alapu osztalyozasa és 6sszehasonlitdsa korabbi
prognosztikus tesztekkel.

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

5. Experimentalis modszerekkel azonositott biomarkerek

reprodukalhatosaganak osszehasonlitasa (SIRNS).
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4 Modszerek

4.1 Gén-chip modszer

A microarray vagy mas néven gén chip technoldgia az 1990-es évek végén jelent
meg eldszor. LehetOveé tette tobb tizezer gén egylittes vizsgalatat, utat nyitva ezzel a

poligénesen meghatarozott tulajdonsagok széleskorii vizsgalatanak.

Az Affymetrix expresszios microarray-ek esetében egy szilard hordozohoz
(iveglapka) 25 bazisbol all6 oligonukleotid probak vannak rogzitve. Ezekhez a
probakhoz hibridizaltatjak a mintabol szarmazd RNS-16l készitett, fluoreszcensen jelolt
egyszali cDNS vagy cRNS molekulakat. Minden transzkriptumot 11 probaval fednek le.
A tokéletesen kapcsolodo probak (perfect match, PM) mellett a nem specifikus kotddés,
¢s a kereszthibridizacié becslése céljabol partnerprobdk (mismatch, MM) helyezkednek
el. Ezek a partnerprobdk az eredeti probakhoz képest a kozépsd, azaz a 13. pozicioban
egy nukleotidtranszverziét tartalmaznak. Az egymashoz tartozo perfect match és
mismatch probakat egylitt proba paroknak nevezzilk (probe pair), ¢€s egy
transzkriptumothoz tartozo 11 proba par alkot egy probe set-et. A 7. abra a microarrayek

felépitését szemlélteti.

Probe set

Perfect Match (PM) |$ B r' ﬂ[l r-r'.lnﬂnn[]nn.m
vismarchoav) | > I IHHEE NI EE

Probe pair

7. abra. A cDNS—chipek felépitése

Az altalam vizsgalt gén-chipek az Affymetrix Human Genome U133A Array
(GPL96), a HGU133 Plus 2.0 (GPL570) és a HGU133A 2.0 (GPL571). Ezek a gén-
chipek a leggyakrabban hasznalt génexpresszids microarray-ek, illetve, mivel
ugyanazokat a probakat hasznaljak, ezért eredményeik konnyen Osszevethetdek,
harmonizalhatok. A HGUI133A chipen 22283 préba szett segitségével 39000
transzkriptumot és varianst, koztiik 12298 emberi gént lehet vizsgalni. A HGU133A 2.0
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chipen 22277 proba szett segitségével 18400 transzkriptumot és varianst, koztik 14500
emberi gént lehet vizsgalni. A HGUI133 Plus 2.0 expresszios chip pedig 47400
transzkriptum, 20517 gén expressziojanak egyideji vizsgalatat teszi lehetévé tobb mint
54675 proba szett mérésével. A chip leolvasdsanak az eredménye egy .DAT f3jl, ennek a
részben processzalt, kvantifikalt proba intenzitas értékeket tartalmazo szarmazéka a .CEL
fajl. A vizsgalt gének expresszids szintjére a hibridizacid intenzitdsok értékeibdl

kovetkeztetnek [162].

4.2 Bioinformatikai, statisztikai elemzés

Az adatok értékelését R statisztikai kornyezetben [163] végeztem. Az R
programozasi nyelv és szoftverkdrnyezet statisztikai szamitdsokhoz és abrazolashoz
kifejezetten alkalmas. A programozast segitik az interneten elérheté “csomagok™ (R
packages), melyek korabban kodolt fliggvényeket tartalmaznak. Ezeknek a csomagoknak
két nagy adatbazisa a CRAN és a Bioconductor.

4.2.1 Normalizaldas

Az adatok Osszehasonlithatésaganak, és tovéabbi feldolgozasdnak feltétele a
normalizalas. A normalizalas torténhet microarray chip—enként (MASS5 [164]) vagy az

Osszes a kisérletben szerepl6 chip egyiittes figyelembevételével (RMA [165]).

A MASS szamitasanak elsd 1épése a hattér intenzitas, és a zaj becslése. Ehhez a
chipet 16 zbéndra osztja, és minden zénaban a legalacsonyabb 2% intenzitds atlagat
hattérnek, szorasat a zaj értékének tekinti. Egy adott ponthoz tartoz6 hattér, illetve zaj
értékek a zonankénti értékek sulyozott atlaga. A masodik 1épésben, a jelintenzitds = PM—
MM értékeként hatarozzak meg. Arra az esetre, ha az MM értéke nagyobb, mint a PM,
bevezeti az idealis mismatch fogalmat. Ennek meghatarozasa soran a Tukey—féle kétszer
sulyozott atlagszamitast is felhasznalja, mely értéke kevéssé befolyasolt a kiugrd adatok
altal. Egy proba szett-re vonatozd jelintenzitds meghatarozasihoz a probak
jelintenzitasanak 6sszegzése soran szintén Tukey—féle statisztika keriil alkalmazésra. Az
utolsé 1épésben skalazas torténik, azaz a chipek atlagos intenzitasat egy eldre

meghatarozott értékre allitja be.
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Az RMA normalizdlds sordn csak a PM prébakat veszik figyelembe, a PM
értékeket a proba intenzitasok tapasztalati eloszlasa segitségével korrigalja. A hattérzajra
valo korrekcio és log2 transzformacié utan kvantilis normalizacié torténik. Végil az

egyes probak expressziojat linearis modell segitségével hatdrozza meg.

4.2.2 Mindségellenorzés

Els6 1épésben a chip-ek mindségellendrzését végeztem el. A mindségellendrzés
soran értékeljiik a hattérjel intenzitasat, a zaj mértékét (pixelek kozotti variancia alapjan
szamolt, raw Q-nak nevezett), a present call-ok aranyat, az RNS-degradacio mértékét a
GAPDH és a B-aktin 3' és az 5' végéhez illeszkedd probak expresszidjanak aranyat, illetve
az ismert koncentracidban jelenlevd tugynevezett spike-in probak, hibridizacios
kontrollok jelenlétét (bioB-/C-/D- tiiskék). Vizsgalataim soran a leggyakrabban
alkamazott hatarértékeket hasznaltam, és a tovabbiakban csak azokkal a mintakkal
dolgoztam tovabb, melyeknél a hattérjel értéke 19 és 218 kozott van, 0,5<raw Q<l14, a
present call-ok aranya tobb mint 30%, GAPDH 3":5' arany < 4.3, B-aktin 3':5' arany <18,
¢és a bioB-/C-/D- tiiskék kimutathatoak [166]. A mindségellenérzést a simpleafty [167]
¢s affyQCReport R csomaggal végeztem.

A GEO adatbazisnak veszélyes hibaja, hogy sok esetben ugyanazokat a gén-chip
méréseket tobb azonositd alatt is tartalmazza. Ezen duplikatumok, triplikatumok
azonositasa és kiszlirése fontos lépése az elemzésnek. Ezért 100 véletlenszeriien
kivalasztott proba expresszidjat hasonlitom Ossze chip-enként, és amennyiben ezek

teljesen megegyeznek biztosan mondhatjuk, hogy t6bbszoros kézlésrél van szo [168].

4.2.3 A legjobb proba szettek kivalasztisa

Az Affymetrix gén-chipek redundansak, azaz egy génhez tobb proba szett is
tartozik. Tobbféle modszer 1étezik a génenkénti ,,legjobb” proba szettek kivalasztasara.
Lehet azt a proba szettet valasztani, amelyiket a gyartd ajanlja, vagy amelyiknek a
legnagyobb a szoréasa, vagy a legmagasabb az expresszioja, illetve a legszenzitivebbet €s
specifikusabbat valasztani. Ez utobbit végeztem ebben a vizsgélatban a JetSet-modszer
segitségével. A JetSet algoritmusa a probak és a gének nukleotidjait Osszevetve
meghatarozza egy-egy proba szett génenkénti szenzitivitast, specificitdsat, és azonositja
azokat, melyek hasitasi izoforma lefedettségben a legtokéletesebbek, és degradacid
hatasat a leghatékonyabban zarjak ki [169].
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4.2.4 Batch hatas

Amikor kiilonb6z6 forrasbol, vizsgalatbol szarmazé (microarray) adatokat
dolgozunk fel, még akkor is, ha a nyers fajlokkal dolgozunk, szdmolnunk kell a mashol
készitett vizsgalatok kozotti, technikai eltérésekbdl szarmazd eltérésekkel. Ezt a
jelenséget nevezziik batch-hatasnak [170]. Ezeket a valtozasokat azonositani €s szlirni
batch-hatas korrekcionak nevezett modszerekkel lehet [171], melyek célja a nem tervezett
eltérések csokkentése, ami a tovabbi elemzés soran a fals talalatok csokkenését
eredményezi. Azonban azokban az esetekben, amikor kiegyensulyozatlanok a vizsgalatok
(példaul nem hasonlé a nembeli, életkor béli, stadium Osszetétele) a batch-hatés korrekcid

korlatozott értékii, nem ajanlott [172].

4.2.5 Diagnosztikai probak mutatoi, értékelés

Egy Klinikai teszt, osztalyoz6 hatékonysagat klasszikusan a specificitassal és a
szenzitivitassal jellemezziik. Amikor egy modszert, tesztet fejlesztiink, akkor fontos
meghatdroznunk hogy mi a célunk, mely mutatokra optimalizaljuk a modszert. Vannak
esetek, amikor a jo szenzitivitasra toreksziink (azaz minél tobb beteget/ rossz prognozisit
megtalaljunk, még az alpozitivak emelkedése aran is), vagy a specificitasra helyezziik a
hangsulyt. A pontossag: jol osztalyozott (valds pozitiv + valds negativ) betegek szamanak
aranya az Osszes vizsgalt beteghez képest. A mutatokat meghataroz6 képleteket a 8.

tablazat tartalmazza.

8. tablazat. A diagnosztikai probdk mutatoi
teszt, vizsgalat eredménye

negativ pozitiv
) B specificitas
negativ | valos negativ (VN) | alpozitiv (AP) VN
. VN+AP
,Ismert ‘ ) szenzitivitas
allapot | pozitiv | alnegativ (AN) valos pozitiv (VP) VP
VP+AN

szegregancia relevancia (pozitiv
(negativ prediktiv prediktiv érték,

értek, NPV) PPV)
VN vp
0sszes negativ 0sszes pozitiv
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4.3 Vastaghéldaganat — tobbgénes osztalyozok
A vizsgalatom célja a korabban publikalt, vastagbéldaganatokban a progndzist
elérejelzd tesztek, transzkripcids mintazatok fiiggetlen validalasa, dsszehasonlitasa volt.

A kisérlet egyszertsitett felépitését a 8. abran foglalom Gssze.

Irodalomkutatas Adatbazis épités
A4 A4
Osztalyozok Osztalyozok GEO
azonositasa reprodukalasa klinikai, gén chip adatok

| |
v

Osztalyozok
Osszehasonlitasa

8. abra. Tobbgénes vastagbéldaganat osztalyozok értékelése

4.3.1 Adatbazis létrehozdsa

A sajat adatbazis 1étrehozasahoz a GEO-ban olyan adathalmazokat, vizsgalatokat
kerestem, melyekben vastag- vagy végbéldaganatokban végeztek Affymetrix
génexpresszios microarray-n méréseket. Csak azokat az adathalmazokat gytjtéttem Ki,
ahol elérhetd volt a nyers adatfajl, mivel ebben az esetben van lehetdség az adatok
megfeleld 6sszehasonlitasara. A keresést a kovetkezoképpen végeztiik el: ((GPL96[GEO
Accession] OR GPL570[GEO Accession] OR GPL571[GEO Accession]) AND (“colon
cancer’[DESC] OR "colorectal cancer"[DESC] OR "CRC"[DESC] OR "colorectal
neoplasms"[DESC]) AND cel[Supplementary Files]. A klinikai adatok ellenérzését és

harmonizaciojat kézi ellendrzéssel végeztem.

4.3.2 Adatok elokészitése

Mivel a vizsgalat egyik célja az osztalyozok reprodukalasa volt, ezért az adatok
elékészitésénél is az eredeti kozlemények részletes leirdsat kovettem. Amennyiben nem
volt ismert a normalizdcio modja, MASS normalizdlast hasznaltam, mivel ez az egyik
leggyakrabban alkalmazott moédszer. Azokban az esetekben, amikor sem a hasznalt proba
szettek neve nem szerepelt a leirdsban, sem a kivalasztasuk modja, akkor a JetSet

modszert alkalmaztam.
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4.3.3 Korabbi osztilyozo modszerek irodalmi azonositdasa

A meta-analizisek mindségének biztositdsa €s reprodukalhatdsaga érdekében a
legtobb 1ujsag kotelezévé tette a szigora PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) ajanlasok kovetését [173]. Vizsgalatom soran
én is ezeket az iranyelveket kovettem.

Korabban publikélt osztalyoz6 algoritmusok keresése soran a PubMed
(http://www.pubmed.com) adatbazisban folytattam keresést a kovetkez6 kulcsszavakkal:
("colon cancer"[TIAB] OR "colorectal cancer” OR "colorectal neoplasms”[TIAB]) AND
"gene expression"[TIAB] AND ("prognostic"[TIAB] OR "prognosis"[TIAB] OR

"survival analysis™). A talalatok feldolgozasa soran elGszor az absztraktokat, majd a

relevans publikéaciok esetében a teljes szoveget tekintettem at.

4.3.4 Osztalyozok dsszehasonlitisa

Az osztadlyozok Osszehasonlitdsdndl a legjobb és a legrosszabb prognozisu
csoport kozott a ,hazard ratio” értékeket Cox proportional hazards regresszioval
hataroztam meg, a p-értékeket logrank teszttel szdmoltam ki és az eredményeket
Kaplan-Meier gorbékkel abrazoltam. 1405 beteg esetében volt elérhetd progresszio-
mentes talélési adat. A multivaridns elemzés sordn a kovetkezd prognosztikus
paramétereket vettem figyelembe: MSI-statusz, nem, MKI67 és CDX2 expresszio
[174].

Az osztalyozok eredményei kozotti korreldciot a Cramer-féle asszociacios
egylitthatd - Cramer féle V, illetve Cramer-index néven is ismert - segitségével

hataroztam meg. Két valtozd kapcsolata a jol ismert y-négyzet statisztika alapjan
5.2
kifejezve a kovetkezd: y? = Zi%, ahol O; a megfigyelt (observed), E;i a vart
14

(expected) gyakorisagot jelenti, i: az egyes megfigyelésparok, a kapcsolodo p-értéket a y-

2
négyzet eloszlas alapjan hatdrozzdk meg. A Cramer V = _ % ahol N a mintak

N(k —1)
szama, k pedig a kategoriak szama.
Mig a y-négyzet teszt csak arrdl ad informacidt, hogy van-e szignifikans kapcsolat
a valtozok kozott, addig a Cramer-féle V a kapcsolatnak a fokat fejezi ki, értéke 0 és 1

kozotti lehet, ahol az 1 erds, a 0 gyenge kapcsolatot jelent.
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4.3.5 Gének sulyanak megallapitisa

Annak érdekében, hogy Osszehasonlitsam az osztdlyozdban szerepld gének
jelentdségét, minden gén esetében meghataroztam egy pontszamot, amely azt is
figyelembe veszi, hogy hany gént alkalmaz egy osztalyozé. El6szor megallapitottam a
gének esetében az aranyukat az egyes osztdlyozokban az alapjan, hogy hany gént
alkalmaz az adott modell, majd a kdvetkez6 modon meghataroztam a ,,sulyukat”: gén-

pontszam=[osztalyozok szama, amiben szerepel]*> [aranya az osztalyozokban].

4.3.6 Sejtvonalak

Tovabbi célunk volt a vizsgalt osztdlyozokhoz tartoz6 sejtkultira modellek
azonositasa, mivel igy az egyes altipusok tovabb vizsgalhatok kisérletes koriilmények
kozott is. A GEO és az Array Express adatbazisban olyan vastagbél eredetii sejtvonalat
kerestem, melyek génexpresszidja Affymetrix HGU 133 plus 2.0 chipen Kkeriilt
lemérésre, és elérhetdé a nyers .CEL f4jl. Szamos sejtvonal gén expresszidjat tobb
kisérlet sordn is meghataroztak, ezekben az esetekben minden méréshez meghataroztuk
a sejtvonal osztalyat, és ha a sejtvonal 60%-aban ugyanazt az osztalyt kaptuk, akkor
tekintettiik ez eredmény robosztusnak, egyéb esetekben nem meghatarozhatéként
definidltuk a wvonal altipusadt. A sejtvonalak muticids statuszat a COSMIC

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) és a Cancer Cell Line Encyclopedia

(http://www.broadinstitute.org/ccle) adatbazisokban publikalt eredmények alapjan

foglaltam 6ssze.
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A vizsgédlat célja rossz prognozisi emlddaganatok génexpresszid alapu

azonositasa volt. A kisérletek felépitését és a hasznalt modszereket a 9. abran foglalom

0ssze.

Osztalyozas

'

Adatbazis épités
(klinikai, gén chip)

'

Normalizalas

¥ N

Fug'gert l?n Online felilet
validalas
Mintagyfijtés Gén chip minta

feltoltése

'

Gén chip mérések

'

Betegek dinamikus

Prognosztikus

Normalizalas

osztalyozasa tesztek elvégzése
e | |
v
Leave.-oye:-out Osszehasonlitas Betegekr dmafn]kus Szemfelyre §zabott
validalas osztalyozasa jelentés

9. abra. Rossz prognézisi emlédaganatok dinamikus azonositasa

4.4.1 Mintagyiijtés

Eredményeim filiggetlen validaldsa érdekében a Frankfurti és a Hamburgi
Egyetemi Korhaz négyodgyaszati osztalyan 325 korai stadiumu emldédaganatban szenvedd
beteg friss fagyasztott tumormintait és klinikai adatait gytijtottiik ki. A vizsgélatot a helyi
etikai bizottsag engedélyezte, minden beteg beleegyezd nyilatkozatot irt ald. A betegek
2004 és 2007 jaliusa kozott részesiiltek miitétben, az RNS izolalasa friss fagyasztott
mintdkbol RNeasy Midi (Qiagen) oszloppal tortént. A transzkripcidés profil
meghatarozasara Affymetrix Human Genome UI133A gén-chipet alkalmaztunk. A
klinikai és gén-chip adatok a GSE4611 (Frankfurt dataset) és a GSE46184 (Hamburg

dataset) azonositok alatt keriiltek publikélasra.
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4.4.2 Adatbazis létrehozasa

A GEO (Gene Expression Omnibus) (http://www.pubmed.com/geo) és a TCGA

(The Cancer Genome Atlas) (http://cancergenome.nih.gov) adatbazisokat vizsgaltuk at

megfelel6 adatokat keresve. Olyan publikaciokat kerestem, ahol emlédaganattal kezelt
betegek microarray adatait kozolték. Feltétel volt, hogy legalabb husz beteg szerepeljen
a vizsgalatban, legyenek elérhetd a kezelési és talélési adatok és a nyers microarray
adatok. Harom microarray platformot, a GPL96 (Affymetrix HG-U133A), a GPL570
(Affymetrix HG-U133 Plus 2.0), és a GPL571/GPL3921 (Affymetrix HG-U133A 2.0)
hasznaltunk fel. A kinyert microarray ¢s klinikai adatokbdl felépitettik a sajat
adatbazisunkat, ahol a beteg azonositdjahoz a génenkénti expresszio és a klinikai adatok

(talélési, klinikai valasz és kezelési adatok) csatoltam.

4.4.3 Adatok elokészitése

Az adatok normalizalasat a korabban targyalt MASS algoritmussal végeztem. Az
elemzés soran csak azokat a proba szetteket vettem figyelembe, amelyek mind a 3 fajta
chipen megtalalhatéak (n=22277). A batch hatas csokkentése érdekében az egyes gén-
chipek atlagos expresszios értékeit a 22277 proba szettre 1000-re allitottam. Mivel a
vizsgalat késobbi részében a median génexpresszid alapjan fog torténni a betegek
csoportositasa, ezért ebbdl a vizsgalatbol kizartam azokat a proba szetteket, ahol egyetlen
egy minta esetében sem volt az 1000 felett a proba szett expresszidja. A redundans proba
szettek esetében a legjobb kivalasztisira a JetSet modszert alkalmaztam. Igy a

tovabbiakban hasznalt gének szdma: 9886.

4.44 Betegek osztalyozdsa

Vizsgalatomban az osztalyozas két {6 1épésbdl all, egyrészt egy ,,molekularis”,
masrészt egy ,.klinikai” osztadlyozasbol. A molekularis osztdlyozas lényege hogy a
vizsgalt beteghez hasonlé mintdk csoportjdban minden génnek megvizsgaljuk a
prognosztikus hatdsat. Az igy azonositott prognosztikus gének koziil kivéalasztjuk a
»legjobb” géneket, melyek expresszidja alapjan jo, illetve rossz prognodzisu csoportba
soroljuk a beteget. A klinikai osztalyozas soran a kivalasztott hasonl6 betegek prognozisat
vetem Ossze az adatbazisban szerepl6 tobbi beteg progndzisaval. Az osztalyozéas menetét

a 10. abran szemléltetem, az optimalizéalés lehetdségeit kékkel jelolom.
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Adatbazisunk
(3534 beteget) Tanuldhalmaz mérete
y v 4
Beteg Tanuléhalmaz
expresszios értekei (hasonlo betegek) \

!

Cox regresszio .
Legjobb gének szama minta

N\ !

Legjobb gének

!

Molekuldris osztalyozas Klinikai osztalyozas

Kaplan-Meier elemzés
hasonldk vs. tébbi

v

A minta osztalyozasa

10. abra. Az osztalyozas 1épései, kékkel jelolve az optimalizacio lehetdségeit

A molekularis osztalyozas soran, az elsd 1épésben a vizsgalt beteghez leginkabb
hasonlo betegek csoportjat valasztjuk ki. Ebben a Iépésben mddszeriink optimalizaldsara
tobbféle lehetdségiink van. Egyrészt valtoztathatjuk a tavolsagszamitas modjat (pl.
euklidészi-, Manhattan-tavolsag), illetve a hasonlésag megallapitasa soran figyelembe
vett gének szamat. Eldzetes vizsgalataim alapjan euklidészi-tdvolsdgszamitast és az
Osszes (n=9886) gén hasznalatat valasztottam. A kivalasztott hasonlo betegek csoportjan
(tanul6 halmaz) minden egyes gén esetében a medidn expresszid alapjan két csoportra
bontva Cox-regressziot végez az osztalyozonk, majd a legmagasabb, illetve
legalacsonyabb hazard ratio-ji gének Osszesitett, atlagos expresszidja alapjan két
csoportra bontja a betegeket. Végiil megnézziik, hogy az éppen vizsgalt beteg melyik

csoportba (jo/rossz prognozisu) tartozik.
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A klinikai osztalyozés azt hivatott vizsgalni, hogy a kivalasztott hasonl6 betegek
progndzisa hogyan viszonyult az adatbazisunk tobbi betegéhez. A két csoport
Osszehasonlitasa ebben az esetben is Cox-regresszioval torténik.

A végsd, kombinalt osztalyozast a molekuldris és a klinikai osztalyozas
Osszevetésével érem el (9. tablazat). Itt latszik jol a klinikai osztalyozas szerepe, példaul
ha a hasonl6 betegek csoportja rossz prognoézisu, akkor betegiink végsé osztalyzasa nem
lehet ,,j0”. Mivel osztalyozonk — szemben a gyakorlattal - nem fix, el6re definialt génlistat

alkalmaz, ezért neveztiik el dinamikus osztalyozénak.

9. tablazat. Kombinalt osztdlyozas (N.Sz.: Nem szignifikans)

Molekularis osztalyozas

Jo N.Sz. Rossz

Klinikai 10 Kozepes | Kozepes
INIKal —
osztalyozas N.Sz.

Rossz [ Kozepes | Kozepes

4.4.5 Optimalizdlas

Az elébbiekben leirt modszer optimalizalasara tobb 1épésben is lehetdségilink van.
Viltoztathato a kivalasztott hasonl6 betegek szama, és az osztalyozas soran alkalmazott
legjobb gének szdma is.

Leave-one-out keresztvalidacio esetében validacidra egyetlen mintat hasznalunk,
mig a tobbi minta részt vehet az osztdlyozéas lépéseiben, és ezt megismételjiik az
adatbazisunk minden elemére.

A moddszer optimalizalasat leave-one-out keresztvalidaciot alkalmazva a
kovetkezd paraméterek kombinacidjanak szisztematikus vizsgalataval végeztik: gének
szdma: 3-t6l 200-ig, tanulohalmaz mérete: 100-tol 500 betegig. Az eredmények

Osszehasonlitasa soran a y2-teszt logrank p-értékét hasonlitottuk Gssze.

4.4.6 Osszehasonlitis mds osztilyozékkal
Az éltalam fejlesztett modszert a klinikai gyakorlatban jelenleg is alkalmazott
tesztekkel hasonlitottam Ossze. A harom legelterjedtebb ilyen teszt a Bevezetésben is

bemutatott 97-génes Genomic Grade Index (GGI) [175, 176], 70 gént hasznald
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Mammaprint [177], a 21-génes Oncotype DX. A mintak GGI és Mammaprint osztalyait
a genefu R csomag segitségével hatdroztam meg, az Oncotype DX esetebén az RT-PCR
alapu teszt gén chipre val6 atalakitasat munkacsoportunk mar korabban k6zolte [166]. Az
Osszehasonlitds soran a relapszusmentes tulélést vetettem Ossze prognosztikus
tesztenként az Osszes beteg, ¢és alcsoportok esetében. Amennyiben a teszt harom
csoportba sorolja az eseteket (Oncotype DX, Dinamikus osztalyozénk), a legjobb és a
legrosszabb progndzisu csoportok kozotti eltérést vizsgaltam. A receptorstatuszok (ER,
HER2) meghatarozaséhoz munkacsoportunk altal korabban leirt hatarértékeket
hasznaltam [178]. Az 5 éves talélési adatokat tekintve szenzitivitas, Specificitas, pozitiv-

¢és negativ prediktiv értékeket hataroztam meg.

4.4.7 Online feliilet

Az osztadlyozonkat Drupal alapi online feliileten tettilk elérhetové:
http://www.recurrenceonline.com/?q=Re_training. A .CEL f3jl feltoltése utan személyre
szabott jelentés késziil a beteg osztalyozasarol.
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4.5 Emlodaganat - Nyirokcsomo érintettség elorejelzése

Az emlddaganatok esetében a honalji nyirokcsomdk érintettsége az egyik
legfontosabb prognosztikai stadiummeghatarozo tényezd. A nyirokcsomd-negativ
esetekben azonban az 6rszem nyirokcsomok eltavolitdsa nem jar terapias elénnyel. Jelen
vizsgalatban ezért az volt a célom, hogy az els6dleges tumor génexpresszids mintazata
alapjan eldrejelezzem a honalji nyirokcsomok érintettségét. A kisérletek felépitését és a

hasznalt modszereket a 11. abran foglalom ossze.

Adatbazis épités Mintaevitités
klinikai, gén chip adatok ey
Normalizalas Gén chip mérések
50% e 50% |
Teszthalmaz Tanul6halmaz Normalizalas
v teae e LN statusz elorejelzese R Fiiggetlen
Bels§ validacio h Gyorsitott random forest g validalas

11. abra: Nyirokcsomo érintettség eldrejelzésének 1épései

4.5.1 Mintagyiijtés

Minden biomarker kutatasnak fontos 1€pése az eredmények fiiggetlen validalasa.
Ezért egy nemzetkozi egylittmiikodés keretein beliil a seattle-i (USA) Atossa cég
biobankjabol szadz 2004 és 2010 kozott operalt beteg paraffinba dgyazott, formalin fixalt
mintait és a hozzajuk tartozo klinikai adatokat gytjtottiik ki. A mintdk minden esetben a
primer daganatbol szarmaznak. Az RNS-t Macherey-Nagel reagenssel izolaltuk, a
génexpresszio meghatarozasara Affymetrix Human Genome U133Plus 2.0 gén-chipet
(Affymetrix, Santa Clara, CA) alkalmaztunk. A génexpresszio meghatarozasat a gyartd
eldirasai szerint végeztiik, azaz Affymetrix SensationPlus FFPE Amplification és 3' IVT
labeling kit alkalmazasaval. Az etikai engedélyt az intézeti etikai bizottsag hagyta jova.

Elemzésem koveti a MIAME-utmutat6é (Minimalis informacid a microarray kisérletekrol)
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ajanlasait [179]. A nyers microarray adatok (.CEL fajlok) a GEO (Gene Expression
Omnibus database, www.ncbi.nlm.nih.gov/geo adatbazisba [180] keriiltek feltoltésre.

45.2 Adatbazis létrehozdsa

Az elébbi kisérletek soran targyalt modon a GEO génexpresszids adatbézis
alapjan sajat adatbazist épitettem. Olyan vizsgalatokat kerestem, ahol HG-U133 Plus 2.0-
n vagy HG-U133A gén-chipen mérték emlddaganat génexpresszojat, és elérhetd klinikai
informacio6 a nyirokcsomok érintettségérol. Fontos tovabba a jelen vizsgalatbol kizarni a
primer szisztémas (neoadjuvans) terapidban részesiilt betegeket, mivel az a honalji régio

downstagingjéhez vezethet.

45.3 Adatok elokészitése

Az affy csomag segitségével végzett mindség-ellenérzést [168], és a
duplikatumok eltavolitasat kovetéen [166] a nyers .CEL fajlokat fRMA algoritmussal,
alternativ annotaciot alkalmazva normalizaltam. Az RMA normalizacié héatranya, hogy
mivel a probak torzitdé hatdsanak (préba specifikus hatdsok) becslését tobb chip alapjan
végzi, ezért egyedi mintdk normalizalasara, igy diagnosztikus gyakorlatban sem
alkalmazhato, illetve a mar RMA normalizalt adatokhalmazok sem Osszehasonlithatok.
Ezért fejlesztették ki a fagyasztott (frozen)-RMA modszerét, ahol a proba specifikus
hatasokat eldzdleg, sok gén chip adatait elemezve elére meghataroztak a kiilonbozd chip
tipusok esetében [181].

Az alternativ annotaci6 soran a proba szettbdl csak azokat a probakat vettem
figyelembe, amelyek a transzkriptum 5’ vége felé helyezkednek el, mivel a validalas
soran vizsgalt FFPE mintakban jelentds RNS degradacio varhato [182].

A tovabbi elemzés sordn csak azokat a proba szetteket hasznaltam, amelyek
mindkét chipen megtalalhat6ak (n=22277). Mivel ndbetegek emlédaganatait vizsgéaltam,
ezért meghataroztam az Y-kromoszoman levd génekhez tartoz6 proba szettek atlagos
expresszidjat, és kizartam azokat a proba szetteket, amelyek atlagos expresszidja ezt nem
haladta meg. Génenként a legjobb probak kivalasztasara a JetSet modszert alkalmaztam,

a tovabbi vizsgalatokat 9462 génnel végeztem.
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4.5.4 Betegek osztdlyozdsa

Abbol a megfontolasbol, hogy kell6 méretli tanulohalmazokkal tudjak a
tovabbiakban dolgozni, nem a klasszikus négy, hanem harom csoportba soroltam a
betegeket: ER-negativ, ER-pozitiv és MKI67-pozitiv, valamint ER-pozitiv és MKI67-
negativ betegeket kiilonboztettem meg. A gén chip esetében az ER-, MKI67-pozitivitas
meghatarozasara korabban validalt hatarétékeket hasznaltam [166]. A nyirokcsomo-
statusz és a prognézis kozotti kapcsolatot Cox-regresszioval vizsgaltam, Kaplan-Meier
gorbékkel jelenitettem meg. Osztalyozonk megfeleld tanitasa €s validalasa érdekében a
betegek véletlenszeriien kivalasztott fele a tanulohalmazt, masik fele a belsé validacios
halmazt képezte.

A nyirokcsomd pozitiv és negativ betegek kozott a kiilonbozden kifejez6do gének
azonositasara SAM ¢és RankProduct algoritmusokat hasznaltam. El6zetes vizsgalatok
alapjan végiil a RankProducttal azonositott géneket alkalmaztam a tovabbi Iépésekben.

Az osztalyozast csoportonként, gyorsitott dontési fakkal, a caret R csomaggal

végeztem [183].

455 Utvonal elemzés

A nyirokcsomo pozitiv és negativ esetek kozotti kiillonbség jobb megértésének
céljabol a kiilonbozden expresszalodo géneket gén-ontologiai és utvonalkeresésnek
vetettem ala. Az elemzést clusterProfiler [184] és pathview [185] R csomagok

segitségével végeztem.
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4.6 Biomarkerek reprodukalhatésaganak osszehasonlitisa

Az onkoloégiai kisérleteknek egyik fontos modja a biomarkerek, transzkripcids
hatasok sejtkulturan torténd validalasa. Egy gén hatdsanak vizsgélatinak egyik modja a
gén csendesitése, és az igy létrejovo valtozasok (mas gének expresszidja, fenotipus)
jellemzése. A kis interferald RNS-sel (SIRNS-sel) torténd csendesités az RNS
interferencia elvén miikodik, hatasdra a DNS-r6l mRNS-re atirodd informacié a gén altal
koédolt fehérje szintézisének megkezdddése eldtt gatlodik (poszttranszkripciods
géncsendesités) [186]. A kisérletek soran a csendesités hatékonysagat qPCR-el, vagy

Western blot-tal szokas ellendrizni.

A géncsendesités hatékonysaga sejtvonalanként eltérhet, ezért a csendesités
hatékonysaganak vizsgalatat és Osszehasonlitasat tliztem ki célul olyan kisérletekben,
ahol a siRNS-sel torténé géncsendesitést és génexpresszids microarray-t egyiittesen

alkalmaztak.

Vizsgalatom elsd 1épésében a GEO adatbazisban azonositottam olyan kisérleteket,
ahol daganat eredeti sejtvonalon végeztek siRNS-sel géncsendesitést, és Affymetrix
HGU133A vagy HGU133Plus2.0 chip-en végeztek génexpresszié mérést. Ezt a keresést
a GEOquery csomaggal, R programkornyezetben végeztem. A talalatok tovabbi sziirése
kézi ellendrzéssel tortént. A tovabbi vizsgalatomat azokra a sejtvonalakkal korlatoztam,
amelyekkel legalabb 20 mérés tortént, és azokra a génekre, melyekre legalabb 5
csendesitéses kisérlet volt. A mintakhoz tartozo génexpresszios adatokat MASS
algoritmussal normalizaltam. Mivel az Affymetrix gén-chipek redundansak, azaz egy
génhez tobb proba szett is tartozik, ezért génenként a legmegfelelébb proba szettek

kivalasztasahoz JetSet modszert alkalmaztam.

A géncsendesités hatasossaganak a megitélése sordn t-tesztet hasznaltam, és a
génexpressziok hanyadosat vizsgaltam (Fold change = (célgen
expresszioja[csendesitett])/ (célgén expresszidja[kontroll]). Jelen vizsgalatban nagyon
megengedd hatarétéket alkalmaztam, mar az expresszio 70% ald vald csokkenést

hatékonynak csendesitésként itéltem meg.
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5 Eredmények

5.1 Vastagbélrak - rossz prognozisu betegek azonositasa

5.1.1 Adatbazis

A GEO adatbazisban GPL96, GPL570, GPL571 chip-eken mért vastagbél
daganatos mintakat keresve 125 adathalmazban (dataset-ben) azonositottam mintakat. A
dataset kifejezés a GEO-ban az egy kisérlethez tartozo adatok (példaul génexpresszios
adatok, metilacios adatok és klinikai adatok) Osszességét jelenti. Az adatbazisépités
Iépéseit a 12. abra foglalja 0ssze. A kovetkezd 1épésben kizartam a kis esetszamd,
kevesebb mint 30 beteget tartalmazd vizsgalatokat (n=76 adathalmaz), majd azokat,
amelyek nem tartalmaztak klinikai adatokat (n=37 adathalmaz). Azokban az esetekben,
amikor egy mintat kiilonb6zd azonositok alatt is kozoltek, az id6ben korabban kozolt
azonositoval keriiltek az adatbazisunkba, a duplikdtumokat pedig kizartam (n=777

minta).

Adatbazis

GEO: GPLS6,
GPL570, GPL571

1

Adathalmaz n=125
Mintaszam n=3,435
Kevesebb mint 30
l beteg egy vizsgalatban
n=76
Adathalmaz n=49

Hianyos klinikai
adatok

. - =37
Teljes adatbazis

Adathalmaz n=12
mintaszam n=2,888

Ismétl6dé mintak
| n=722

Végleges adatbazis
mintaszam n=2,166

12. abra. Az adatbazisépités 1épései

A végleges adatbazisunkat a kovetkezd adathalmazok alkotjadk: GSE17538,
GSE12945, GSE31595, GSE14333, GSE37892, GSE33114, GSE41258, GSE39582,
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GSE30540, GSE18088, GSE26682 és GSE13294, melyek 6sszesen 2166 beteg klinikai
és génexpresszidos adatait tartalmazzak, koziilik 1405 beteghez volt elérhetd

relapszusmentes talélési adat.

10. tdblazat. Az adatbazis betegeinek klinikai jellemzdi

Lokalizacio
# Median| Nem Grade Median .
Adathalmaz betegek| RFES |(nék %)| (1/2/3) Stage (1/2/3/4) Kor (pg?QE;BaI/
GSE17538 232 4571 474 |117/166/30| 28/72/76/56 65,5 -
GSE12945 62 49 54,8 0/31/31 13/23/21/5 65 0/33
GSE31595 37 38,33 59,5 8/21/6 0/20/17/0 73 14/23
GSE14333 290 38,46 434 - 44/94/91/61 67 122/164
GSE37892 130 42,75 46,9 - 0/73/57/0 68 72/57
GSE33114 90 38,67 53,3 - - 74 -
GSE41258 185 63,5 47 - 28/50/49/58 66 25/65
GSE39582 566 43 45,2 - 33/264/205/60 68,1 224/342
GSE30540 35 - - - - - -
GSE18088 53 - 50,9 2/35/16 - 66 28/25
GSE26682 331 - 45,9 - - 74 -
GSE13294 155 - - - - - -
Osszes 2166 4312 42,6 |27/253/83|146/596/516/240 69 485/709
GSE13294 GSE17538 Stadium
7% 11% 1009
GSE12945 90%
GSE26682 3%
15% 80%
709
GSE18088 GSE14333 60%
2% 13% S0%
A%
30%
GSE37892 20%
6%
109
GSE33114 0%
GSE39582 GSE41258 a%
26% 0y

13. 4bra. Az adatbazis Osszetétele
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A betegek legnagyobb hanyada (566 beteg, 26%) a GSE39582 dataset-bdl
szarmazik. A vizsgalt betegek 57,4%-a férfi, és a tilnyomo tobbségiik, 74,2%-uk stage
Il vagy stage 1. Ez azért kiemelkedden fontos mivel a prognosztikus teszteknek ebben
a betegcsoportban van a legnagyobb klinikai jelentéségiik. A beteg mintavételkori
median életkora 69 év volt, a median relapszusmentes tulélési id6 43,1 honap. Ezen

klinikai adatok attekintését szolgalja a 10. tablazat, és a 14. abra.

Stage Grade
S ]
i HR = 0.77 (0.46 — 3.69)
logrank P = 0.621
[ee]
g 2 o
35 n
RS 2
N —
o N ©
=z g
B =
= D
3 ° S
(= [
g - —— Stagell o
—— Stage Il [=}
—— Stage llI —— Gradel
S | —— Stage IV —— Grade 2
o . . . S | —— Grade3
o
0 5 10 15 T T T T T T
0] 2 4 6 8 10 12

Progressziémentes tulélés (Evek) B o
Vizsgalatban levé betegek szama Progresszidbmentes tulélés (Evek)
60 10

Stage | 132 1 Vizsgalatban lev6é betegek szama
Stage Il 573 199 33 4 1 23 18 10 1 [0}
Stage 1ll 487 139 14 1 2 165 137 80 31 14 1 o
Stage IV 87 6 [0} [0} 3 46 34 14 (0] (0] (0] (0]
Nem Lokalizacio
o o
— HR = 0.85 (0.69 — 1.04) — HR =1.08 (0.85 - 1.37)
logrank P = 0.12 o logrank P = 0.52
o _| o« |
o O o O
@ ‘@
2] @»
s } S
= R=
N <o | N o |
8 o 8 o
© ©
> >
5 >
D < 2 =
D o T D o |
= =1
= =
N N
o o
o — férfi o —— Proximalis
S 1 né ‘ ‘ ‘ s 1 DISZIalIS‘ ‘ ‘
0 5 10 15 0 5 10 15
Progressziémentes tulélés (Evek) Progressziomentes talélés (Evek)
Vizsgalatban levé betegek szama Vizsgalatban levé betegek szama
ferfi 722 210 25 2 Proximalis 410 125 14 2
né 651 212 32 4 Disztalis 624 197 34 3

14. abra. Betegek jellemzdi és a progresszidmentes tulélés

A stadiumot dsszevetve a relapszusmentes tuléléssel jol latszik a csoportok kozotti
jelentds prognozisbeli kiilonbség. A differencialtsag fokat (grade) vizsgalva — bar kevés
beteg esetében volt elérhetd adat — nem latszik szignifikans kiilonbség a magas és

alacsony differencialtsagu csoportok kozott.
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5.1.2 Algoritmusok azonositisa

Az irodalmi adatok keresése soran 282 absztraktot tekintettem at, majd kizartam
azokat, amelyek nem szoveti, hanem példaul szérumban mérheté markerekkel
foglalkoztak (n=7), melyek mikro-RNS-sel (n=10), vagy nem génexpresszion
alapultak (példaul fehérje alapu) (n=15), valamint azokat a cikkeket is, ahol nem volt

elérhet6 a teljes szoveg (n=3). (15. abra)

Molekularis osztalyozok

PubMed:
Osszes azonositott cikk
n=282

Nem szbveti(n=7)

miRNS (n=10)

Nem génexpresszid (n=15)

Nem elérhetd a teljes széveg (n=3)

Teljes szoveg attekintve
n=247

Nem génexpresszio(n=100)
Egyéb ok (n=81)

T

Osztalyozd, mintazat

n=66
Validacioja korabbi
maodszereknek (n=8)
Csak véghél daganat (n=17)
Nem reprodukélhaté (n=19)
Reprodukalt
n=22

15. abra. Algoritmusok azonositasa

A kiegészité anyagok részletes attekintése, és az eredeti kozlemények
szerzdivel torténd levélvaltasokat kovetden 22 osztalyozot tudtam reprodukalni. Az
osztalyozok egy részének betanitasdhoz meghatarozott betegcsoportokokat hasznaltak
a szerzOk, a modszerek reprodukélasandl én is ezeket alkalmaztam. Tovabbi fontos
lépés azoknak az adathalmazoknak (dataseteknek) az algoritmusonkénti kihagyasa,
amelyen azok azonositasra keriiltek, hiszen ezen betegcsoportok esetében
természetesen az adott moddszer jobban teljesitene a tobbihez képest. A
reprodukélhatoségot legtobbszor a hidnyos dokumentacio, illetve a tanulohalmazok és
a klinikai adataik elérhetdsége akadalyozta. A kdvetkezdekben roviden dsszefoglalom

az azonositott algoritmusokat.
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5.1.2.1 Budinska — nem feliigyelt osztalyozas: 5 altipus

Budinska és mtsai. [187] 6t vastagbél-daganat altipust — felszini kripta-szeri
,surface crypt-like”), mélyebb kripta-szerti (,,lower crypt-like”), metilator-szerii
(,,CpG island methylator phenotype, CIMP-H-like”), mesenchimalis és kevert —
azonositott génexpresszios adatok nem-feliigyelt (unsupervised) osztalyozasaval. A
linearis diszkriminancia-analizisen alapuld osztalyoz6 54 meta-gént (658 gént)

alkalmazott.
5.1.2.2 CCHS - prognosztikus értékkel rendelkezo hypoxia score

Kronikus hipoxia kovetkeztében megvaltozott expresszidju gének prognosztikus
értékét vizsgalva vastagbéldaganatban a kovetkezd 6 gén expressziovaltozasat igazoltak,
¢és olyan modellt készitettek, melyben ezen gének expresszidja stlyozottan szerepel. Az
igy létrehozott ,,Colon Cancer Hypoxia Score: CCHS” értékét a kovetkezoképpen
hataroztak meg: CCHS-score=1.301 + 0.543*[BCCIP] — 0.416*[BNIP3L] +
0.596*[GADD45B] + 0.538*[INSIG2] — 0.177*[TP53]. Ezen modellt FFPE
mintakban validalva azt talaltak, hogy a 4,526-nal nagyobb CCHS score-ral rendelkezd

betegek szignifikansan rosszabb progresszido-mentes tiléléssel rendelkeztek [188].
5.1.2.3 Chang95

Chang és mtsai [189] korabban publikalt génlistak halozati elemzésével egy 95
génbdl allo osztalyozot készitett, mely ezen 95 gén atlagos expresszidja alapjan harom

csoportba sorolja a betegeket.
5.1.2.4 CIN25 — kromoszomalis instabilitas

Hat tumor tipus metaanalizise soran Carter és mtsai [190] a kromoszoma
instabilitds (chromosomal instability, CIN) 25 génbdl all6 expresszids mintdzatat
azonositotta. Ezen 25 gén expresszidjanak az dsszegét meghatarozva a median értékek
feletti daganatokat tekintik kromoszomalis instabilitassal rendelkezének. Szamos

daganat esetében igazolddott ezen csoport rossz progndzisa.
5.1.2.5 CMS - konszenzus molekuldris altipusok

Hat korabban publikalt vastagbélrak osztalyozd szerzéi egy konzorciumot
alkotva 5000 minta (microarray és RNA-seq adatok) feldolgozasaval négy daganat

osztalyt azonositottak, melyeket ,konszenzus molekuléaris altipus”, consensus
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molecular subtypes (CMSs)-nak neveztek el [191]. Ezen osztalyozo alapja hat korabbi
osztalyozo: Budinska, Schlicker, CRCassigner-786, DeSousa és Marisa integralasa
halézati analizissel. A meghatarozott altipusok a kovetkezéek: CMS1: mikroszatellita
instabil, CMS2: kanonikus (a klasszikus adenoma-dysplasia-carcinoma szekvencia
modelhez legkozelebb 4llo), CMS2: metabolikus altipus, CMS4: mesenchymalis
altipus. A betegek 13%-at nem tudtak ezekbe az osztalyokba sorolni. A CMSL1 a
legjobb prognozisu csoport, a CMS3 és CMS4 kozepes, a CMS2 pedig a legrosszabb
prognozisu csoport. Mivel ebben a konszenzus osztalyozoban hat korabbi osztalyozot
integraltak, ezért az objektiv értékelés soran ki kellene zarni az 6sszes olyan beteget,
akik a 6 osztalyoz6 illetve a CMS osztalyozd tanuld halmazaban szerepelnek. Ez
azonban az Gsszes altalunk vizsgalt beteg kizarasat jelentené. A csoportok jellemzése
soran a kovetkezd megallapitasokra jutottak. A CMSI1 mikroszatellita instabil, igy
ebben a csoportban a legmagasabb a mutaciok szama, gyakori a BRAF, PTEN
mutacioi, a CMS2 altipusban gyakoriak a KRAS mutaciok, mig a CMS4-ben a TGF
aktivacioja figyelhetd meg. Ez utobbi altipus rendelkezik a colitis alapjan kialakult
vastagbéldaganatok jellemzéivel [192].

5.1.2.6 ColoGuideEx — magas és alacsony kockdzatii betegek

Agesen és mtsai [193] 13 génes, ColoGuideEx nevii osztalyozot fejlesztettek
stage ll-es colorectalis betegek prognodzisdnak meghatarozasara. Ez az osztidlyozo
génenként rossz progndzist csoportba sorolja a betegeket az alapjan, hogy az adott gén
expresszidja a 80. percentilis felett (amennyiben a gén magas expresszidja rossz
prognozissal fligg Ossze), illetve 20. percentilis alatti (amennyiben a gén alacsony
expresszioja rossz prognozissal fiigg Ossze). Ha legalabb 6t gén esetében a magas
rizikdju csoportba tartozik a beteg, akkor magas rizikdjunak tekintendd. A gének 80.
¢s 20. percentilisének megallipitasa soran ugyanazt a tanulohalmazt alkalmaztuk, mint

az eredeti kdozleményben.
5.1.2.7 ColoGuidePro — rossz és jo prognozis

Sveen és mtsi [194] stage II és III betegekre 7-génes RT-PCR alapu
ColoGuidePro-nak nevezett tesztet irtak le, mely a ColoGuideEx egy valtozatanak is
tekinthetd, hiszen az elv és a szerzok is megegyeznek. Ebben a tesztben négy gén

(DMBTI1, NTSE, SEMA3A, WNTI11) magas és 3 gén (CXCL9, OLFM4, UGT2B17)
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alacsony expresszidja fiigg Ossze rossz prognodzissal. Egy beteg akkor tekintendd
magas kockazatinak, hogy ha legalabb hiarom gén esetében a rossz progndzisu

csoporthoz tartozik.
5.1.2.8 CRCassigner — ét, feliigyelet nélkiili tanuldssal azonositott altipus

A nem-feliigyelt (iranyitatlan, unsupervised) osztalyozas esetében nincsenek
eloére definialt csoportok, igy alkalmas uj, klinikai és molekularis faktoroktol fiiggetlen
szubtipusok azonositdsara. Sadanandam ¢€s mtsai nemnegativ matrix faktorizaciot
microarray-en mért génexpresszios adatokon alkalmazva a betegek Ot csoportjat
kiilonitette el. Majd Significance analysis of Microarrays-t [195] alkalmazva a csoportok
kozott 786 eltéré expresszioju gént azonositottak, végiil az osztilyozast Prediction
analysis of Microarray-jel (PAM) [196] végezték. Az 6t csoportot utdlagos jellemzés
alapjan igy nevezték el: goblet-sejt szerti, enterocita, 6ssejtszeri, gyulladasos, progenitor-
szer( (transit amplifying - dtmenetileg oszt6do). Az Gdssejtszert altipus rendelkezik a

legrosszabb prognoézissal [197].

5.1.2.9 DeSousa — CIN, MSI és CIMP-pozitiv altipus

De Sousa és mtsai szintén nem-feliigyelt klaszteringet alkalmazva harom
betegcsoportot azonositottak HGU-133 Plus 2.0 génchipek elemzésével, majd az
osztalyozast 6k is Prediction Analysis of Microarrays-szel végezték. Ezt a harom
szubtipust ugy jellemezték, mint 1: kromoszomalis instabil, 2: Mikroszatellita instabil,
3: CIMP-pozitiv. Az osztalyozojukat elérhetévé tették a DeSousa2013 R csomagban,
azonban a HGU133A mintak esetében a PAM ujratanitasara volt sziikség [198].

5.1.2.10 Marisa — 6 molekuldris altipus

Marisa ¢és mtsai nem-felligyelt megkozelitést alkalmaztak, azonban nem
nemnegativ matrix faktorizaciét hasznaltak, hanem konszenzus hierarchikus
Klaszteringet a csoportok azonositasara. A hierarchikus klaszterezésnél nem kell el6re
ismerniink a létrehozandd klaszterek szamat, mig a nem-hierarchikus eljardsnal mar
kiindulaskor meg kell adnunk azt (particiondlo eljaras). A masik fontos kiilonbség, az
eljaras 1ddigénye. A hierarchikus klaszterezés lényegesen nagyobb iddigény. Az
osztalyozasra a PAM-hez hasonld egyszerli kdzéppont-alapu (centroid) tavolsag
meghatarozast alkalmaztak (azaz klaszterkozéppontoktol valod tavolsag alapjan). Az

osztalyozot a citccmst R csomagban (citccmst: CIT Colon Cancer Molecular Subtypes)
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tették elérhetévé. A hat alcsoportot késdbbi jellemzésiik alapjan a kovetkezéképpen
nevezték el: kromoszomalis instabilitdst mutatd és immunreakcidkban szerepld gének
expresszidja csokkent (CIN-ImmuneDown), mismatch repair deficiens (dMMR),
gyakran KRAS mutaciét hordozé (KRAS-mutant), dssejt-szerti (cancer stem cell),
kromoszomalis instabilitast mutatdo és a Wnt-utvonalban szereplé gének emelkedett
expresszidjuak(CIN-WntUp), valamint kromoszomalis instabilitast mutaté (CIN-

normal) csoport [199].
5.1.2.11 MDA114 — jo és rossz prognozisu csoportok

A tanuldohalmaz betegeinek a gén chippel meghatarozott transzkripcids
mintazatan hierarchikus klaszteringet alkalmazva két csoportot kiilonitettek el. A két
betegcsoportot t-teszttel Gsszehasonlitva 114 szignifikansan (p < 0.001) eltéréen
expresszalodd gént azonositottak. A HGUL133Plus2.0 chip-ek esetében 114 gént
hasznaltam, mig a HGU133A chip esetében a két platformon megtaldlhato, az eredeti
kozleményben is alkalmazott 80 gént alkalmaztam. Az osztalyozo6 tanitasat az eredeti

kozleménnyel megegyez6 modon, a GSE17536 adathalmazon végeztem [200].
5.1.2.12 Merlos-Suarez — dssejt génexpersszios mintdzat

A daganatban a szomatikus intesztinalis Ossejtek jelenléte, illetve az ezekre
jellemz6 génexpressziés mintazat Osszefiigg a taléléssel. Merlos-Suarez és
munkacsoportja is ezt a jelenséget vizsgalva hatarozott meg a szomatikus intesztinalis
Ossejtekre jellemzd génexpresszids mintazatokat. Az EphB2 receptor feliilexpresszald
sejtpopulacié esetében 29 génes, az Lgr5-t feliilexpresszalod sejteknél 64 génes
mintazatot irtak le, majd ezeket vizsgaltak human mintak esetében. A mintazatban
szerepld gének atlagat meghatdrozva a betegeket harom egyenld méretli csoportba
soroltak (alacsony, kdzepes, magas expresszioju). Mindkét dssejtcsoportra jellemzd

mintazat prognosztikusnak bizonyul 2-es stadiumu vastagbéldaganatok esetében [201].
5.1.2.13 Metal63 —Dukes B és C daganatok osztilyozdsa

A Dukes B ¢s C stadiumu tumorokat vizsgalva meghatarozhatunk a korai és a
késdi, attétes vastagbéldaganathoz hasonld csoportokat. Ehhez Dukes A és D mintdk
MASS5 normalizalt génexpresszidos profiljat vetették Ossze SAM-mel, igy 128
kiilonbozden kifejez6dd gént (163 proba szettet) azonositottak. Az osztalyozast PAM-
mel végezték [202].
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5.1.2.14 ODXcolon - 3 prognosztikai csoport

Az Oncotype DX teszt RT-PCR alapu, a stage II, IlI-as betegnél a kiujulés
kockazatat hivatott eldrejelezni. Az FFPE mintakbol 7 rékkal Osszefliggd, és 5
haztartasi gén expresszidjat méri, melyek sulyozott 0sszegébdl hatarozza meg a
,»Kiujulasi pontértéket” (Recurrence score, RS). Munkacsoportunk mar a korabbiakban
bizonyitotta, hogy a hasonlé emlddaganatra specifikus Oncotype DX teszt jol
reprodukalhat6é gén chip vizsgalatokban [166]. Az atalakitis modja a kdvetkez6: ACt
(génX)=-15 — (log2 (atlag (haztartasi gének)) — log2 (génX)). Az RS pont értékek
alapjan a 30-nal kisebbel rendelkezd tumorok alacsony, a 30-40 kozottiek kdzepes, a
40 felettick magas kockazati csoportba tartoznak [203, 204]. Ezt a tesztet — mint a
bevezetdben részleteztem — tobb retrospektiv és egy prospektiv vizsgalatban validaltak
2-es €s 3-as stadiumu betegeknél [205] [206].

5.1.2.15 Oncodefender —kiujulds elorejelzése

Az Oncodefender FFPE mintakra optimalizalt 5 gént és 5 haztartasi gént (B2M,
GUSB, POLR2L, PSMB6, UBC) hasznalé RT-PCR alapt teszt, mely a nyirokcsomo-
negativ vastagbéldaganatok prognodzisanak az eldrejelzését célozza. A teszt
prognosztikus értékét 1-es és 2-es stadiumu vastagbélrakok esetében validaltak. Az
RMA normalizéciot, log2 transzformaciot kovetden az 6t gén expresszidjat kivontuk a
haztartasi gének atlagos expresszidojanak atlagabol. Az Oncodefender pont = abs
(BMI1 x VEGFA +~ H3F3B) — abs (ETV6 x H3F3B +~ RPS10). Ket csoport
elkiilonitésére nem az eredeti kozleményben szerepld kiiszobértéket hasznaltam,

hanem a pontértékek medianjat, mivel ez a vagopont jobban 6sszefiiggott a taléléssel
[207].

5.1.2.16 Popovici — BRAF-mutdcié mintdazata

A prognosztikus biomarker jelolt BRAF-mutacioval Osszefliggd mintazatot
irtak le Popovici és mtsai [208]. A BRAF-mutaciéo prediktiv markerként vald
meghatarozasat jelenleg csak klinikai vizsgalatokban hasznéljdk, a korabbi
eredmények arra mutatnak, hogy a BRAF-mutans tumorok az EGFR-gatlo terapiaval
(pl: cetuximab) szemben rezisztensek [209]. Ez az osztalyozé modell két géncsoport

(G1, G2) expresszidjanak atlagat hasonlitja 6ssze mintanként. Azokat a mintakat, ahol
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a G1 csoportokba tartozo gének expresszidja alacsonyabb a G2-nél, BRAF-mutans-

szerll mintaknak nevezik.
5.1.2.17 Schetter — gyulladdsos vilasz és prognozis

Schetter és mtsai gyulladasos reakciokkal kapcsolatos mintdzat azonositasat
kovetéen RT-PCR-alapt, prognosztikus tesztet fejlesztett: gyulladdsos rizikd érték
(inflammatory risk score, IRS). A génexpressziok 18S RNS-hez valdé normalialasat
kovetéen két modell: ,,nem-daganatos rizikd6 modell” és ,tumor rizik6 modell”
értékelése utan azon betegek, akik mindkét teszten a mediannal nagyobb értéket értek

el magas IRS-ii betegként osztalyozottak [210].
5.1.2.18 TCAL9 — 3-as stadiumu betegek osztalyozdsa

Egészséges vastagbél, primer colorectalis daganatok és m4j attétek RNAseq
adatainak elemzése alapjan Kim és mtsai 19 gén expressziojan alapul6 rizikd score-t
irt le [211]. Ezen kockazati pontszam betegenkénti meghatarozasa a gén expressziok
Cox-regresszios egylitthatoval sulyozott 0sszege. A meghatarozas soran hasznalt
regresszios egyiitthatok a CIT kohorton (GSE39582) lettek meghatarozva. A betegek
a pontszdm median értéke alapjan jO és rossz progndzisu csoportokra oszthatoak.
Magas kockazati pontszammal rendelkezd 3-as stadiumu betegeknek szignifikdnsan

rosszabb a betegség-mentés tulélése, mig ez a 2-es stadiumu betegekre nem teljesiilt.
5.1.2.19 Yuen3 — 3 gén alapjan 4 betegcsoport

Yuen és mtsai harom gén (TAZ, AXL és CTGF) expresszigjat kombinalta
prognosztikus markerében. A hdrom gén expressziodjat vizsgalva a median expresszios
értékek alapjan négy csoportba soroltak a betegeket, az alapjan, hogy hany (0,1,2 vagy
3) gén expresszidja magasabb a mediannal. Akiknek mindhdrom génben emelkedett

expresszidja, azok rendelkeznek a legrosszabb prognozissal [212].
5.1.2.20 V7RHS — magas, alacsony kockdzati csoportok

Jiang ¢és mtsai gén chipen mért adatok elemzésével RT-PCR alapt 7-génes tesztet
fejlesztett, mely prognosztikus értékét FFPE mintakon validaltak stage Il betegek
esetében. A 7 gén ACt értéke alapjan betegenként meghataroztak a ,,relapszus-riziko
pont”-nak nevezett értéket ,,relapse hazard score (RHS)”. A ACt értékek gén chipre

valo konvertalasa soran az RMA normalizalt, log2 transzformalt értékeket kivontuk az
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eredeti vizsgalatban is hasznalt harom haztartasi gén (ACTB, HMBS, RPL13A) atlagos

magas rizikojanak [213].

5.1.2.21 Watanabe-MSI és Watanabe-CIN — MSI és CIN statusz

elorejelzése

Ennek a munkacsoportnak nem az uj alcsoportok azonositasa volt a célja,
hanem a mar jol ismert, prognosztikus mikroszatellita- és kromoszéma instabilitas
génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata. (Az ismert, hogy az MSI-sal
rendelkezé tumoroknak jobb a prognézisa a MSS-ekhez képest.) A MSI ¢és az MSS
tumorokat gén chipen Osszehasonlitva 177 eltéréen kifejez6dé proba szettet
azonositottak, mely alkalmas volt az MSI statuszt nagy hatékonysaggal megallapitani.
Vizsgalatomban az osztalyozo reprodukéaldsa soran a Watanabe ¢és mtsai altal
alkalmazott 1épéseket kovettem, a kNN osztalyozot is ugyanazon az adathalmazon
(GSE5445) tanitottam be. Hasonld elemzést kovetve a magas és az alacsony
kromoszomalis instabilitassal rendelkez6 mintakat Osszevetve 112 gén alapt
osztalyozot hoztak létre. Az igy meghatarozott csoportok szignifikansan osszefiiggtek

a 2-es, 3-as stadiumu betegek esetében a progresszidomentes taléléssel [214].

A 11. tablazat a vizsgalt osztalyozok tulajdonsagait foglalja 6ssze.
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11. tablazat. Az osztalyozok legfontosabb tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

Teszt Osztalyozas médja 1.)/a.|,|
dacio
‘< =7 B £
o ] = S =
S|t E |2 25 S 25 2
= = ‘< = © o5 =
g k| g | g8 £ E e o e <
. £ | %] = |3 2 £ Wa k=
5 % :
FE -1 linearis ALMAC,
Budinska [187] FP, 5 diszkriminancia- | 658 U133+2, 720
analizis U133A
FF sulyozott 6sszeg,
CCHS [188] SRl 2 meghatarozott 6 U133+2 126
FP —
hatarérték
4l - ALMAC,
Chang95 [189] | FF | 1 | 3 | TABOSSEPIESSEION g5 ) y13342,U133A, | 682
medianja
HuEx-1_0-st
) atlagos expresszio U133+2,
CIN25 [190] | FF 2 medianja 25 U133A NA
FF, i o o Agilent, RNA-
CMS [191] Ep 4 kozéppont-alapti | 693 seq, Affymetrix 1721
ColoGuideEx [193] | FF 1 2 80. percentilis 13 HUEx-1_0-st 203
feletti/20.percentil
ColoGuidePro | [194] | FF | H-I1I 2 is alatta gének 7 HUEx-1_0-st 290
szdmae
?;6(3355'9””‘ [197] | FF | - 5 PAM 786 U133+2 744
DeSousa [215] | FF - 3 PAM 146 U133+2 1074
Marisa [199] | FF - 6 kozéppont-alaptt | 57 U133+2 1181
MDA114 [200] | FF | HI-HI 2 stlyozott osszeg | 114 U133+2 213
Merlos-EphB2- , . Affymetrix
ISC [201] | FF - 3 atlagos expresszio | 29 mouse4302 340
Merlos-Lgr5- . . Affymetrix
ISC [201] | FF - 3 atlagos expresszio | 64 mouse4302 340
Metal63 [202] | FF | HI-111 2 PAM 128 U133+2 99
ODXcolon [204] | FP | II- 111 3 sulyozott 6sszeg 12 RT-PCR 711
Oncodefender | [207) | FP | 1-11 | 2 | Multiplicationof - RT-PCR 264
signature genes
Popovici 2og] | TP | pan | 2 | closestmean g Al MAC 114
FF expression
Schetter [210] | FF - 2 stlyozott 6sszeg 9 RT-PCR 139
TCA19 [211] | FF I 2 sulyozott dsszeg 19 U133+2 449
Yuen3 [212] | FF | 1m0 | 4 génenkenti 3 U133+2 -
median
V7RHS [213] | FP 1 2 sulyozott dsszeg 7 RT-PCR -
Watanabe-CIN | [214] | FF | 1I-11I 2 SVM 112 U133+2 290
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5.1.3 Osztalyozok osszehasonlitiasa

Az eredmények Osszehasonlitasa soran tobb modszert alkalmaztam. Cox-

regresszioval meghataroztam a legjobb és a legrosszabb progndzisi betegcsoportok

kozotti progndzisbeli eltérést, hazard ratio-t. Az osztalyozok eredményeit Kaplan-Meier

gorbéken abrazoltam. A 16. abra négy teszt eredményeit mutatja.
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16. abra. Betegek tulélése alcsoportonként (A 2-es és 3-as stadiumu betegekre
korlatozva, az eredeti tanulohalmazok kizarasaval.)

A Moadszerek fejezetben leirtak alapjan, az osztadlyozok befolyésolatlan
Osszehasonlitdsa érdekében kizartuk mindegyik modszernél azokat a betegeket, amin a
teszt eredetileg kifejlesztésre keriilt (tanulohalmazaik). A minden betegre vonatkozo
eredményt a 17. abra, a csak a 2-es és 3-as stadiumuakra vonatkozokat pedig a 18. abra

szemlélteti. Az osztdlyozott betegek szdma tehat azért lehet kisebb, mint az egész

adatbazisunk, mivel kizartam a tanulohalmazt. Az osztalyozott betegek szazaléka
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Modszer HR p—érték osztalyozott osztalyozott %
Budinska 1.93 2.72e-02 247 24
CCHS 1.10 4.10e-01 1025 100 -
Chang95 2.35 9.01e-09 758 66 —_—
CIN25 1.59 5.63e-05 1153 100 ——
CMS
ColoGuideEx 1.62 9.46e-04 1153 100 —a—
ColoGuidePro 1.27 1.29e-01 1153 100 ——
CRCassigner-786 1.70 1.05e-02 317 33 —
DeSousa 1.70 3.82e-05 850 80 —a—
Marisa 2.60 2.61e-05 256 22
MDA114 1.48 1.30e-03 1054 100 ——
Merlos-EphB2-ISC 1.30 2.12e-01 345 30 ——
Merlos-Lgr5-ISC  1.17 4.27e-01 468 41 ——
Metal63 1.40 1.39e-02 968 100 -
ODXcolon 2.05 6.60e-08 915 79 ——
Oncodefender 1.16 1.94e-01 1153 100 -
Popovici 1.64 4.68e-03 1153 100 ——
Schetter 1.09 4.35e-01 1153 100 -
TCA19 1.38 3.76e-02 689 100 ——
V7RHS 1.51 3.91e-04 1153 100 ——
Watanabe-CIN 1.51 5.61e-03 1153 100 —a—
Yuen3 2.90 3.99e-05 276 33
° o8 ! 18 2HazafdsRa\lio3 % ¢ e

17. abra. Minden beteg osztalyozasa
Médszer HR p-érték osztadlyozott osztalyozott %
Budinska 1.97 8.88e-03 313 23 —_———
CCHS 1.22 6.84e-02 1376 100 -
Chang95 245 1.00e-11 910 66 —
CIN25 1.81 1.34e-08 1376 100 ——
CMS 220 1.06e-08 748 54 —-
ColoGuideEx 1.65 1.55e-04 1376 100 ——
ColoGuidePro 1.37 2.09e-02 1376 100 —a—
CRCassigner-786 1.60 8.20e-03 440 32 —
DeSousa 2.00 7.25e-11 1111 81 ——
Marisa 3.20 1.22e-09 329 24
MDA114 1.62 5.21e-06 1376 100 —_—
Merlos-EphB2-ISC 1.34 1.38e-01 412 30 ——
Merlos—-Lgr5-1SC 1.40 4.11e-02 554 40 —
Metal63 1.80 1.29e-07 1376 100 —a—
ODXcolon 228 4.27e-12 1110 81 ——
Oncodefender 1.30 1.40e-02 1376 100 B =
Popovici 1.74 6.44e-04 1376 100 ——
Schetter 1.20 1.36e-01 1376 100 -
TCA19 1.34 4.65e-03 1376 100 -
V7RHS 1.41 1.07e-03 1376 100 ——
Watanabe-CIN 1.76  4.44e-05 1376 100 ——
Yuen3 2.70 5.48e-07 449 33 —_—

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4 4.5
Hazard Ratio

18. abra. 2-es és 3-as stadiumu betegek osztalyozasa
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azt fejezi ki, hogy a nem kizart betegek koziil hany szazalék keriilt a legrosszabb és a
legjobb prognézist csoportba dsszesen.

A 2-es €s 3-as stadiumu betegek esetében a Yuen és munkatarsai altal leirt, 3 gén
expressziojan alapuld osztalyozd bir a legnagyobb prognosztikai erével (HR=2,9). Ezt
koveti Marisa osztalyozdja (HR=2,60), mely ha minden stadiumu beteget vizsgalunk, a
legjobban teljesitett (HR=3,20). A harmadik leghatékonyabb modszer a Chang95
(HR=2,35).

Az osztalyozok csoportjai kozotti atfedést a 19. abra mutatja. Jol latszik, hogy a
CMS eredményei jol korreldlnak az altala beépitett osztdlyozdkkal, a DeSousa féle

osztalyozas eredményével az asszociacio mértéke 0.72. Fontos azonban azt is

Korrelacio
O
< O L % @| o =
93¢ £% % )
10 2298 sWFaeSes £
n 2w 8888%388383'532%200
ImNmooOm':<::9X88_g<n:EC
Oc 2 >0 01t 80860 00 CcC3c0~sTY
OO0 00DO0OOO0OAQOA=S5S===00cd vFE>Z=*s .
Budinska e e o0
CCHS
Chang95 0-9
CIN25
CMS oo 08
ColoGuideEx
ColoGuidePro 0.7
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DeSousa @ @ 0.6
Marisa @ ®
MDA114 0.5
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Merlos-Lgr5_ISC L 04
Metal63
ODXcolon L 03
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Popovici L 02
Schetter
TCA19
- 0.1
V7RHS
Watanabe-CIN

19. abra. Korrelacio az osztalyozok kozott
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megjegyezni, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek egy része elég gyenge
Osszefliggést mutat. Példaul az Oncotype DX és a ColoGuideEx kozott az asszocidcio
mértéke csupan 0,03. A Cramer-V teszt eredményei a legjobb tiz osztalyozo esetében a
Fiiggelék 1-ben talalhatok.

Az osztalyozok kozotti dsszefliggést szemlélteti a 20. abra is, mely azt mutatja
meg, hogy mennyire fednek at a jo (z6ld) és rossz (piros) prognoézisunak eldrejelzett
betegek a legjobb 8 osztalyozoban, a 2-es €s 3-as stadiumu betegeknél. Megallapithato,
hogy a rossz prognozisuként osztalyozott betegek kozott magasabb az atlagos atfedés az

osztalyozok kozott.
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20. abra. Korrelacio a jo €s rossz prognézistiak kozott. A korok dsszteriilete az egy par
osztalyozo6 altal jo/rossz prognozisinak osztalyozott betegek Gsszesitett szamat fejezi
ki. Minél nagyobb része szines a kornek, annal nagyobb az atfedés a csoportok
kozott.

5.1.4 Génlistak osszehasonlitisa

Az osztalyozok altal alkalmazott géneket dsszehasonlitva azt talaljuk, hogy a 22
osztalyozo Osszesen 2001 gént hasznalt. Csupan 5 olyan gén volt (REG4, ASCL2,
VAV3, C100rf99 és CYPBI1), ami 6 osztalyozoban is eléfordult. A géneket egyenként,
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univarians elemzéssel is vizsgaltam, illetve meghataroztam a ,,gén-pontszamukat” az
osztalyozokban alkalmazott gének szamat figyelembe véve. A legfontosabb géneket a 12.

tablazat tartalmazza.

12. tablazat. A legfontosabb gének

Gén p-érték osztalyo- arany - gén-

(univarians) | z6k szama | pontszam | pontszam
CTGF 0 4 0,39 1,56
GADD45B 0,00007 4 0,35 1,38
FAP 0 5 0,11 0,56
INHBA 0,00431 5 0,1 0,51
ANXA1 0,00017 4 0,13 0,5
SEMA3A 0,08568 2 0,22 0,44
CXCL9 0,00002 3 0,15 0,44
VEGFA 0,70597 2 0,21 0,42
BGN 0,00021 4 0,1 0,42
BNIP3L 0,59288 2 0,2 04
ENPP3 0,00645 4 0,09 0,36
HLA-DRA 0,30654 3 0,11 0,34
TAZ 0,18042 1 0,33 0,33
AXL 0 1 0,33 0,33
CXCL10 0,00131 4 0,08 0,32
PTPRO 0,12132 5 0,06 0,32

5.1.5 Prekilinikai modellek

Osszesen 61 sejtvonal 151 génexpresszids vizsgalatit azonositottam; 51
szarmazik a CCLE-bél (Cancer Cell Line Encyclopedia, GSE36133), 60 a Cancer Cell
Line Project-b6l (E-MTAB-37), 15 a GSE8332 ¢és 21 a GSE32474 adathalmazbol.
Ezen mintdk kozott nem volt tobbszordsen publikdlt minta. A sejtvonalakat
génexpressziojuk alapjan a reprodukalt osztalyozokkal alcsoportokba soroltam. A
legfontosabb eredményeket a Fiiggelék 1l-ben csatoltam. Ez lehetdséget ad tovabbi
kutatasok soran az éppen vizsgidlni kivant alcsoportnak megfeleld sejtvonal
kivalasztasara. A daganatmintdk osztdlyozasaval dsszevetve jol latszik, hogy vannak
olyan osztalyozok, melyek hasonld szamban soroljak csoportokba a sejtvonalakat, mig

masok nem képesek ra (21. abra).
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21. abra. Alcsoportok eléfordulasa sejtvonalakban
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5.2 Emlérak — rossz prognézisia betegek azonositasa

5.2.1 Mintagyiijtés — Fiiggetlen validacios adat

A fiiggetlen validalas céljabol gytijtott 325 emlédaganat minta esetében a betegek
atlagos utankovetési ideje 66 honap volt. Ezen idészak alatt 97 esemény (relapszus vagy
haléleset) tortént. A betegek 81,1%-a (n=206) ER-pozitiv volt, 39,4%-anak volt

nyirokcsomo érintettsége. A tumorok tobbsége (n=186) grade 2-es differencialtsaga volt.

5.2.2 Adatbazis

A GEO adatbézisban végzett keresésem eredménye alapjan 22 adathalmazban
(GSE1456, GSE4922, GSEb5327, GSE6532, GSE7390, GSE9195, GSE11121,
GSE12093, GSE12276, GSE2034, GSE16391, GSE16446, GSE17705, GSE17907,
GSE19615, GSE2603, GSE20685, GSE20711, GSE21653, GSE25066, GSE2990,
GSE31519 ¢és GSE3494) n=3534 olyan mintat azonositottam, melyhez elérhetd volt a
nyers gén-expresszios adat és a relapszusmentes tilélési id6 (relapse free survival, RFS).
Adatbazisunk egységesitése érdekében relapszusmentes tulélésnek tekintettiik azt a
talélési id6t, ami a diagnodzis idejétél a legkorabbi eseményig (relapszus vagy
progresszio) eltelt. A legtobb beteg (n=508) a GSE25066 adathalmazbol szarmazik,
ugyanakkor a betegek csaknem fele, 43%-a olyan vizsgalatbol szarmazik, amiben 200-
nal kevesebb minta szerepel. Az adatbazisunk Osszetételét a 22. abra szemlélteti, a

betegek klinikai adatait 13. tablazat foglalja 6ssze.

egyéb; n=1531, GSE25066; n=508

15 vizsgalatbol
4 GSE20685; n=327

GSE2034; n=286

GSE3494; n=247

GSE11121; n=200

GSE12276; n=204 G5E21653; n=230

22. dbra. Az adatbazis Osszetétele
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13. tablazat. Az adatbazis betegeink klinikai jellemzoi

HER2- HER2+
Minden ER+ ER- (ER+ és ER-)
beteg  [Nem
tortént adjuvans [ adjuvans | adjuvans
szisztémas | kezelés |kezelés |kezelés
kezelés
betegszam 3534 672 1316 427 551
Medidn kor 53,2 552| 555| 49,9 51,5
(évek)
Median
tumorméret 2,3 2 2,49 2 2,35
(cm)
Medidn RES | 5 o5 785| 542 344 5,51
(évek)
Szovettani
grade
1 329 143 132 10 17
2 842 306 355 45 97
3 964 78 297 271 177
Ismeretlen 1349 144 501 101 260
Nyirokcsomo
statusz
Pozitiv 992 3 564 195 147
Negativ 2906 672 850 221 379
Ismeretlen 314 0 233 103 86

Adatbazisunkban a relapszusmentes tulélést vizsgalva, Kaplan-Meier gorbékkel
abrazolva jol latszik az a jol ismert jelenség, hogy a HER2-es alcsoport (ER-negativ,
HERZ2-pozitiv) az adjuvans terapiaban nem részesiilt betegek esetében a legrosszabb
progndzisu, azonban a HER2-ellenes terapia hatasara jobb prognozisu betegcsoportta
valik. A kezelt betegek esetében az 5 éves tulélést tekintve a tripla-negativ esetek a

legrosszabb prognézisuak. (23. abra)
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Minden beteg
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Vizsgalatban levo betegek szama Vizsgaélatban levé betegek szama
ERneg, HER2neg 427 90 12 0 ERneg, HER2neg 94 73 31 12 3 1 0
ERneg, HER2poz 95 19 1 0 ERneg, HER2poz 29 24 12 1 0 0 0
ERpoz, HER2neg 1316 633 164 8 ERpoz, HER2neg 141 131 112 83 49 37 6
ERpoz, HERZpoi 172 69 13 1 ERpoz, HER2poz 37 27 20 16 10 5 0
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2 Altipus 2 Altipus
" o | — ERneg, HER2neg "« | — ERneg, HER2neg
° —— ERneg, HER2poz °© —— ERneg, HER2poz
—— ERpoz, HER2neg —— ERpoz, HER2neg
o _| — ERpoz, HER2poz o _| — ERpoz, HER2poz
° T T T T ° T T T T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
Relapszus-mentes Tulélés (Evek) Teljes Tulélés (Evek)
Vizsgalatban levé betegek szama Vizsgalatban levo betegek szama
ERneg, HER2neg 172 90 39 11 0 ERneg, HER2neg 54 36 22 9 0 0
ERneg, HER2poz 41 29 20 2 0 ERneg, HER2poz 17 15 12 2 0 0
ERpoz, HER2neg 671 491 228 44 1 ERpoz, HER2neg 268 241 164 42 3 0
ERpoz, HER2poz 116 73 34 3 1 ERpoz, HER2poz 35 28 21 3 0 0

23. abra. Relapszusmentes tlélés klinikai alcsoportokban

5.2.3 Optimalizdcio
Az optimalizaci6 soran a kivalasztott hasonld betegek szamat, és a molekularis

osztalyozas soran hasznalt gének szamat vettem figyelembe. A log-rank teszt x> értékeit
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alapul véve a tanulohalmaz méretét 400 foben, a Cox-regresszidban a kivalasztott legjobb

gének szamat 25-ben hataroztam meg (14. tablazat).

14. tablazat. Az optimalizalas eredménye, a vastag fekete keret jelzi
a leghatasosabb paramétereket

Tanuléhalmaz Osztalyozas soran hasznalt, kivalasztott gének szama

(betegek szama) 3 5 10 25 50 100 200
chi2 236 232 226 231 287 303 283

100 p-érték| 4.66E-52 | 3.33E-51 | 9.34E-50 | 5.53E-51 | 4.26E-63 | 1.75E-66 | 3.67E-62
HR 2.55 2.45 248 2.54 3.11 3.07 3.05
chi2 284 287 306 298 297 294 315

200 p-érték| 2.30E-62 | 4.18E-63 | 4.48E-67 | 1.58E-65 | 2.80E-65 | 1.29E-64 | 4.57E-69
HR 3.03 2.98 3.18 3.18 3.36 3.45 3.08
chi2 281 284 300 288 292 269 293

300 p-érték| 1.01E-61 | 2.57E-62 | B.89E-66 | 2.98E-63 | 3.57E-64 | 3.94E-59 | 2.23E-64
HR 2.9 2.9 2.91 3.12 3.35 3.13 3.48
chi2 317 303 322 325 310 294 306

400 p-érték| 1.77E-69 | 1.84E-66 | 1.54E-70 | 2.20E-71 | 5.78E-68 | 1.63E-64 | 4.53E-67
HR 3.17 3.19 3.52 3.68 3.51 3.54 3.6
chi2 302 297 302 313 302 288 290

500 p-érték| 2.A7E-66 | 3.69E-65 | 2.46E-66 | 1.14E-68 | 2.13E-66 | 2.93E-63 | 9.97E-64
HR 3.18 3.15 3.24 3.74 3.73 3.56 3.7

5.2.4  Osszehasonlitds

A 70-génes Mammaprint, 21-génes Oncotype DX, és a 97-génes Genomic Grade
Index 0sszehasonlitasat elvégezve minden beteg, illetve kininikailag relevans alcsoportok
esetében lathatjuk, hogy minden esetben az j Dinamikus osztalyozonk volt a legjobb. A

részletes eredményeket a kdvetkezd dbradkon mutatom be.
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Minden beteg (n=3534)
Mammaprint (70 gén) OncotypeDX (21 gén)
e o
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logrank P = 1.47e-15 logrank P = 1.09e-39
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Rossz 3236 1626 528 56 2 Kozepes 649 354 110 8 0
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o | o |
— HR =2.24 (1.98 - 2.55) — HR =3.68 (3.1 - 4.37)
logrank P = 2.11e-38 logrank P = 1.67e-56
© @ |
o o | Q o
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N [{e] 1%} |
N Qe o o
8 o ©
T g
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9 < :% g— - ——t
© o =]
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= =
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N o - Prognozis
© - —— Rossz
GGl - prognézis 6
—— Rossz © | —— Kozepes
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(=]
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1d6 (Evek) Vizsgalatban levé betegek szama
Vizsgalatban levd betegek szama Rossz 1400 471 150 17 2
Rossz 2009 838 257 26 2
Kozepes 1219 755 240 32 0

24. abra. Minden beteg osztalyozasanak eredménye, relapszusmentes talélése

Minden beteget vizsgalva a Dinamikus osztalyozonk volt a legjobb (HR=3,68) a
legrosszabb és a legjobb progndzisi csoportokat Osszevetve, tovabba fontos azt is
kiemelni, hogy a betegek csupan 40%-at soroltuk a rossz prognézist betegek kozé. (24.

abra)
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25. abra. ER-pozitiv, HER2-negativ, nem kezelt betegek relapszumentes talélése

Az ER-pozitiv, HER2-negativ, nem kezelt betegek esetében is a Dinamikus
osztalyozénk bizonyolut a leghatékonyabbnak (HR=4,61). Ebben az esetben is a mi

osztalyozonk sorolta a legkevesebb beteget a rossz progn6zisu csoportba. (25. abra)

82



DOI:10.14753/SE.2018.2114
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ER-pozitiv, HER2-negativ, adjuvins kezelésben részesiilt (n=1316)
Mammaprint (70 gén) OncotypeDX (21-gén)
o | e |
- HR =3.01 (1.85 - 4.90) ~ HR =2.74 (2.14 - 3.49)
logrank P = 3.21e-06 logrank P = 3.96e-17
[ee)
© > |
o o | & ©
3 3
2 \E
©
N o | 2 &4
3 o %
s ST e
z 3 <
3 < ® o
v s 7| =
g © 2
= ~ 4
. S ODX - kockazat
S —— Magas
Mammaprint - prognézis — Kozepes
—— Rossz g i Alacsony
o | 16 T T T
o ‘ ‘ ‘ 0 5 10 15
0 5 10 15 tban lovt b Idc’ik(Evek)
e Vizsgéalatban levé betegek szama
1d6 (Evek) Magas 356 110 28 0
Vizsgélatban levé betegek Kézepes 331 146 37 3
Rossz 1180 540 138 7
Genomic Grade Index Dinamikus osztalyoz6
o ] e
— HR =2.84 (2.30 - 3.51) — HR =4.51(3.40 - 5.99)
logrank P = 6.38e-24 logrank P = 1.43e-29
«© | @
2 o % o
0 P
:g ;E
N o | 5 <9
o ©° c°
s 2
‘B 3 «
K] KO
3 S s o
s =
Nl g - Prognoézis
<} —
GGl - progndzis ?g)ssz
—— Rossz o KS
o | Iy = Ozepes
[} : : ‘ . T \0 T
0 5 10 15 5 i 1 15
e 1d6 (Bvek)
o . 1d6 (Evek) Vizsgalatban levd betegek szama
Vizsgalatban levé betegek szama Rossz 400 104 18 0
Rossz 576 193 43 2
Kdzepes 512 280 68 4

26. abra. ER-pozitiv, HER2-negativ, adjuvans kezelésben részesiilt betegek
relapszusmentes tulélése

Az ER-pozitiv, HER2-negativ, adjuvans kezelésben részesiilt betegek kozott is a

Dinamikus osztalyoz6 volt a leghatékonyabb (HR=4,51) (26. abra)
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ER-negativ, HER2-negativ, adjuvdns kezelésben részestilt (n=427)
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27. abra. ER-negativ, HER2-negativ, adjuvans kezelésben részesiilt betegek tulélése

Az

ER-negativ,

HER2-negativ,

adjuvans

kezelésben

részesiult

betegek

osztalyozasat a tobbi teszt nem tudta megoldani, mig a Dinamikus osztalyozé ebben a

betegcsoportban is el tudott kiiloniteni jo és rossz progndzisu populaciot (HR=3,0) (27.

abra).
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.7 _
HER2-pozitiv (n=551)
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28. abra. HER2-pozitiv betegek osztalyozasa

A HERZ2-pozitiv betegeket vizsgalva is csak a Dinamikus osztalyozonk volt képes

hatékonyan (HR=2,99) tovabbi prognosztikus csoportokra bontani (28. abra).
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Az 5 éves relapszusmentes tulélést végpontnak tekintve a szenzitivitast,
specificitast, pontossagot, pozitiv és negativ prediktiv értékeket vetettiik 6ssze a tesztek
tovabbi értékelése érdekében (15. tablazat). Bar a 70 génes teszt a legérzékenyebb,
specificitdsa nagyon alacsony. Specificitasa, €s pozitiv prediktiv értéke a Dinamikus

osztalyozonak a legmagasabb, mikozben a negativ prediktiv érték, és a szenzitivitas

elfogadhat6 marad.

15. tablazat. Az 0sztalyozok jellemz6i minden beteget (n=3534) vizsgalva (95%-0S
konfidencia intervallumok)

Dln’amlk’us 21 génes teszt | 70 génes teszt | 97 génes teszt
osztalyozonk
Szenzitivitas | 0,84 (0,81-0,86) |0,80 (0,76-0,82) 0,98 (0,96-0,98) | 0,81 (0,78-0,84)
Specificitas 0,58 (0,55-0,61) |0,55 (0,53-0,58) | 0,14 (0,12-0,16) | 0,49 (0,46-0,52)
Pontossag 0,68 (0,66-0,70) |0,64 (0,62-0,65) | 0,47 (0,46-0,47) | 0,61 (0,59-0,63)
PPV 0,56 (0,54-0,58) |0,53 (0,52-0,55) | 0,42 (0,42-0,43) | 0,51 (0,49-0,52)
NPV 0,85 (0,82-0,87) |0,81 (0,79-0,83) | 0,92 (0,86-0,95) | 0,80 (0,77-0,83)
A korabbi prognosztikus tesztek eredményeit Osszevetve a Dinamikus

osztalyozonkkal lathatjuk, hogy az egyezés legfeljebb 55%-0s (16. tablazat).

16. tablazat. A Dinamikus osztalyozonk és mas tesztek kozotti korrelacio, minden beteg

esetében
E)Isr;?;?;;l;lzjgnk 21 génes teszt 97 génes teszt 70 génes teszt
Besorolas Jo Kozepes | Rossz Jo Rossz Jo Rossz
Jo 527 174 214 651 264 181 734
Kozepes 567 295 357 685 534 110 1109
Rossz 100 180 1120 189 1211 7 1393
Egyezés 55.0% 52.7% 44.5%

5.2.5 Validadlas

A 325 fiiggetlen mintan elvégzett validalas esetében a korlatozott betegszdm miatt
csak két csoportositdsban (minden beteg, illetve ER-pozitiv, nyirokcsomé negativ
betegcsoport) vizsgaltuk a tesztek hatékonysagat (29. abra). Minden beteget vizsgalva a
Dinamikus osztalyozonk volt a legjobb (HR=3,02), ER-pozitiv, nyirokcsomd negativ
betegek esetében csak a Dinamikus (HR=3,94) és a 21 génes teszt (HR=2,21) volt képes
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osztalyozasra, azonban csak a Dinamikus osztalyozas

abra).

eredménye volt szignifikans (29.
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29. abra. A fiiggetlen validalas eredménye
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A dinamikus  osztalyozot  online  felilleten  tettiik  elérhetdvé

(http://www.recurrenceonline.com/?g=Re_training), ahol egy gén chip vizsgalat

eredményét feltdltve (.CEL fajl) a rendszer elvégzi a minta osztalyozasat, €s egy jelentést
készit (30. abra).

Dynamic re-training for breast cancer patients July 30, 2017
ANALYSIS RESULTS

Prognosis prediction: Good

///’—J Végleges
Patient ID: GSM177924.CEL c c
ﬂ osztalyozas

A molekularis és a
Be‘tegazonosi‘té Expected survival in similar patients klil’likai Osztélyozés
Bl NS et PN alapjan
g, | Kaplan-Meier abra
g ° g ..
5 "\ < A molekuléris
5.
g ) osztalyozast
g _Dﬂ\ﬂ'\ic re-classification ébrézolja
sl —w ‘ . (a pelda beteg a jo
1] 5 10 15 20 LA 4
Fone o) prognozisu

Number ot risk

(S . csoportba tartozik)

Analysis details:

- patients included m the analysis: 3534

training set size: 400, gene number: 25

ER es HER2 - training set survival: Good (HR= 0,59, p= 2.Te-07)
StatllSZ Patient characteristics:
4 o - ER status: positive (measured: 10464, cutoff: 500)
(gen Chlp - HER2 status: negative (measured: 1902, cutoff: 4800)
alapjan)

Az elemzés adatai
A hasonl6 betegek prognozisa
(Klinikai osztalyozo)

Reference:

Gyorffy B, Karn T, Sztupinszki Z, Weltz B, Muller V, Pusztai L.: Dynamic classification using case-specific
training cohorts outperforms static gene expression signatures in breast cancer. Int J Cancer (2015).
PMID: 25274406,

30. abra. Egy jelentés bemutatasa
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5.3 Emlérak - nyirokcsomo érintettség elérejelzése

5.3.1 Mintagyiijtés és adatbdzisunk
A GEO adatbazisban 16 adathalmazban 2341 beteget azonositottam (32. abra), a
betegek 21%-volt nyirokcsomoé-pozitiv, 16 %- ER-negativ. Az adatbazisépités 1épéseit a

31. abra foglalja Gssze.

Adatbazis

GEO: GPL96,
GPL570, GPL571

l

Adathalmaz n=25
Mintaszam n=6,197

Redundans mintak
l (n=1,418)

Mintak
(n=4,779)
Hianyos klinikai adatok
vl: (n=1,220)
Mintak
(n=4'559) Primer szisztémas

l_, kezelésben részesiilt
(n=1,218)
Végleges adatbazis

Adathalmaz: n=16
Mintaszam n=2,341

31. abra. Az adatbazisépités részletei

GSE2034

egyéb
&Y 12%

16%

GSE3494

GSE19615 10%
5%
GSE45255
6%
GSE21653
GSE12093 %
6%
65581;705 GSE26971
10%
GSE7390 GSE11121
8% 9%

32. dbra. Az adatbazis 9sszetétele
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A mintagytijtés soran validacios csoportnak 100 beteg adatait és mintait gyujtottiik

Ossze. A betegek klinikai jellemzdit a 17. tablazat foglalja ssze.

17. tablazat. A vizsgalt betegek klinikai adatai

Adatbazisunk Validacios halmaz
Osszes| LN p-érték |6sszes| LN p-
beteg beteg érték
Negativ | Pozitiv Negativ | Pozitiv
betegszam 2341 1724 617 97 50 47
Kor (évek) 0,0065 0,048
<50 458 324 134 18 5 13
>50 789 497 292 79 45 34
Ismeretlen 1094 903 191 0 0 0
Tumor <0,0001 0,02
atméré (mm)
<20 683 573 110 60 37 23
>20 718 472 246 37 13 24
Ismeretlen 940 679 261 0 0 0
Szovettani 0,0001 0,81
1 260 201 59 24 14 10
2 628 458 170 34 17 17
3 537 344 193 33 17 16
ER 0,026 0,2065
Pozitiv 1978 | 1439 539 74 35 39
Negativ 363 285 78 23 15 8
HER2 0,038 1
Pozitiv 341 235 106 87 45 42
Negativ 2000 1489 511 10 5 5
Kie7 0,07 0,8727
Pozitiv 739 517 222 76 40 36
Negativ 1602 1207 395 21 10 11
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5.3.2 Nyirokcsomo-stdatusz elorejelzése

Az elorejelzés hatékonysagat vizsgaltam a belsé validacidés halmazon, és a
fliggetlen validacio 100 betegén a harom, el6zéekben definialt betegcsoport (ER-negativ,
ER-pozitiv és MKI67-pozitiv, ER-pozitiv és MKI67-negativ) esetében. Az ER-pozitiv és
MKI67-negativ betegek esetében nem voltunk képesek a validiacios beteghalmaz
esetében a hatékony osztalyozasra, ezért a tovabbiakban ezzel a csoporttal kapcsolatos
eredményeimet nem ismertetem.

A gyorsitott dontési fa a rang-0sszeg algoritmus eredményein alapszik, csak a
nyirokcsomo pozitivak és negativak kozott csoportoként szignifikdnsan eltéré géneket
hasznalja. A rang-0sszeg elemzésbdl az 10-10 legnagyobb expresszio-kiilonbséggel
rendelkezé géneket a 18. tablazatban tiintettem fel. Néhany gént kiemelve a listabol: A
VAPA gén és az altala kodolt membranfehérje a sejtvaz szervezésével, mikro-RNS-sek
és a PTEN szabalyozasaval all szoros kapcsolatban. A KRT14 (Keratin 14) magas
expresszidja a bazdlis emldédaganatokra jellemz6, az epithelidlis-mesenchimalis
tranzakcio egyik eleme [216]. A CECAMG6 [217]és az S100P [218] emelkedett

expresszidja a migracio is az invazid fokozott mértékéhez vezet.

18. tablazat. Példa az eltérd expresszidju génekre
a nyirokcsomo pozitiv €s negativ betegek kozott

ER-negativ ER-poz, MKI67-poz.

, Fold change , Fold change

gen (LN+/LN-) gen (LN+/LN-)
nyirokcsomé pozitivban csokkent
VAPA 0,48 | VAPA 0,52
KRT14 0,70 | PIP 0,68
MMP7 0,63 | FABP4 0,62
RPL10 0,57 | VTCN1 0,64
CYCS 0,58 | LTF 0,81
nyirokcsomo pozitivban emelkedett
SCGB2A2 1,92 | SCGB1D2 1,05
CEACAMSG6 2,16 | PTDSS1 1,70
PIP 1,43 |S100P 1,41
PTDSS1 1,73 | EEF1A2 1,53
TFAP2B 1,72 | CEACAMG6 1,27
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A nyirokcsomo-érintettség eldrejelzésének hatékonysagat vizsgalva a belsd
validacids csoportban mind a hormonreceptor-negativ esetekben (NPV=0,85), mind az
ER-pozitiv és MKI67-pozitiv esetekben (NPV=0,78), magas negativ prediktiv értéket
értlink el, mig a pontossag is 75% felett maradt. A formalin fixalt, paraffinba dgyazott
fiiggetlen validacidés mintdk esetében a negativ prediktiv érték 0,92 és 1,00 volt, azaz
azoknak a betegeknek, akiknek nem jelziink elére nyirokcsomoé-érintettséget nagy
valoszinliséggel tényleg nincs nyirokcsomo-attéte. Az osztalyozas ilyen modon torténd
optimalizaldsa természetesen a pozitiv prediktiv érték és a pontossag csokkenésével jar,
azonban nagyobb a klinikai hasznalhatosaga. A belsé és a fiiggetlen validacid

eredményeit a 19. tdblazatban tlintettem fel.

19. tdblazat. A nyirokcsomo-statusz elérejelzésének hatékonysaga

Belso validacio Kiils6 validacio
ER-negativ | ER-poz, ER-negativ | ER-poz,
MKI167-poz MKI167-poz
Szentizivitas 0,25 0,41 0,88 1,00
Specificitas 0,88 0,90 0,73 0,50
Pontossag 0,77 0,75 0,78 0,86
PPV 0,31 0,64 0,64 0,83
NPV 0,85 0,78 0,92 1,00

A relapszusmentes tlélés és a nyirokcsomo-érintettség Osszefliggését vizsgalva
lathato, hogy az elérejelzett nyirokcsomo-statusz hasonld prognosztikai erével bir, mint
az ismert nyirokcsomo-statusz (33. abra). Ez azért is fontos mivel ebben a vizsgalatban

nem egy prognosztikus teszt fejlesztése volt a célom.
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33. abra. Relapszusmentes tulélés és az ismert illetve eldrejelzett nyirokcsomo-
érintettség kapcsolata

5.3.3  Utvonal és gén-ontoldgia elemzés

A nyirokcsomo6 pozitiv €s negativ betegek csoportjai kozott szignifikdnsan
eltéréen expresszalodo géneket gén-ontologiai analizisnek vetettem ala a DAVID [219]
¢s a KEGG adatbazisokat alkalmazva. Az eredményeket tartalmazé 34. dbra alapjan jol
latszik, hogy jelentds kiilonbség van a hormonreceptor-negativ és az ER-pozitiv, MKI67-
pozitiv csoportokban a nyirokcsomé attétképzésben szereppel bird gének funkcidja
kozott. Erdekes, hogy Staphylococcus Aureus fertdzéshez kapcsolodd gének
feliilreprezentaltak a vizsgalt génjeink kozott — méas munkacsoport is hasonl6 eredményre
jutott [220] —, valosziniileg a tumorral szembeni immunvalaszhoz kapcsolodo génekrol

van szo.
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Staphylococcus aureus
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34. dbra A gén-ontologiai vizsgalat eredménye

A szintén a KEGG adatbazison alaptlé utvonalelemzés eredménye-képpen harom

utvonal volt szignifikdnsan feliilexpresszalt az eltéréen kifejez6dé gének kozott: fokalis

adhézié (hsa04510), extracellularis matrix — receptor interakcié (hsa04512), koagulacio

¢és komplement kaszkad (hsa04610). A 35. abra a fokalis adhézio Gitvonalat szemlélteti;

az ER-negativ betegek csoportjaban a nyirokcsomo pozitiv esetekben megnovekedett

expresszioju géneket piros szinnel jeldltem, a szin intenzitdsa aranyos az

expressziovaltozas mértékével.
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35. abra A fokalis adhézio utvonalan megvaltozott expresszidju gének ER-negativ
esetekben
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5.4 Biomarkerek reprodukalhatésiagianak dsszehasonlitasa

A GEO adatbazisban végzett keresést kovetden 8 sejtvonal esetében Gsszesen 15

gén csendesitéséhez tartozo vizsgalatot azonositottam, dsszesen 441 gén-chip elemzését

végeztem el. A 441 chip-bdl 289 siRNS-sel kezelt, 152 kontroll sejtvonalbdl szarmazo

minta volt. A MAS5 normalizalast kovetden Osszehasonlitottam a SIRNS-sel kezelt,

csendesitett gén expressziojat a célgén kontroll, vehikulummal kezelt mintakban mérhet6

expresszojaval (20. tablazat). Lathato, hogy 3 esetben nem volt hatékony a csendesités:

HelLa sejtvonal CTNBBI1 gén, MCF7 CTNBBI gén, IMR32 vonal CHAF1A gén. Ez az

eredmény is jol mutatja, hogy q-PCR, Western-blot mellett fontos a gén-chipeken is

ellendrizni a célgén expressziojat.

20. tablazat. Csendesités hatékonysaga gén chip alapjan

. csendesitett cs¢lende- cs<’ende- kontroll | kontroll | kezelt
sejtvonal eredet , sitett sitett , oy | —m
gén (atlag) | (sz6rds) (atlag) | (szoras) | kontroll
MCF7 emld cc. ESR1 1973 1771 4558 1123 0,43
MCF7 emld cc. CTNNB1 839 NA 1187 139 0,71
MCF7 emlé cc. TP53 161 246 774 363 0,21
MCF7 emlé cc. TFAP2C 1664 727 3223 803 0,52
MCF7 emld cc. CDK4 2883 NA 5478 850 0,53
MCF7 emlé cc. JMID6 8 4 24 14 0,33
MCF7 emlé cc. MAPK14 319 95 732 100 0,44
MCF7 emlé cc. TOP1 304 31 612 13 0,5
Hela cervix cc. CTNNB1 2495 NA 2585 NA 0,97
Hela cervix cc. DROSHA 884 741 2660 477 0,33
Hela cervix cc. CDK8 206 140 651 102 0,32
Hela cervix cc. CDK19 133 90 452 85 0,29
Hela cervix cc. HIRA 119 41 771 101 0,15
MDAMB231 | eml§ cc. P53 69 19]  726] 427001 |
MDAMB231 | emlé6 cc. JMJD6 36 7 86 22 0,42
IMR32 neuroblastoma | EZH2 1106 727 2145 211 0,52
IMR32 neuroblastoma | CDK4 1131 478 8366 1262 0,14
IMR32 neuroblastoma | CHAF1A 614 200 724 215 0,85
A375 melanoma CTNNB1 819 NA 1474 369 0,56
A375 melanoma TP53 280 NA 500 22 0,56
A375 melanoma CDK4 1872 NA 6870 541 0,27
HCT116 vastagbélcc. |TOP1 93 25 318 127 0,29
SW480 vastagbél cc. |CTNNB1 892 134 2750 608 0,32
LNCAP prosztata cc. AR 292 36 1152 659 0,25
LNCAP prosztata cc. EZH2 494 32 1394 115 0,35
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Erdekes modon a csendesités atlagos hatékonysaga az MCF7 sejtvonalak esetében
a legkisebb. A 36. abra a TP53 gén MCF7 sejtvonalon tortént csendesitésének
hatékonysagat mutatja be. Tovabbi eredmények a Fiiggelék 3-ban talalhatok.

MCF7, TP53 gén
*
10 7 !

expresszio (log2)

kontroll csendesitett

36. abra. MCF7 sejtvonal, TP53 csendesitése
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6 Megbeszélés

6.1 Vastagbélrak - rossz prognozisu betegek azonositasa

A vastagbéldaganatok kezelésének fontos, é¢s még eldontetlen kérdése, azoknak a
2-es stadiumu betegeknek az azonositasa, akiknek tovabbi kezelés lenne sziikséges. A
jelenlegi kezelési sémak szerint a 2-es staddiumt betegek altaldban nem részesiilnek
adjuvans kemoterapidban, azonban 15-20%-uknal késéi relapszus fordul el6. A 3-as
stadiumu betegek bizonyos kivételektdl (pl. 75 évesnél id6sebb kor) eltekintve adjuvans
kezelésben részesiilnek. Ezért is szerepel harom prognosztikus teszt (Oncotype DX,
ColoPrint, ColDX) az NCCN-ajanlasban, melyek koziil csak az Oncotype DX-et tudtam
reprodukalni. A ColoPrint [221] -et nem tudtam elkésziteni a kézirat alapjan, a ColDX
pedig egyedi tervezési Affymetrix chipen késziilt, betanitdsdhoz a PETACC3
vizsgalatban résztvevd betegeket alkalmaztak, akiknek a klinikai adatai nem
hozzéaférhetéek. Ezek mellett més tesztek is kaphatdak kereskedelmi forgalomban.
Dolgozatomban 22 génexpresszioé alapt osztalyozot hasonlitottam 6ssze. Az alkalmazott
géneket vizsgalva elmondhatd, hogy kicsi az atfedés a génlistak kozott, csak 6t olyan gén
volt, mely hat osztalyozoban is szerepelt (REG4, ASCL2, VAV3, C100rf99 ¢s CYPB1).
Ezen gének mindegyikét mar korabbi vizsgalatokban leirtak mint 6nallé prognosztikai
markereket. Az IHC-val kimutatott REG4-pozitivitas hosszabb teljes tuléléssel jart
nem-mucinézus vastagbél adenokarcinomaban [222]. A VAV3 onkogén emelkedett
expresszidja csokkent betegségmentes tuléléssel jart [223]. Az ASCL2 transzkripcios
faktor pedig az intesztinalis Ossejtek fejlodésével €s a sejtproliferacid serkentésével
hozhat6 kapcsolatba [61]. Az ASCL2 magas szintje rossz prognézissal jar. A C100rf99

citokin szintjének csokkenését irtak le vastagbéldaganatokban [224].

A gén pontszadm alapjan a harom legfontosabb, legnagyobb hat4ssa biré gén a
CTGF (Connective Tissue Growth Factor), GADD45B (Growth Arrest and DNA-
Damage-inducible, beta), és a FAP (Fibroblast Activation Protein) voltak.
Eredményeimhez hasonléan az emelkedett CTGF-szint rossz teljes tuléléssel valod
kapcsolatat tobb kohort esetében is megfigyelték [225]. A FAP rossz prognozissal valo
kapcsolatat ugyancsak leirtak mar korabban [226]. Az antiapoptotikus GADD45B
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expresszidvaltozasanak hatasat a tulélésre eddig nem vizsgaltak, annyi ismert, hogy az

onkogén KRAS novelheti a GADD45B expressziojat [227].

Az Oncotype DX a vizsgalatomban szignifikansnak bizonyult, tovabba ennek a
tesztnek az elényei k6zé tartozik, hogy nem csak kaukazusi, hanem tavolkeleti, koreai

populacio esetében is validaltak [228].

A prognosztikus osztalyozds nem mindig jelent prediktiv csoportositést is,
példaul a CMS4 alcsoport igen rossz prognozisi, mégsem javitotta a 2-es és 3-as
stadiumu CMS4 altipusba tartozd betegek progresszidomentes tulélését az intenziv

oxaliplatin adjuvans kezelés [229].

Fontos eredmény, hogy a prognosztikus tesztek kozott kicsi volt a korrelécio,
mely azt jelenti, hogy bar hatékonyan azonositanak rossz prognézisu betegeket, ezek a
betegek nem ugyanazok a kiilonb6z6 osztalyozok esetében. Ezért is az egyik logikus 1épés
bizonyos tesztek kombindldsa, amit a ,,Consensus Molecular Subtypes” esetében is
tortént. Azonban azt hogy a CMS-be miért azt a bizonyos hat osztalyozdt integraltak a
szerzOk semmivel nem indokoljdk meg. Ezért tekintheté a CMS csak nevében

konszenzusnak.

A patologiai, klinikai jellemzdket vizsgalva az adatbazisunkban nem tapasztalunk
szignifikans kiilonbséget a magas és alacsony differencialtsagia csoportok kozott, ami
korabbi ismereteinkhez hasonld [230]. A nem vizsgalatomban nem fliggétt Ossze a
prognozissal. Ez a megfigyelés is egyezik korabbi eredményekkel, miszerint csak a kor-
¢és stadium-korrigalas utan latszik a nék prognoézisbeli elonye [231]. Az oldalisagot
tekintve a proximalis (jobb oldali) versus disztalis (bal oldali) daganatok k&zott nem
lattunk szignifikans progressziomentes tulélésbeli kiillonbséget, egy nemrég publikalt
metaanalizis szerint is a teljes tulélést vizsgalva latszik csak a bal oldali tumorok

kedvezObb prognozisa [232].

A vastagbéldaganatok esetében igen jO prognosztikus erével bir az
immunhisztokémiai vizsgdlat alapu Immunoscore, mely a kiillonb6z6 immunsejtek
szamanak, aranyanak tumorbeli, illetve a tumorszéleken torténé meghatarozasan
alapszik. Bar a tumor immunsejtosszetétele jol jellemezhetd a génexpresszid alapjan, a

topoldgiai szempont miatt nehézkes lenne ezt a tesztet génexpresszio alapu vizsgalatta
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alakitani. A CMS altipusok és az immunsejtek jelenlétét, dsszetételét vizsgalva lathato,

hogy a kiilonb6z6 altipusok jelentésen eltéré immunologiai profillal rendelkeznek [233].

Elérhetéek tovabba klinikai és patologiai valtozokon alapuld pontrendszerek is.

Ilyen példaul az Adjuvant! (www.adjuvantonline.com) [234], melyek bar segitik a rossz

progndzisu betegek azonositasat, mégsem terjedtek el a klinikai gyakorlatban, nem

hasznaltak széles korben.

Tovabbi kérdésekhez vezet az intratumor heterogenitas, mely a daganat
diagnosztika igen fontos és gyakorlati kérdése, ami nem csak mutacié szinten hanem
génexpresszid szintjén IS megfigyelhetd [235]. Ez azt jelenti, hogy a daganat mas
részébdl szarmaz6d minta génexpresszié alapjan mas-mas alcsoportba tartozhat.
Kiiléonosen igaz lehet ez azokra az alcsoportokra, ahol immunologiai folyamatokban is

szerepld gének is részt vesznek a beteg osztalyozéasaban.

Vizsgalatom tovabba az atlathato, reprodukalhatd kutatds témajat is érintette.
Mivel 19 osztalyozot vagy a hianyos dokumentacio, vagy a nem elérheté adatok miatt
nem lehetett reprodukalni, ezért errdl a teriiletrél elmondhatd, szigoribb dokumentécios

eldirasokra lenne sziikség.

6.2 Emlorak — rossz prognozisu betegek azonositasa

A nagy ateresztoképesseégli gén chip technologia megjelenésével lehetdve valt sok
gén szerepének, expresszidvalozasdnak egylittes vizsgalata. A jelenleg legelterjedtebb
Affymetrix platformok 2002-ben és 2003-ban jelentek meg. Alapvetéen megvaltoztattak
a biomarker kutatas felépitését. Mig korabban valamilyen biologiailag megalapozott
hipotézis alapjan kertiltek célgének kivalasztasra, addig a microarray vizsgalatok koraban
anagy mintaszam, a megbizhat6 klinikai adatok, a bioinformatikai elemzésre és a szamos
biomarker-jelolt kombinalasara keriilt a hangsuly. Az emlddaganatok esetében jelenleg
alkalmazott tobbgénes tesztek - fiiggetleniil attdl hogy valamilyen chip vagy RT-PCR
alapuak - mind egy-egy elére meghatarozott, fix génlistat, és altalaban a gén expressziok
stlyozott linearis kombinaciojat alkalmazzak a prognosztikus csoportokba sorolas soran.

Ezen génlistdk meghatarozdsa a 2000-es évek kozepén sziiletett publikaciokban
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meglepden kevés beteg (altalaban kevesebb mint 100) transzkripciés mintazatanak

Osszehasonlitasaval tortént.

Mivel a dinamikus osztalyozé nem alkalmaz fix génlistat, ezért az alkalmazott
gének Osszehasonlitasa mas osztalyozok génlistaival nem lehetséges. Harom gén van,
amelyik az osztalyozasok 20%-aban része a molekularis osztalyozas soran alkalmazott
25-25 génnek: CENPE, RACGAP1 ¢és PGK1 A leggyakrabban, csupan az osztalyozasok
23,7%-aban kivalasztott gén a CENPE, mely szerepét mar a sejtmozgas szabalyozéasaban,
az invazidban mar tripla negativ eml6rakban korabban vizsgaltak [236]. A 21-génes
(Oncotype DX), a 70-génes (Mammaprint) és a 97-génes Mammaprint génlistait
Osszehasonlitva négy kozos gént talaltunk: MYBL2, CCNE2, CENPA ¢és PRCI.

A dinamikus osztdlyozo egyik lehetséges alkalmazasi teriilete az ER-pozitiv
antiosztrogén terdpidban részesiilt betegek koziil azon rossz progndzisi betegek

azonositasa, akiknél a terapia 5 évnél tovabbi folytatasa ajanlott.

A dinamikus osztalyozé elénye, hogy az adatbazis novelésével a prognosztikus
erd novekedése varhatd. A gépi tanulds egyik elve, hogy a modell komplexitisanak
novelésével a mintan beliili hiba folyamatos csdkkenése mellett a mintan kiviili hiba
elébb csokken majd né. A modell tanitdsa soran a mintan kiviili hiba minimalizalasa a
cél. A mintaszam ndvelésével is a mintan kiviili hiba csokkenése tapasztalhatd egy
mértékig. Az adatbazis optimélis méretét szimulaciés vizsgalatokkal Ilehetne

meghatarozni.

6.3 Emloérak - nyirokcsomo érintettség elorejelzése

Az emlédaganatok kezelése soran a nyirokcsomo-érintettség meghatarozasa, igy
a honalji blokkdisszekcio elhagyasanak lehetdsége fontos, terapids kovetkezményekkel
jaro kérdés. Szamos (tobb mint tiz) klinikai (pl. kor, daganat helyzete) és patologia
jellemzén (pl. ép sz¢€l, differencialtsag foka) alapulé nomogram létezik [237]. Ezek két
kérdésre kereshetik a valaszt: pozitiv Orszem nyirokcsomo esetén a vizsgalt beteg
esetében mennyi a valoszinlisége, hogy tovabbi nyirokcsomo nem érintett, illetve hogy a
primer daganat tulajdonsdgai alapjan mennyi a szentinel-pozitivitas valdszintisége. A

legismertebb ilyen nomogramokat nagy amerikai onkologiai kdzpontokban fejlesztették
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ki: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) [238], Tenon [239] és Stanford
[240]. Ezen nomogramok 6sszehasonlitasaval ROC-elemzés alapjan a gorbe alatti teriilet
0,70 - 0,75 kozotti, szenzitivitasuk, negativ prediktiv értékiik a kiiszobértékek
megvalasztasatol fiigg [241]. Bar tobb mint 10 éve keriiltek kifejlesztésre és nagyobb
betegcsoportokon (300 f6) is validalasra keriiltek [242], mégsem ajanlott a hasznalatuk
egyetlen nemzetkdzi szervezet szerint sem, mivel eredményeik még nem megbizhatoak.
A gén chip technologia megjelenésével ezen a teriileten is valtozast hozott. A kezdeti, kis
betegszamon végzett vizsgalatok ellentmondasosak voltak, mig az els6 ilyen vizsgalat
leirt a nyirokcsomo-attéttel Gsszefliggd transzkripciés mintazatot [243], addig az ezt
kovetd vizsgalat nem talalt eltérden kifejez6do géneket.[244]. Azonban ezek a csoportok
az emldérakot homogén betegségként kezelték, nem vették figyelembe a molekuléris
altipusokat. Jelent6s javulas egy mikro-RNS mintazaton [245] és a leggyakoribb,
Luminalis A betegcsoportra korlatozott génexpesszids [246] vizsgalat ért el, de ezek
szenzitivitasal, negativ prediktiv értékei is elmaradnak attdl, ami a klinikai gyakorlatban
elfogadhat6 lenne. A vizsgalatom figyelembe vette a klinikai alcsoportokat, ezért is képes

magas negativ prediktiv értéket produkalni.

6.4 Biomarkerek reprodukalhatosaganak osszehasonlitasa

A biomarkerek vizsgalatanak fontos 1épése a preklinikai, sejtkultirakon végzett
vizsgalatok. Eredményeim felhivjak ra a figyelmet, hogy — a Western-blot és a RT-PCR
elvégzése mellett — minden esetben fontos a csendesitett gén expresszidjanak valtozasat

igazolni a gén chipen mért adatokon is.

Az els6 RNS-interferenciat alkalmazo6 fazis I klinikai vizsgalat soran macula
degeneracio esetében a VEGFRI1 expresszidjat csokkentették [247]. Bar ez a 2006-ban
zarult vizsgalat biztatd eredményeket mutatott, a hatis célzott elérése és a siRNS
lebomlasdnak megakadalyozésa jelentds problémat okozott. Ezért jelentds technologiai
fejlédésre volt sziikség, igy a szolid tumorok kezelése teriiletén most jelennek csak meg
a SiIRNS-en alapuld fazis II vizsgalatok eredményei. Jelenleg szamos onkologiai
készitmény all fazis I/I1 vizsgalatok alatt. Az egyik vizsgalatba a PLK1 kinazt célozzék
liposzomba csomagolt hatéanyaggal (TKM-080301) [248], szintén liposzomat
alkalmazva a PKN3 kinaz expresszidjat csokkentik [249], a harmadik készitmény

esetében a SIRNS-eket nanoliposzomaba csomagolva alkalmaztak az EphA2 kinaz
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csendesitésére (EPHARNA) [250]. Hepatocellularis carcindma esetében pedig lebomlod
mini-implantatum  segitségével bejutattott G12D-mutans KRAS-t célzé siRNS
hatékonysagat vizsgaltak [251]. Tovabbi lehetséges terapids megkozelités az
immunterapia és a géncsendesités kombinalasa [252]. Bar jelenleg a génexpresszio
csokkentésének még nincs terapias alkalmazasa, de tovabbra is a biomarker kutatas fontos

eszkoze lesz.
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{ Kovetkeztetések

A vastagbéldaganatok osztalyozoinak reprodukélasa és Osszehasonlitisa 2166
beteg adatai alapjan megallapithatjuk, hogy a 2-es és 3-as stadiumu betegek esetében a
Yuen és munkatarsai altal leirt, 3 gén expresszidjan alapuld osztalyozo bir a legnagyobb
prognosztikai erével (HR=2,9). Ezt koveti Marisa osztalyozdja (HR=2,60), mely ha
minden stddiumu beteget vizsgalunk, a legjobban teljesitett (HR=3,20). Fontos
megfigyelés, hogy a szignifikans osztalyozok kozott is korlatozott volt az azonositott jo
és rossz prognozisu betegek kozott az atfedés, azaz nem ugyanazokat a betegeket
azonositottdk. Az alkalmazott géneket Osszehasonlitva csak 6t gén volt, mely hat

osztalyozoban is eléfordult.

Az altipusonként a megfeleld preklinikai modell kivalasztdsdhoz 61 vastagbélrak
eredetli sejtvonalat (151 génexpresszids vizsgalat alapjan) a megfeleld altipusokba
soroltam. Eredményeim alapjan latszik, hogy vannak olyan osztalyozok, melyek nem
képesek a sejtvonalakat hatékonyan kiilonb6z0 csoportokra osztani. Eredményeim

segithetik a megfeleld sejtvonal kivalasztasat a vastagbéldaganatok vizsgélata soran.

Az emlddaganatok esetében 3524 beteg adatait felhasznalva egy 1j, ,,Dinamikus
osztalyozot” hoztam 1étre, mely figyelembe veszi a vizsgalt beteg génexpresszid alapu
progndzisat, illetve a hozza hasonlo betegek progndzisat is. A Dinamikus osztalyozonk
harom, korabban publikalt, klinikai gyakorlatban alkalmazott prognosztikus teszttel
Osszehasonlitva minden beteget vizsgalva is a legjobb eredményt mutatta: Oncotype DX
HR=1,4, p=4,3*10"°, Mammaprint: HR=3,4, p=1,5*10"°, Genomic Grade Index
HR=2,2, p=2,2*1038 dinamikus osztalyozéonk: HR=3,2, p=7,0*10°%). A Klinikai
alcsoportokat tekintve a dinamikus osztalyozé messze meghaladta a korabbi teszteket.
Egyik koréabbi teszt sem volt képes az ER- ¢s HER2-negativ, gydgyszeres kezelésben
részesiilt betegek osztalyozéasara, mig a dinamikus osztalyozé hatékonysaga: HR=3,9,
p=4,8*10*. A dinamikus osztalyozonk a 325 f6s fiiggetlen validacios kohortunk esetében

is feliilmulta a kordbbi tobbgénes tesztek hatékonysagat.

Az emlddaganatok nyirokcsomo-érintettségének elérejelzésére a primer daganat
génexpresszios mintazata alapjan 2341 beteg klinikai és microarray adatait felhasznalva

dontési fa alapu osztalyozot hoztam létre, melyet 100 fos fliggetlen betegcsoporton
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validaltam. A belsé validacios csoportunk esetében a negativ nyirokcsomok eldrejelzése
ER-negativ betegek esetében 85%-o0s pontossag (ACC) mellett 88%-o0s negativ prediktiv
érteket (NPV) ért el, az ER-pozitiv / MKI67-pozitiv betegek esetében: az ACC=90% ¢és
NPV=77% volt. A validacios csoportunkban esetében is hatékonynak bizonyult az
elérejelzés: az ER-negativ kohortban: az ACC=73%, a NPV=92% ¢és az ER-pozitiv /
MKI67-pozitiv esetekben pedig: a NPV=100%, az ACC=86% volt.

Az RNS-interferenciaval végzett géncsendesités értékelése sordan, a
géncsendesités el6tti és utani gén chipek dsszehasonlitasa alapjan megallapithatjuk, hogy

a microarray alapu vizsgéalatok alkalmasak a géncsendesités hatdsanak vizsgalatéra.
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8 Osszefoglalas

A vastagb¢l daganatok rendkiviili genetikai heterogenitdsa miatt molekularis
osztalyozasuk még nem megoldott. Szamottevo az igény a rossz prognozisu, 2-es és 3-as
stadiumu betegek azonositasara, melyre szamos tobbgénes osztilyozd keriilt
kifejlesztésre illetve all klinikai vizsgalatok alatt.

Kutatasaim alapjan a vastagbéldaganatok esetében — 2166 beteg gén chip és
klinikai adatainak elemzése alapjan — a legjobb ¢és legrosszabb prognézisti csoportokat
Cox elemzéssel &sszevetve a legjobban teljesité osztalyozok a Yuen (p=3,9%107,
HR=2,9), Marisa (p=2,6*107°, HR=2,6) és Chang (p=9*10°, HR=2,35) voltak. Tovabb4
alcsoportonként meghataroztam a legjobb preklinikai modelleket.

Az emlddaganatok célzott kezelését lehetdveé tevd, fix génlistdkat hasznald
tobbgénes tesztek egyre nagyobb szerepet kaptak az elmult években. Sajat
vizsgalatomban azonban egy olyan osztalyozd létrehozasat tliztem ki célul, mely a
vizsgalt beteghez hasonld betegek prognoézisat is figyelembe veszi.

Az emlédaganatok vizsgalata soran 3534 emlétumorban szenvedd beteg klinikai,
tulélési és gén chip adatai alapjan 01j, dinamikus osztalyoz6 algoritmust hoztam létre, mely
eredményeit korabbi prognosztikus tesztekkel vetettem Ossze (Oncotype DX,
Mammaprint, Genomic Grade Index). Az Gsszes beteg esetében a dinamikus osztalyozo
jobban teljesitett (dinamikus osztalyozé: HR=3,2, p=7,0*10°%). A klinikai alcsoportokat
tekintve a dinamikus osztalyoz6 messze meghaladta a korabbi teszteket. Eredményeimet
325 16s fliggetlen betegcsoporton validaltam.

Az emld rosszindulati daganatai esetében a nyirokcsomo-statusz alapvetden
jelentdsen befolyasolja az alkalmazott terapiat. Azonban az 6rszem nyirokcsomo biopszia
¢s a honalji nyirokcsomok blokkdisszekcidja is jelentés diagnosztikus és terdpids
eldnyeik mellett morbiditasok forrasai is lehetnek.

Az emlédaganatok nyirokcsomo-érintettségének elérejelzéséhez a primer tumor
génexpresszidos mintdzata alapjan 2341 beteg klinikai és génexpresszidos adatait
felhasznalva az ER-negativ és ER-pozitiv / MKI67-pozitiv betegekcsoportok esetében is
magas pontossagot €s negativ prediktiv értéket (NPV) értiink el. A 100 beteget tartalmazo
fliggetlen validaciés csoportunkban az ER-negativ kohortban a pontossag 73%, NPV:
92% és az ER-pozitiv / MKI67-pozitiv esetekben pedig pontossag: 86%, NPV:100% volt.

106



DOI:10.14753/SE.2018.2114

9 Summary

Colorectal cancer is a genetically heterogeneous disease, thus there is no
consensus molecular classification system yet. Because of the increasing need for
identifying bad prognostic stage Il and Il patients several multigene classifiers were
published, and some of them are already being examined in clinical trials.

Based on my research regarding colorectal cancer by analyzing microarray and
clinical data of 2,166 patients, the highest efficacy to predict progression free survival in
stage 1I-111 patients was achieved by the Yuen (p = 3.9*10°, HR = 2.9), Marisa (p =
2.6*10°, HR = 2.6) and Chang (p = 9*10° HR = 2.35) classifiers. For each of the
subtypes the best preclinical models were determined.

To personalize the treatment of breast cancer patients, numerous multigene
prognostic tests are available. To overcome limitations of these previous multigene
prognostic classifiers, | propose a new dynamic predictor, which utilizes the prognosis of
patients with similar gene expression profiles to the investigated sample.

In case of breast cancer based on gene expression and clinical data from 3,534
patients a new classifier was developed. Its performance was compared to three
previously published multigene prognostic tests (Oncotype DX, Mammaprint, Genomic
Grade Index). Our prognostic discrimination was the highest for all cases (dynamic
predictor: HR=3.2, p=7.0*10">%). In the clinical subtypes the dynamic classifier also
outperformed the others. The model was also validated in 325 independent cases.

Lymph node status is one of the most important clinical parameters of breast
cancer. Axillary lymph node dissection and sentinel lymph node biopsy have considerable
morbidity associated with them and a method to accurately predict lymph node positivity
would be clinically useful.

Prediction of lymph node metastases based on the primary tumor’s gene
expression was developed using data from 2341 patients. In our internal validation set of
ER-negative patients and ER-positive / MKI67-positive group the predictor achieved
good accuracy (ACC) and negative predictive value (NPV). In case of our independent
validation set of 100 patients our prediction model performed also well: for the ER-
negative cohort: ACC=0.73, NPV=0.92, and for the ER-positive and MKI67-positive
group: ACC=0.86, NPV=1.0.
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13 Fiiggelékek

13.1 Fiiggelék 1.

3
[
S5
i 8 £ 5 g | §| 3
2| 6| 8| 8| | & 2| 8| &| 3
Budinska 1/0.38|0.56|0.18|0.16| 0.6|0.54| 0.38| 0.46| 0.24
Chang95 1/0.46|0.09| 0.1{0.44|0.45|0.42|0.12| 0.44
CcMS 1/0.18|0.18|/ 0.72| 0.61|0.41| 0.48| 0.31
ColoGuideEx 1/0.13|0.14|0.19| 0.03| 0.2]0.12
CRCassigner-
786 1/10.19(0.22| 0.1]0.09|0.11
DeSousa 1/0.66|0.43|0.47| 0.35
Marisa 1/0.43|0.46| 0.3
ODXcolon 1/0.15| 03
Popovici 1| 0.09
Yuen3 1

13.2 Fiiggelék 2.

Bélrendeszeri daganatbol szarmazé sejtvonalak legfontosabb altipusokba valo

besorolasa
o g 2 :
2 T| © o | D S 3 x = S ©
3 al G 8 8|2 T a g > | g
S 2 €
HT-29 D|low | - - 1 high low WT low 4
HCT-116 D | low |cwmsa| 1 2 - high low WT int-I 4
SW480 - - - - 3 - int low WT high 5
LoVo - | low - - 2 - - low WT int-h 2
T84 - - - - - - - low WT high 5
DLD-1 D | low - 1 2 - high low WT int-| 1
SW620 D - - - - - - low WT - 8
LS-174T B | high| - - 1 - low low WT int-h 3
COLO-205 D | low |cmsa| 1 1 - high low WT low 4
HCT-8 C | high 3 3 - low low WT high 3
WiDr D | high 4 3 - int low WT high 3
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_ g 2 :

E 8|l i3 % 2] % 2B

2 5| 8|8 | R 8| 5| 3 < 2 S |

3 al S &1a|=| % 5 S SR

g = E

HCT-15 - - - - low WT - 7
RKO - - 2 - - - WT int-| 2
COLO-320-HSR | D | high |cmsa| 1 3 C2 high low WT int-1 4
LS180 B | low 2 1 - low low BRAFm | int-l 1
SW1116 - - - - - - low - high 5
KM12 D | low - 2 - high low - - 5
Sw48 - | high - 3 - low low - int-h | 4
coLo201 D | int |cmsa| 1 3 Cc2 high low | BRAFm | int-h | 3
SW948 - - - - - int low WT - 5
CwW-2 D | int |cwsa| 1 2 Cceé high low WT low 1
NCI-H716 B | int 3 3 - low low WT int-| 4
SNU-C4 B | int [cms1| 2 1 C2 int low WT int-1 1
Sw837 - - - - 3 - - low WT high 5
HT-115 D | int |[CMS3| 1 1 - high low BRAFm low 1
C2BBel D | int [CMS4| 1 1 C2 high low BRAFmM | int-l 1
CL-14 D | int CMS4] 1 1 - high low WT int-h | 1
RCM-1 B | int CMS1| 5 1 C2 low low WT int-h 1
CL-11 D | int CMS4 1 3 C2 high low BRAFm | int-h 1
SW403 - - - - 1 - low low - - 5
LS-513 B | low - 4 1 - int low WT low 1
SNU-C5 A | int |CMS3| 3 2 - low low BRAFm | int-h 1
LS-1034 - - - - 1 - low low WT - 5
HCC2998 D | low |[CMS4| 1 1 - high low WT low 3
SK-CO-1 D | low |[CMS4| 5 1 - int high WT int-1 1
RKO-E6 - | high| - - 2 - low low BRAFm | high 3
SW1417 - - - - - - low low - high 5
LS-123 A | high |CMS3| 3 3 Cc3 low low WT int-h 1
SNU-C1 C | low |[CMS]| 4 1 - int low BRAFm | int-h 1
SNU-407 C | int |[CMS1| 2 2 C2 low low BRAFmM int-| 1
SNU-C2A A | int |CMS3| 2 2 Cc3 int low WT int-I 1
LS-411N B | int - 5 2 - int low WT low 1
SNU-61 B | int [CMS2| 3 1 - low low WT low 1
CCK-81 D | int [CMS4] 1 1 C2 high low BRAFmM low 1
NCI-H508 B - - 5 1 - int low WT int-I 4
CL-34 D | int |CMS4| 1 1 - high low WT low 1
CL-40 D | int |CMS4| 1 1 Cc2 high low WT int-l 1
GP2d D | low |[CMS4| 1 2 C5 high low WT low 1
HT55 - - - - 1 - - low WT - 2
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- g 2. :

E 218|223 2 % 2% 2 |}

2 5| 8|8 | R 8| 5| 3 < 2 S |

) 2| S &1a|=| % 9 & > |z

S 2 E

SNU-1040 B | low - 2 2 C2 int low WT low 1
SNU-175 C | int |[CMS3| 2 2 - low low BRAFmM low 1
SW1463 - - - 2 1 - - low WT - 2
COLO-678 D | int CMS4| 4 3 - high low BRAFmM low 1
OUMS-23 B | low |[CMS]| 5 3 - int low | BRAFm | int-l 1
SNU-503 C | int |[CMS]1| 2 2 Cc2 int low WT low 1
HCC-56 D|low | - 1 1 C2 high low WT low 1
Hs 675.T D | high [CMS3| 1 3 - high low BRAFm | int-h 1
Hs 698.T D | high [CMS3| 1 3 - high low BRAFm | int-h 1
MDST8 - | high - - 3 - - low WT - 2
NCI-H747 B | high - - 3 - low low BRAFmM high 4
SNU-283 B | low [CMS2| 3 1 C5 int low WT int-1 1
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13.3 Fiiggelék 3. : Géncsendesités hatékonysaga gén-chip vizsgéalatokokban
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