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1. Bevezetés

A prosztatarak (PC) a vildgon a masodik leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedés a férfiak korében, melybdl
évente mintegy 1.400.000 uj esetet fedeznek fel és koriilbeliil
375.000 férfi halalat okozza ez a daganat.

Mivel a PC egy hormonfiiggd betegség, ezért az elérehaladott
stadiumban standard kezelése az androgén deprivacios terapia
(ADT), melynek célja a szérum tesztoszteron szint kasztracios
szintre torténd csokkentése. Ez a terapia a betegek nagy részénél
PSA szint csokkenést okoz és ideiglenesen megallitja a tumor
novekedését. Azonban jellemzden 2-3 év utdn a betegség
progredial és kialakul a kasztracio rezisztens stadium (CRPC).

A metasztatikus CRPC betegek kezelésére a docetaxel (DOC)
kemoterapiat tobb, mint egy évtizedig szinte egyediili szisztémas
kezelésként hasznaltak. 2012-t6]1 a terdpids paletta boviilt,
megjelent két uj-generacios antiandrogén az enzalutamid (ENZA)
¢és abirateron (ABI), valamint a csontattéteket célzo radium-233
kezelés. Masod- vagy késObbi vonalban adhat6 terapiak a
cabazitaxel, valamint a tumor molekuldris sajatossagait
figyelembe vevé pembrolizumab és a PARP inhibitor kezelések.

Az ENZA az 0j-generacios antiandrogén tamadéaspontl terapiak
kozé tartozik. Az ENZA hatasat tekintve egy androgén receptor

(AR) antagonista, mely harmas hatdssal rendelkezik; egyrészt
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gatolja a receptor-ligand kotddés 1étrejottét, masrészt gatolja a
DNS-hez valo kotédését, ezaltal a célgénjeinek atirodasat. Az
ENZA kezeléssel kapcsolatban is gyakran figyelhetd meg a
kezelés kezdetén és a kezelés soran fellépd rezisztencia, melyekért
felel6s mechanizmusok egyre nagyobb mértékben valnak ismertté.
Az irodalomban eddig az androgén receptor eltéréseit, a Wnt, a p53
szignalut sériiléseit, valamint a DNS hibajavité mechanizmusaban
részt veve gének sériiléseivel Osszefiiggésben kialakuld
rezisztencia mechanizmusokat irtak le.

Az antiandrogén terdpidk ellen kialakuld rezisztencia
hatterében a neuroendokrin transz-differenciacio kialakulasa is
szerepet jatszhat. A tisztdn neuroendokrin, vagy kissejtes daganat
a PC igen ritka szovettani megjelenésii formaja. Azonban a
prosztata adenocarcinoma is gyakran tartalmaz elszortan
elhelyezked6 neuroendokrin differenciaciot mutatod tumorsejteket.
Ko6zos jellemzdjik, hogy nem termelnek PSA-t, agressziv
novekedéstieck ¢és az antiandrogén terapidkkal szemben
rezisztenciat mutatnak, igy az ADT alkalmazasanak hatasara
kiszelektalédnak és CRPC stadiumban a daganatok mar
nagyszamban tartalmaznak neuroendokrin tumorrészeket. Ezt a
szelekcios folyamatot ,,neuroendokrin transz-differenciacio”-nak

nevezzik. A neuroendokrin markerek szérum koncentracioi



prediktiv markerként szolgalhat a PC-ben hasznalt szisztémas
terapiak hatékonysaganak eldrejelzésére valamint azok kovetésére.

Az ENZA rezisztencia mechanizmusait feltérképez6 kutatasok
ellenére nincsenek a klinikai gyakorlatban olyan markerek,
amelyek képesek lennének a terapidra nagy valdszintiséggel nem
reagald betegek azonositdsara. Ezért kutatomunkam célja az
ENZA-rezisztencia molekularis mechanizmusainak alaposabb
megismerése, valamint a rezisztenciat eldrejelz6 markerek

azonositasa volt.

2. Célkitiizés

Kutatdmunkam soran alabbi célokat tiztik ki:

e A szakirodalom altal eddig ismertté valt, a PC kialakulasaért
felelds molekularis markerek ¢és fobb jelatviteli utak
Osszefoglalasa. Tovabba, az 1j-generacidés antiandrogén
terapiak (ENZA és ABI) elleni rezisztenciaban szerepet jatszo

eddig ismertté valt mechanizmusok irodalmi 6sszefoglalasa.

e ENZA-érzékeny (LAPC4, DUCAP) és -rezisztens (LAPC4-ER,
DUCAP-ER) PC sejtek komparativ proteomikai vizsgalata.

e A kivalasztott legigéretesebb fehérjék koncentracidinak
meghatarozdsa ENZA-kezelt mCRPC betegek szérum

mintaiban és a fehérjek prediktiv értékének meghatarozasa.
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Tovabba az egyik kivalasztott fehérje, az ALCAM szérum
koncentraciojat meghataroztuk ABI- és DOC-kezelt mCRPC

betegek mintaiban is.

o A legigéretesebb fehérje génexpresszids vizsgalata in silico

adatelemzéssel nyilt hozzaférésu adatbazisok felhasznalasaval.

o A legigéretesebb fehérje rezisztencidban betoltott esetleges

funkcionalis szerepének vizsgalata in vitro PC sejtmodellben.

e Neuroendokrin szérum markerek (CGA és NSE) prognosztikus
és prediktiv értékének meghatarozasa a lokalis, hormon
szenzitiv PC-os betegek, tovabba ENZA-, ABI- és DOC-kezelt
mCRPC betegek mintaiban.

3. Moddszerek

Kutatdsunk sordn ENZA-érzékeny (LAPC4, DUCAP) ¢és
rezisztens  (LAPC4-ER, DUCAP-ER)  sejtvonalparokat
tenyésztettiink, annak érdekében, hogy meghatarozzuk teljes
fehérje készletiiket, melyhez folyadékkromatografiahoz kapcsolt,
tomegspektroszkopiat (LC-MS/MS) hasznaltunk. Ezzel a
modszerrel azonositottuk az eltér6 mértékben kifejez6dd
fehérjéket az ENZA rezisztens PC sejtvonalakban az érzékeny
parjukhoz képest. Az igy kapott nagyszamu fehérjét tartalmazo
adatlistabol els6 korben eldzetes szlirési kritériumrendszert
felallitva azokat a fehérjéket valasztottuk ki, amelyek szignifikans
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eltérést mutattak ¢és legalabb 2 egyedi peptid alapjan voltak
beazonosithatok. Az igy leszlkitett fehérjelistat ezutan tovabbi
harom modszerrel szirtiik, annak érdekében, hogy kivalasszuk a
legigéretesebb biomarker-jelolteket.

Az els6 szlirési modszer soran egy altalunk felallitott pontozasi
rendszer szerint rangsoroltuk a fehérje listankat, mely figyelembe
vette a fehérjék expresszids valtozasanak mértékét, funkcionalis
szerepét, a szakirodalomban leirt prognosztikus vagy prediktiv
értékét, valamint fontos szempont volt, hogy a kés6bbi szérum
vizsgalatok elvégzésének érdekében kereskedelmi szempontbol
elérhet6-e megbizhatdé ELISA kit. A masodik kivalasztas sordn a
szekretalodo, tehat nagy valoszinliséggel a véraramban jelen 1évo
fehérjéket valasztottuk Ki. A harmadik szi{irési modszer soran pedig
sajat eredményeinket vetettiik Ossze egy 2018-ban megjelent
ENZA rezisztens és érzékeny sejteken végzett transzkriptom
szintli vizsgalat eredményeivel. Ezt a harom bioinformatikai
szlirési modszert alkalmazva 0sszesen négy fehérjét valasztottuk
ki a szérum ELISA vizsgalatokra.

Az ELISA vizsgalatok soran a négy markert (ALCAM, AGR?2,
IDH1, NDRG1) 72 ENZA-kezelt mCRPC betege terapia
megkezdése (alapvonali) el6tti szérum mintaiban hataroztuk meg.
Mivel az ELISA vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a magasabb
ALCAM szérum koncentraciok dsszefiiggésbe vannak az ENZA -
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kezelt betegek rovidebb tulélésével, ezért megmértiink az ALCAM
koncentracidjat tovabbi 101 ABI- és 100 DOC-kezelt mCRPC
beteg alapvonali mintaiban is. A fehérjék prediktiv értékének
meghatarozasadhoz a betegek klinikopatoldgiai és kovetési adatait
hasznaltuk fel.

A szérumvizsgélatok eredményei alapjan az ALCAM fehérje
Osszefiiggést mutatott a betegek rovidebb talélésével, igy a fehérjét
tovabbi funkciondlis vizsgalatoknak vetettilk ald. Elsoként a
proteomikai vizsgalatunk eredményeit ellendriztiik ugy, hogy
megvizsgaltuk az ALCAM gén ¢és fehérjeexpresszios szintjét
mindkét ENZA rezisztens és érzékeny sejtvonalparban, melyhez
RT-qPCR ¢és Western-blot technikat alkalmaztunk. A funkcionalis
vizsgalatok soran a fehérje kifejezddését siRNS technikaval
kezelésnek vetettiik ala a sejteket és WST-1 sejtproliferacios
technika alkalmazédsaval figyeltik az ENZA kezelés elleni
rezisztenciajuk valtozasait.

Kutatdsom soran a neuroendokrin szérum markerek (CGA és
NSE) prognosztikus és prediktiv értékének meghatarozasdhoz
radikalis prosztataeltavolitason (RPE) atesett lokalis PC betegek
mitét eldtti, valamint DOC- és ABI/ENZA-kezelt mCRPC
betegek mintdit hasznaltuk fel. A vizsgélatokhoz a lokalis PC
esetén 157 RPE atesett férfi miitét el6tti mintat hasznéltuk fel. A
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DOC-kezelt betegek esetén 95 férfi kezelés el6tti mintait
vizsgaltuk. Tovabba a kezelés alatti minden megkezdett ciklus elsé
napjan gyljtott mintak is rendelkezésiinkre alltak. Az ABI/ENZA
kezelésekkel kapcsolatban Osszesen 143 kezelés eldtti szérum
minta allt rendelkezésilinkre, tovabba 93 beteg esetében a kezelés
megkezdése utani 3. hoénapban gyljtott mintdk is elérhetdek

voltak.

4. Eredmények

Az ENZA ¢érzékeny és rezisztens sejtvonalparok 6sszehasonlitd
proteomikai elemzése 4786 eltérd expressziot mutatd fehérjét
azonositott, melyek koziill a harom bioinformatikai sziirési
modszeriinkkel az ALCAM, AGR2, IDH1 és az NDRGI
fehérjéket valasztottuk ki a tovabbi szérumvizsgalatokra.

Az ENZA-kezelt betegcsoport univariancia vizsgalata alapjan a
lagyrész- és  csontmetasztazisok  jelenléte  szignifikans
Osszefliggést mutatott a betegek rovidebb talélésével. Azok a
betegek, akik masod vagy annal késObbi vonalban kaptak az
ENZA kezelést szignifikdnsan rovidebb tulélést mutattak.
Tovabba, a kezelés elotti emelkedett PSA ¢és ALCAM
koncentraciok a betegek rovidebb tulélésével korrelaltak (1. abra).
A multivariancia analizis eredményei alapjan a csontmetasztazisok

jelenléte, valamint a kezelés eldtti magas PSA és ALCAM (>146,6



ng/ml) koncentraciok egymastdl fiiggetlen prognosztikus
faktornak bizonyultak a talélés tekintetében.

Az ABI-kezelt betegek esetében a magasabb ECOG
pontszammal mért altalanos allapot (>2), a magas kezelés elotti
PSA és ALCAM szérum koncentraciok szignifikans 0sszefliggést
mutattak a betegek rovidebb talélésével (1. abra). Multivariancia
analizissel vizsgdlva a kezelés elotti magas ALCAM
koncentraciok (>143,1 ng/ml) és a rossz ECOG statusz (>2) a
tulélés fliggetlen prognosztikai faktoranak bizonyultak.

A DOC-kezelt betegek esetén a kezelés eldtti magas PSA szint
¢és a betegek rosszabb ECOG statusza (>2) bizonyult fliiggetlen
prognosztikus faktornak a tulélés tekintetében. Ugyanakkor ebben
a kezelési csoportban nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést a

betegek tulélése és az ALCAM szérum koncentracioi kdzott.
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1. abra - Az ENZA-, ABI- é¢s DOC-kezelt betegek ALCAM tulélés analizise Kaplan-
Meier gorbén bemutatva. Az ENZA- és ABI-kezelt csoport esetén a kezelés eldtti magas
ALCAM koncentraciok (>146,6 és >143,1 ng/ml) a betegek rovidebb tulélésével
korrelaltak. Ezzel szemben a DOC-kezelt betegek esetében nem talaltunk hasonld

Osszefliggést a betegek tulélése és az ALCAM szérum koncentracio kozott.
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Funkcionalis vizsgalataink soran el6szor RNS és fehérje szinten
sikeresen validaltuk az ALCAM fehérje proteomikai vizsgalat altal
meghatarozott expresszios kiillonbségét az ENZA-rezisztens ¢és
érzékeny sejtvonalparokban. A géncsendesités sikerességét fehérje
szinten, Western blot technikaval ellenériztik. Az ALCAM
fehérje  siRNS-sel  torténd  géncsendesitését  kovetden
megvizsgaltuk a sejtek életképességének valtozasat kiilonbozo
ENZA doézisok mellett, mely soran 6 napig kezeltiik az siRNS-sel
csendesitett és a kontroll sejteket is. A LAPC4-ER sejtvonal
esetében a csendesités hatasara a sejtek ¢letképessége szignifikdns
mértékben csokkent a kontroll sejtekhez viszonyitva az ENZA
kezelés hatdsara, mig a LAPC4 sejtvonal esetében nem talaltunk
hasonld Osszefiiggést. Igy elmondhaté, hogy az ALCAM
génexpresszidjanak gatldsa jelentds mértékben megnovelte a
sejtek ENZA-érzékenységét (2. abra).

LAPC4-ENZA LAPC4

e LAPCA-ER_SIALCAM —8=LAPCA =@ LAPCA_SIALCAM

2. abra — Az ALCAM csendesitésnek alavetett LAPC4-ER, illetve LAPC4 sejtek
¢életképessége a 6 napos ENZA-kezelést kovetden. Az ALCAM csendesitett LAPC4-ER
esetében a 8 és 35pM ENZA kezelés hatdsara szignifikdnsan csokkent a sejtek

¢letképessége.
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A neuroendokrin szérummarkerek kutatasaval foglalkozo
munkank soran szignifikdnsan magasabb volt mindharom vizsgalt
marker szérumszintje a kasztracio-rezisztens betegcsoportok
(ENZA/ABI, DOC) esetén, a lokalis, hormonérzékeny és RPE
miitéten atesett betegcsoporthoz képest (p<0,001) (3. abra).

CGA (ng/ml) PSA (ng/ml) NSE (ng/ml)
p<0,001 p<0,001 p=0,046
00 T T o 0,001
——

3. abra — A hormon érzékeny, RPE miitéten atesett PC betegek és a ENZA/ABI- é¢s DOC-
kezelt MCRPC betegek CGA, NSE és PSA szérum koncentracionak Box-plot dbrazolasa.

A RPE-n atesett betegek multivariancia analizise alapjan a
malignus elvaltozas stadiuma (pT3-4) és a mitét el6tti emelkedett
PSA szintek bizonyultak egymastol fliggetlen prognosztikus
faktornak a PSA-PFS tekintetében. A RPE-n atesett lokalis PC
betegek esetén a CGA és NSE szérum koncentraciok nem mutattak
szignifikans Osszefiiggést a PSA-PFS-sel.

Az ENZA/ABI-kezelt mCRPC betegek esetén szignifikans
Osszefliggést talaltunk a rosszabb altalanos allapot (ECOG >2), a
csontmetasztazisok jelenléte, a kezelés eldtti emelkedett PSA,
CGA ¢és NSE koncentraciok és a rovidebb teljes talélés kozott. A
legerésebb Osszefliggést a taléléssel akkor kaptuk, ha a kezelés

elotti emelkedett CGA (>85,0 ng/ml) és NSE (>19,0 ng/ml)
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szintjeit egymassal kombinaltuk (4. abra). Multivariancia
analizissel vizsgéalva a kezelés elotti emelkedett CGA (p=0,047)
szint a tulélés tekintetében fiiggetlen prognosztikus faktornak
bizonyult.

A DOC kezelt betegcsoport esetén szignifikans korrelaciot
talaltunk a rovidebb teljes tulélés és a rosszabb ECOG szerinti
altalanos allapot (>1), a PSA valasz és a magas kezelés el6tti CGA
kozott (4. abra). Multivariancia analizissel vizsgalva a kezelés
elotti emelkedett CGA (>168 ng/ml) bizonyult fliggetlen

prognosztikus faktornak a tulélés tekintetében.

A CGA NSE CGA/NSE kombinacié
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4.abra — A CGA és NSE szérumszintek Kaplan-Meier tulélés analizise. (A) A DOC-
kezelt betegek esetén a kezelés el6tti magas CGA szintek szignifikans Osszefliggést
mutatnak a rovidebb taléléssel. (B) Az ENZA/ABI-kezelt betegek esetén a kezelés el6tti
emelkedett CGA és NSE szintek szignifikdns 6sszefliggést mutatnak a betegek rovidebb
tulélésével, tovabba a CGA és NSE értékek kombinacidja egy még pontosabb

prognosztikai elvalasztast tesz lehet6vé.
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Az ENZA/ABI-kezelt betegcsoport esetén megvizsgaltuk a
CGA ¢és NSE szérumszintjének valtozasait a kezelés megkezdése
utani 3. honapban vett mintdkban. Ezutan elvégeztiik a tulélés
analizist az egész csoportra, valamint kiilon azokra a betegekre is,
akiknek a kezelés el6tti szérum CGA ¢és NSE értékei is
emelkedettek voltak. Az egész csoporton elvégzett kiértékelés
alapjan azon betegek tulélése szignifikansan rovidebb volt, akiknél
a kezelés alatt legalabb 50%-kal emelkedett a CGA koncentracio
(p=0,040) (5. abra). Tovabba, ez a korrelacid sokkal egyértelmiibb
volt abban a betegcsoportban, ahol mar a kezelés eldtt is
emelkedett CGA koncentraciot mértiink (p=0,027) (5. abra).

A B

p=0,040 10

08

p=0,027

nem emelkedett CGA 06
nem emelkedett CGA

04

0.2

emelkedett CGA emelkedett CGA
o 00

0o 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Talélési id6 (hénapok) Talélési id6 (hénapok)
5. abra— Az ENZA/ABI-kezelt mCRPC betegek Kaplan-Meier tulélés analizise a 3. havi
kovetéses CGA szérumszintek fiiggvényében. (A) Az egész csoportot vizsgalva a CGA
legalabb 50%-os emelkedése a terdpia megkezdése utan vett 3. havi mintdban
szignifikans dsszefliggést mutat a rovidebb tiléléssel. (B) Azoknal a betegeknél, akiknél
a CGA érték a kezelés el6tt emelkedett volt (>101,9 ng/ml) és a terapia soran tovabb

novekedett szignifikansan rovidebb tulélést kaptunk.
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A DOC-kezelt betegeknél is megvizsgaltuk a kezelés
megkezdése utan vett mintadkban a CGA ¢és NSE valtozasai és a
tulélés kozotti kapcsolatot. Azonban a DOC csoportban nem
talaltunk az ENZA/ABI csoportéhoz hasonl6 dsszefiiggéseket, ami
arra utal, hogy a fenti két marker csak az ENZA/ABI kezelés
hatékonysagat képes eldrejelezni, ami ezen markerek

terapiaprediktiv értékére utal.

5. Kovetkeztetések

Kutatdomunkam soran két ENZA-érzékeny és rezisztens PC
sejtvonalparon  végeztiink proteomikai analizist, melyhez
tomegspektroszkopiai modszert alkalmaztunk. Ezzel a modszerrel
sikeresen azonositottunk tobb ezer olyan fehérjét, melyek részt
vehetnek az ENZA rezisztencia kialakitdsdban. A proteomikai
vizsgalattal kapott adatsorbol kiilonb6zd szempontok szerint
kialakitott bioinfomatikai modszerekkel 4 fehérjét (ALCAM,
AGR2, NDRGI1, IDH1) valasztottunk ki klinikai mintakon torténd
szérum ELISA vizsgalatokra.

A szérum vizsgalatok eredményei alapjan az ALCAM fehérje
kezelés eldtti emelkedett szintje szignifikans 6sszefliggést mutatott
a betegek rovidebb tulélésével. Tovabba, az ALCAM szérum
vizsgalatainkat Kkiterjesztettik az mCRPC-ben leggyakrabban

alkalmazott tovabbi két kezelésre (ABI és DOC), melynek soran
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azt talaltuk, hogy az ALCAM fehérje kezelés el6tti szérumszintje
Osszefiiggést mutat az ABI-kezelt betegek rovidebb tulélésével,
ugyanakkor a DOC-kezelt betegek esetében nem talaltunk hasonld
Osszefliggést. Eredményeink alapjan az ALCAM fehérje kezelések
megkezdése elott mért szérumszintjének meghatarozasa
hozzasegithet az ENZA ¢s ABI-rezisztens betegek azonositasahoz,
igy hozzajarulva a  hatékonyabb elsOvonalbeli terapia
kivalasztasahoz.

In vitro vizsgalataink soran az ALCAM fehérje ENZA
rezisztenciaban betoltott funkcionalis szerepét vizsgaltuk a LAPC4
[LAPC4-ER sejtvonalparban. Kisérleteink soran az ALCAM
expresszidjanak  gatlasara a LAPC4-ER  sejtek ENZA
érzékenysége megnovekedett, ami az ALCAM ENZA
rezisztenciaban betoltott funkcionalis szerepére utal és az ALCAM
lehetséges terapias célpontkénti alkalmazésat is felveti.

Eredményeinket figyelembe véve a terapia érzékeny és
rezisztens  sejtvonalparok  fehérjekészletének  proteomikai
modszerrel  vald vizsgdlata ¢és a kapott eredmények
hipotézismentes feldolgozasa hatékony és alkalmas moédszer Uj
biomarkerek és terapias célpontok azonositasara. Vizsgalatunk
eredményei alapjan az ALCAM, mint prediktiv biomarker,
klinikai alkalmazasra is alkalmas lehet, amihez azonban

elengedetlen, hogy eredményeinket egy nagyobb, fiiggetlen
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betegkohorton is validalni tudjuk. Tovabba a fehérje ENZA és ABI
rezisztenciaban betoltott szerepének pontosabb megismeréséhez
tovabbi funkcionalis vizsgalatokra van sziikség.

A neuroendokrin szérum markerek prognosztikai értékének
vizsgalata soran szignifikansan magasabb CGA ¢és NSE
szérumszintek  detektaltunk az  antiandrogén  terapiaval
(ENZA/ABI) és DOC kemoterapiaval kezelt mCRPC betegek
esetén a hormonérzékeny, lokalis PC betegekhez képest. Ez az
eredmény a neuroendokrin transz-differenciacié tumorprogressziod
soran torténd kifejlddésére utal. Ebben szerepet jatszhat az ADT
kezelés altal kivaltott neuroendokrin sejteket érintd pozitiv
szelekciés hatas, amely a daganat neuroendokrin transz-

Szérumvizsgalatainkkal sikeriilt a CGA prediktiv értékét
kimutatnunk, mely klinikai szempontbdl fontos informéciot
szolgaltathat az DOC és az ENZA/ABI terapiak kozotti terapias
dontés optimalizaldsdhoz. Tovabba, a CGA emelkedése az
ENZA/ABI terapia soran alkalmas lehet a kezelés monitorozasara,
ami  segithet a terapiavaltas sziikséges idOpontjanak
megvalasztdsaban segitve ezzel a hatékonyabb kezelést és a

betegek hosszabb tulélését.
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