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1. Kivonat

Az eml6rak néknél vilagszerte az egyik leggyakrabban el6fordulé rosszindulata daganat.
Hatékony kezelésében segithetnek azon genetikai faktorok, amelyek kapcsolatban allnak a tumo-
rok kialakuléséval, progresszi6javal, vagy a kezelésre adott szerrel szembeni rezisztencia kialaku-
lasaval. Habar mar t6bb ilyen emlérakra specifikus genetikai faktor is ismert, kutatéasuk az alkal-
mazott technologiak fejlédésével egyre pontosabba valhat, igy nem csak 0 genetikai faktorokat
fedezhetiink fel, hanem az eddigi kutatasok eredményeit is tovabb validalhatjuk. A biomarkerek

kutatésaval még mélyebben megérthetjiik a tumorok biolégiai hatterét és miikodését.

A jelenlegi kutatdsban hét olyan gént vizsgaltam, amelyek az emlében lejatsz6dd tumoros
folyamatokkal és a doxorubucinnel szemben mutatott érzékenységgel kapcsolatba hozhatok, igy
potencialis prognosztikus vagy prediktiv markerek lehetnek. Munkdm soran FFPE (Formalin-
Fixed Paraffin-Embedded — formalinnal fixalt paraffinba agyazott) mintakbol izolaltam RNS-t,
majd ezen mintdkban NanoDrop spektrofotométer és Qubit fluoriméter segitségével szekvencia-
fiiggetlen médon meghataroztam az 6ssz-RNS koncentraciot és RNS mindséget. Ezt kovetGen a
kivalasztott gének expressziés mintazatait vizsgaltuk a NanoString nCounter rendszerrel. Az igy
mért expresszios adatok és a betegek klinikai adatai alapjén statisztikai modszerek segitségével
meghataroztuk azokat a géneket, amelyek Osszefiiggésben allnak a betegek teljes tulélési idejével

vagy az attétek megjelenésével.

NanoString vizsgalati eredményeinket hét kiilonb6z§ emlérakos sejtvonalon végzett in vitro
vizsgalatainkkal validaltuk. Mindegyik sejtvonalbol RNS-t izolaltam, majd mennyiség és mind-
ségellendrzést (NanoDrop spektrofotométer) kovetGen TaqgMan RT-qPCR vizsgalatot végeztiink
rajtuk a hét kivalasztott génre. Emellett megvizsgaltuk a sejtvonalak doxorubicin érzékenységét
SRB-assay segitségével. A sejtvonalak k6zott mind doxorubicin-érzékenység, mind génexpresszio
tekintetében talaltunk eltéréseket, ami lehet&séget adott annak vizsgalatara, hogy az egyes gének
expresszioja Osszefiiggésbe hozhato-e a sejtek doxorubucin érzékenységével. Ehhez a sejtvona-
lakat altipusokra osztottuk GI50 érték ("érzékeny"-"nem érzékeny" csoportok) és a sejtvonal
kiindulasaul szolgalo tumor feltételezhets prognozisa ("RP: rossz prognozis" /"JP: j6 prognozis")
alapjan. Sejtes vizsgélataink soran oOsszefiiggést tapasztaltunk sz IL6ST, ELOVLS és ACOT13
gének expresszidja és a sejtvonalak doxorubicinérzékenysége, feltételezheté malignitasa kozott.
Tovabba, a kapott eredmények az IL6ST esetén megerdsitették a beteganyagon végzett mérések

eredményeit.
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2. Irodalmi bevezetés

Az alabbi fejezetben a kutatdsomhoz kapcsolodd szakirodalmroél igyekeztem egy atfogod
képet adni. Mivel a témamhoz kapcsol6dé kutatasok szama rendkiviil nagy, ezért célom a szak-

irodalom korvonalazésa, egyes kutatasok eredményeinek bemutatésa.

2.1. Az emldrak

Az emlérak ndék korében az egyik legelterjedtebb rosszindulatu daganat, f6ként a nyugati
orszagokban, Amerikaban egyes felmérések szerint minden 8. nét érint élete soran |1]. Azsiaban
és Afrikdban regisztraljak atlagosan a legkevesebb esetet, ugyanakkor ezen a helyeken a tulélési
rata nagyan alacsony [1]. Az emldrak kutatésa a tobbi rakhoz hasonloan kiemelkedd fontossagi,
korai felismerés és a kezelések javulasa miatt |2].

Magyarorszagon 2019-es statisztikdk szerint nék korében a 2. leggyakoribb raktipus kozé
tartozik. Férfiaknal is el6fordul, azonban sokkal ritkdbban. A Nemzeti Réakregiszter statisztikai
alapjan 2015 és 2019 kozott Magyarorszagon évnte atlagosan koriilbeliil 9132 nét és 230 férfit
diagnosztizaltak a betegséggel. A diagnosztizalt betegek szama évrdl évre nétt, ez tébb dolgot
is jelenthet, egyrészt néhet a betegek szama, azonban azt is mutathatja, hogy egyre sikeresebb
modszerek vannak a korai felismerésére, amely nagyon fontos az emlérak esetében.

Emellett 2018-as és 2019-es statisztikak szerint Eurépan beliil Magyarorszagon az egyik leg-
magasabb a halalozasi ardanya a rosszindulati emlédaganatoknak |3|, ami nagyjabol minden
100000 f6bsl 40 embert jelent [4]. Amerikaban késziilt felmérések is azt irjak, hogy az egyik
leggyakoribb rakfajta néknél és a masodik leggyakoribb haldlozasi ok, a tiid6rak utdn csak az
egyes raktipusok halalozasi ratajat tekintve [5].

Tovabbi amerikai kutatésok szerint a betegek korédnak eloszlasat tekintve azt lehet elmondani,
hogy leggyakrabban a 70 év feletticket érinti, de 50 éves kor felett is mar szamottevs a betegek
szama [2|. Illetve a fiatal kori emlérak altalaban rosszabb prognoézisi, mint az idésebb kori. A
fiatalkor vége nem teljesen tisztazott, a legtobb tanulmanyben 40 éves kortol tekintik, ugyanakkor

van ahol 35 vagy ennél is alacsonyabb a hatar [6], |7].

2.1.1. Az emlérak biolbgiai hattere

Emlérak kialakulasdhoz szamos ok vezethet, vannak olyan tényezdk, amelyek bizonyitot-
tan kozrejatszhatnak ebben. Egyik legnagyobb kockazati faktor a genetikdban rejlik. A ndk

korében ugyanis sokkal gyakrabban alakul ki a betegség, mint mar emlitettem az el6z8 részben.



Genetikai szempontbol még szamit a csaladi hattér (kozvetlen rokon, akit mellrakkal diagnosz-
tizaltak) és az egyes mutéciok is (pl. BRCA1 mutécio) novelhetik a kialakulas eselyét [8]. Az
etnikum is befolyasolhatja az emlérak kialakuléséit és tipusat, példéul egyes kutatasok szerint a
fehér nékben gyakrabban alakul ki, mint a fekete vagy éazsiai nék koérében, viszont fekete ngknél
nagyobb esély van agresszivebb, gyorsabban progredialé rak kialakulasara [2]|. Kiils§ tényezok
is novelhetik a kockazatot, ilyenek példaul a dohényzas, az elhizés, tilzott alkoholfogyasztas és
a mozgasszegény életmod [9]. Osszességében ezek a tényezék novelhetik a kialakulas esélyét, de
egy tumor kialakuldsdhoz nem elengedhetetlen ezek megléte, ezért minden esetben fontosak a

szirévizsgalatok, amelyekrdl a késébbiekben fogok b&vebben beszélni.

Az eml6 rosszindulatu daganatait eredetiik alapjan alapvet&en két f6 csoportra tudjuk oszta-
ni. Karcinomanak nevezziik a hameredeti (epitelidlis) rakos daganatokat, amelyek a rosszindu-
lati daganatok koriilbeliil 90%-at teszik ki. A kot6szoveti eredetti rakos daganatok osszefoglald
neve szarkoma. A rosszindulati emlédaganatok tobbsége hameredetd, invaziv karcinéma, ezen
beliil a két leggyakoribb tipus az invaziv duktalis és lobularis karcinoma, amelyek kortibeliil 75%
és 15%-a az Osszes rosszindulat emlédaganatnak az Egyesiilt Allamokban [10]. A maradék
10%-ba tartoznak tovabbi invaziv karcinomak és in situ karcinomak [11|. Ezen kiviil a mell-
rakot nagyon sokféleképpen lehet osztalyozoni, t&bbek kézott klinikai jellemzék vagy kiilonféle

tumormarkerek expresszalasa alapjan [11].

2.1.2. Az emlérak osztalyozasa

Az emlérakot eleinte egy betegségként fogtak fel, valtozatos hisztopatologiai tulajdonsa-
gokkal és kezelésekre adott vélaszokkal. Az 1970-es években azonban elkezdték két betegség
alcsoportra osztani az 6sztrogén receptor (ER - estrogen receptor) expresszidja alapjan, tekintet-
tel az egyéb klinikai jelemzgskre [12]. Manapsag az osztalyozésa elkiiloniil kiilonbozé kritériumok
és célok szerint is. A legfontosabb kategorizaldsa a hisztopatologiai tipusa, a tumor fokozata
(grade), a tumor stadiuma (stage) és a fehérje-, illetve génexpresszié alapjan torténik. Ahogyan
né a tudésunk a sejt- és tumorbiologiardl, ugy egyre jobban fejlédik az osztalyozasa is. Ennek
egyik legfontosabb célja a lehetd legjobb kezelés kivalasztasa a betegek szamara [12], mivel egy

adott kezelés nem feltéteniil ugyanolyan hatékony a kiilonbéz6 emlérakos elvaltozasok esetén.

2.1.3. Az emlérak szubtipusai

Az emlérikot tobb szempontbdl szoktak osztalyozni, ebben az alfejezetben a receptorok
szerinti szubtipusokat mutatnam be. A receprok statuszat hagyoményosan az egyes receptorok
(ER, PR, HER2) vizsgalataval osztalyoztak, de ujabb megkozelitések ezzel egyiitt a tumor gradet
is figyelembe veszik, hogy tobb molekularis altipusra oszthatéva valjon, amelyeknek kiilonb6zé
prognozisuk és eltérs valaszaik lehetnek az egyes kezelésekre |10], [13]. Az expresszalt gének
szempontbol négy f6 csoportot kiilonboztethetiink meg tablazat).



Luminalis B

Molekularis szubtipus Luminalis A Luminlalis Bi Luminalis B2 Her2 pozitiv Basalis
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
Biomarkerek PR- PR- PR-/+ PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HER2+ HER2-
Ki67 alacsony Ki67 magas Ki67 magas Ki67 magas Ki67 magas
Esetek gyakorisaga (%) 40-50 20-30 15-20 10-20
Szovettani osztalyzds (grade) Jol differencialt Meérsékelten differencialt Alacsonyan differencialt Alacsonyan differencialt
- (Grade I) (Grade II) (Grade III) (Grade IIT)
Prognozis Jo Kozepes Rossz Rossz
i Endokrin . P
Terapias valasz Endokrin Endolarin Kemoterapia Célzott terapia Kemoterapia

Kemoterapia Kemoterapia

Célzott terapia
ER: sztrogén receptor (estrogen receptor), PR: progeszteron receptor (progesterone receptor), HER2:

2.1. tablazat. Az emlérak molekularis szubtipus szerinti osztalyzasédnak sszefoglalasa [14]—[17]

Lathato, hogy a szubtipusok mennyire kiilonbo6z6k molekularis szinteken, és emiatt a ke-
zelések hatékonysaga is eltérhet koztiikk. Az Osztrogén és progeszteron receptorok és a humén
epidermalis névekedési faktor 2 receptor (HER2) méar régota ismert biomarkerek, évek ota hatal-
mas szerepiik van az endokrin terapiakra alkalmas betegek kivalogatasaban [18|. Ezeken kiviil
manapsig a Ki-67 fehérje szintjét is egyre gyakrabban vizsgéljak, ugyanis ez is bir egy mérsé-
kelt prognosztikai értékkel [19]. A biomarkerek kutatasa segiti a betegek hatékonyabb kezelését,
emellett pedig hozzajarul ahhoz is, hogy jobban megismerjiikk az emlétumorok molekularis mi-
kodését. A mellrak kezelése az elmult évtizedekben szamos valtozason ment keresztiil, ez részben
koszonhetd a prognosztikus és prediktiv biomarkerek pontosabb meghatarozasanak is, mivel ezek
lehet6vé tettek személyre szabottabb terapidkat, példaul a kilénbozé szubtipusok szerint [18],
[20].

2.2. Patolo6giai mintak feldolgozasa

A mitétek soran eltévolitott tumorokat fixaljak, bedgyazzak, metszik, majd diagnsztikai
célhoz megfelels festési eljaras utan vizsgaljak. A leggyakrabban alkalmazott eljaras a formalin
fixalas, majd paraffinba dgyazas, ezeket a mintédkat roviden FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-
Embadded) mintaknak nevezziik [21]. Azonban a klinikumban nincs egységes protokoll a formalin
fixalasra, igy szdmos kiilonb6z8 modszer valtozat terjedt el.

Szélnak ezen kiviil érvek és ellenérvek az FFPE mintak klinikai diagnosztikahoz valé haszna-
latara, egyes kutatasok szerint a formalin RNS roncsol6 hatassal bir [22], [23]|. Ezekkel szemben
szamos olyan kutatas sziiletett, amelyek szerint az FFPE mintak alkalmasak biologiai kutata-
sokhoz el6ny6s tulajdonsigaik miatt, tobbek kozott mennyiségiik, ami rendkiviil hasznos lehet
biologiai és orvosi kutatasokhoz, ahol fontos az elegend§ minta a statisztikailag alatamasztott
vizsgalatok készitéséhez, illetve lehetGséget biztosit a kisérletek megismétlésére is [24], [25]. Emel-
lett az FFPE mintak elénye a fagyasztott mintdkhoz képest, hogy tarolasuk sokkal egyszertibb és
kevesebb energiat igényel, illetve sokrétiibb a felhasznalhatosédguk |24]. Mindezek miatt az FFPE
mintak jelentik az egyik leggyakrabban hasznalt mintatipusok a klinikai kutatasokhoz [26], [27].

2.2.1. Nukleinsavak izolalasa

A nukleinsavak hatékony izolaldsa meghatarozo jelentGségl a génexpresszié vizsgalathoz,

polimeraz lancreakciohoz (PCR) és szekvenalashoz is. Manapsag mar nagyon sok technika 1é-



tezik nukleinsavak izolalasara. Ezeknek kozos tulajdonsaga, hogy az izolalni kivant mintabol el
kell tavolitani a mas jellegti makromolekulakat (pédaul fehérjéket, lipideket, szénhidratokat). A
legtobb modszer 3 {6 1épésre bonthato: el@szor kivonjuk vagy felszabaditjuk a nukleinsavat a
sejtekbdl, ezt koveti a nukleinsav izolalédsa vagy szeparédcidja a tobbi makromolekulatol, majd
legvégiil a nukleinsav tisztitasa kovetkezik, hogy az egyéb a tovabbi vizsgalatokat zavaré mole-
kuldkat is eltavolitsuk [28]. Valamint a folyamat soran meg kell akadalyozni a nukleinsavakat
bonté enzimek (nukledzok: RNaz, DNéaz) mikodését is [29).

A hagyomaéanyos modszerek szamos olyan vegyszerek haszalatat igénylik, amelyek az emberi
egészségre karosak (példaul fenol, kloroform). Ezeknek a modszereknek a lényege, hogy a sejt-
lizist kdvetGen extrakcidval tévolitjak el a felesleges makromolekulakat, majd a nukleisavakat
kicsapjak, centrifugaljak, mossak, és szaritas utan vizes oldatban oldjak [29]. A folyamat sok
idot és figyelmet igényel, de kell6 pontossaggal tiszta nukleinsavakat kaphatunk.

Léteznek tjabb modszerek, amelyen a nukleinsavak egy mésfajta tulajdonsigat hasznaljak
ki. Ezek lényege, hogy kaotrop ionokat tartalmazo sok jelenlétében a nukleinsavak erésen ko-
t6dnek az iiveg felilletéhez [28], [29]. Ha a lizis soran ilyen sokat hasznalnak, akkor a nukle-
insavakat specifikusan ki lehet kdtni szilikagyongyokon vagy szilikamembranon. A kémhatas és
ionerdsség valtoztatasaval befolyasolhatjuk, hogy inkdbb RNS, vagy inkdbb DNS kotédjon. A
gyongyokrdl /membranrol ezutdn mosassal, majd eluacioval nagyon tiszta nukleinsavakat nyer-
hetiink. Ezen moédszerek elénye, hogy sokkal gyorsabban, egyszeriibben elvégezhetSk, mint a
hagyomanyos modszerek. Nagyon sok cég fejletszett ki erre a modszerre el6re Gsszeallitott vegy-
szercsomagokat, ugynevezett kit-eket, amely tartalmazzak az izolalashoz a legtobb hozzavalot

(elore toltott oszlopokkat is, melyeken a nukleinsav-kotés megvalosul) [30].

2.2.2. RNS izolalas

Nagyon sokféle RNaz létezik a sejtekben, és vannak kozottiik rendkiviil stabil enzimek
is. RNazokat szinte mindenhol el6fordulnak a kornyezetiinkben, akir a bdériinkrsl, hajunkrol
is bevihetjiik Sket [29] . RNS-izolalasnal tehat elsdleges szempont, hogy megakadalyozzuk
azt, hogy RNazok bekeriilhessenek a mintdnkba. Ennek megakadalyozasa érdekében sok labor
hasznél specidlis mtianyag eszkozoket, kesztytiket és egyéb megoldésokat, amely RN&z mentes
kornyezetet képes biztositani [28]. A tiszta kornyezeten kiviil fontos, hogy az izolalast gyorsan
és lehetdleg alacsony hémérsékleten végezziik el [29] . Az FFPE mintakbol torténs RNS izolalas

egyes lépéseit részletesebben a [3.1.2| részben fejtem ki.

2.3. Sejtvonalak szerepe

A human réakos sejtvonalak a legszélesebb korben hasznélt in vitro sejtmodellek a réak biolo-
gidjanak tanulmanyozasara és a kisérleti szerek tumorellenes hatasanak vizsgalatara [31]. Fontos
tudni néhany informaciét a sejtvonal eredetérdl, mint példaul a beteg neme, etnikuma és élet-
kora, a rak korszovettani tipusa és legalabb a 3 legfontosabb receptor allapotat: ER (estrogen
- Osztrogén), PR (progesterone - progeszteron) and HER2 (human epidermal growth factor re-
ceptor 2 - human epidermaélis névekedési faktor receptor 2-es tipusa) |12]. Ezek a paraméterek

azért fontosak, mert kiilonféle eredetii emlérak sejtvonalak egészen eltéréen reagalhatnak azo-



nos kezelés esetén. Minél tobbet tudunk a rakos sejtek miikodésérsl, annal kénnyebben tudunk
személyre szabott terapidkat ajanlani a betegeknek [18|. Mindezek miatt a biomarkerek sejtes
modellrendszerekbn torténd vizsgalata segithet a betegek hatékonyabb kezelésében, és hozzéjarul

az emlérak molekuléris funkcidinak jobb megértéséhez.

2.4. Genetikai faktorok

A genetikai faktorok kutatasainak célja a sejtekben végbemend egyes folyamatok kimuta-
tasa. A kutatdsunk soran hét olyan gént vizsgaltunk meg, amelyek potencialisan el6re jelezhetik
a rak varhato progressziojat vagy a terapia iranti fogékonysagat, kombinalva més prognosztikai
és prediktiv tényezdkkel, mint példaul az életkor, a nem, a daganat elhelyezkedése, mérete, stb.
[32] |33]. A gének a kutatocsoport korabbi kutatési és irodalmi adatok alapjan keriiltek kiva-
lasztasra. Munkam soran azokat a géneket kerestem, amelyek expresszioi szignifikans korrelaciot

vizsgalt géneket mutatom be a Uniprot adatbézist felhasznalva:

e ACOT13 (Acyl-coenzyme A thioesterase 13): Az ACOT13 az acyl-CoAs, a szabadgyokkel
rendelkez§ zsirsavak és a CoASH (coenzyme A) intracellularis mennyiségének szabalyoza-

saban jatszik szerepet.

e CLP1 (Polyribonucleotide 5-hydroxyl-kinase Clpl): A CLP1 a DNS, RNS és ezen mole-

kuldk hibridjeinek foszforilaci6jaban kulcsfontossagu.

e ELOVL5 (Elongation of very long chain fatty acids protein 5): Az ELOVL5 a memb-
ran lipidek és membran prekurzorok elGallitasanak folyamatéaban jatszhat kulcsfontossagu

szerepet (bar ezen tulajdonsidga még nem tokéletesen bizonyitott).

e GJA1 (Gap junction alpha-1 protein): A GJA1 gén, mint ahogyan a nevében is szerepel a

gap junction-ok mikédésében jatszik szerepet.

e IL6ST (Interleukin-6 receptor subunit beta): Az IL6ST génnek kiilonbo6zs jelatvitelekben
van fontos szerepe. Kozvetiti az immunvéalaszt, a vérképzést, a fajdalomcsillapitast és a
csont-anyagceserét szabalyozo jeleket. Illetve fontos szerepet jatszik az embrionéalis fejlédés-

ben is.

e TNPO3 (Transportin-3): A TNPO3 gén szabélyozza tobbek kozott a szerin és arginin

tartalmi fehérjék sejtmagi transzportjat.

e TXNRDI1 (Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic):A TXRD1 a tubulin polimerizacio6 folya-

mataban és a sejthalél szabalyozasaban jatszik szerepet



Az ELOVL5 gén magas expresszioja a szakirodalom alapjan altalaban jobb prognodzissal
tarsul [34]-36]. A GJA1l gén esetén a szakirodalmi adatok megoszlanak, kutatésok alapjan
kiilonb6z6 molekuléris szubtipust emlérakos betegségekben viselkedhetnek tumorszupresszorként
és onkogénként is [37], |38]. Az IL6ST gén expressziojat évek ota vizsgaljak tumorokban, t&bb
kutatas tdmasztja ala, hogy tumorszuppresszorként funkcional [39]-[41]. A TXNRDI1 gén magas

expresszioja altalaban rosszabb prognozissal tarsul a szakirodalom alapjan [42]-[44].

2.4.1. Haztartasi gének

A héaztartasi génekrdl is fontos emlitést tenni, az irodalomi adatok alapjan feltételezhet-
jiik, hogy ezek a gének minden sejtben hasonlé mennyiségben talalhatok meg. Igy teljesen
fiiggetlennek tekinthet6k a tumor progressziojatol, ezéaltal felhasznélhatok mas gén-expressziok
mennyiségének normalizdlasara. A kutatas soran két haztartasi gén expressziojat vizsgaltuk, a
Beta-2-Microglobulin (B2M) és a Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) géne-
ket.

2.5. Célkittizések

Osszességében elmondhato, hogy az emlérak biomarkereinek kutatésa jelentés mértékben hoz-
zajarulhat a betegek tulélési kilatasainak és terapids valaszénak korai diagnosztizhatésagahoz,
ezen keresztiil elGsegitve a kezelések hatékony megvalasztasat. Ennek megfelelGen a kutatasunk
sordn potenciélis prediktiv és prognosztikus faktorok génexpresszoit vizsgaltuk a betegek tel-
sejtvonalakon végzett gyogyszerérzékenység és génexpresszio vizsgalattal vetjiik Ossze, megvizs-
galva a klinikai mintakon kapott eredményeket megerésitik-e a sejteken mért adatok. Ezzel azt
is vizsgéalva, hogy a sejtes modellek ezen gének tekintetében is megfelelGen tiikrozik a betegség

viselkedését.
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3. Alkamazmazott modszerek

Ebben a fejezetben szeretném bemutatni a témamhoz alkalmazott eljarasokat és technologiékat,
amelyek szerves részét képezték a kutatasi folyamatnak. Els6ként az FFPE minakon végzett

eljardsokat mutatom be, majd a sejtvonalakon elvégzett mddszereket.

3.1. FFPE mintakon végzett eljairasok bemutatasa

3.1.1. Beteganyag

A feladatomhoz 188 beteg szévetmintéja allt a rendelkezésemre, amelyek Osszesen 750
targylemezen 1évé metszetet jelentettek, tigyanis altalaban négy darab immunlemezre htzott
nativ metszet tartozott egyes esetekhez. A vizsgilatba bevont betegek legfontosabb klinikai jel-
lemzGit a tablataz mutatja be. A mintagytjtés két kiillonbozs egészségiigyi intézménybsl
tortént 1999 és 2010 kozott. A tovabbi eljarasokhoz a betegeket két féle moédon csoportosi-

";

tottam. Az els§ a "jo prognozisu" versus "rossz prognozisu" betegcsoportositas, ekkor a teljes

tulélés szerint csoportositottam a betegeket. A "rossz prognézisu" csoportba tartoznak azok a

/////

méasodik csoportositias metasztazis kialakulasa alapjan allt Ossze, "metasztazis-mentes" versus

"metasztadzisos" betegek.

Parameéter Megfigyelések szama/Atlag + szoéras

Eletkor 59.06 + 12.73
Grade
— Grade 1 12 (10.26%)
— Grade 2 56 (47.86%)
— Grade 3 49 (41.88%)
Stage T — daganat mérete
~T1 17 (14.53%)

T2 100 (85.47%)
Stage N — nyirokcsomo allapota
- NoO 54 (46.15%)
- N1 54 (46.15%)
- N2 8 (6.84%)
- N3 1 (0.85%)
Stage M — metasztazis allapota
- MO 90 (76.92%)
- M1 27 (23.08%)
AJCC osztalyozas
— Stage I 47 (40.17%)

Stage 11 2 (1.70%)
— Stage III 41 (35.04%)
— Stage IV 27 (23.08%)

3.1. tablazat. A betegek fontosabb klinikai jellemz6i (n=117)
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3.1.2. RNS izolalas FFPE mintakbol

A mintak informaciétartalméanak kinyerése érdekében az els6 folyamat a mintak el6készi-
tése volt az izolalashoz. El6szor is a mintdk rendszerezését és sorbaallitasat kellett elvégezniink,
ezutan kezdhettem el a mintédk deparaffinalasat. A feladat elvégzésekor probéltam tigyelni arra
is, hogy a szdvet tulajdonsigait leirjam, f6leg, ha az nagyon eltért az atlagostol. Ilyenek pa-
raméterek voltak példaul a szin, az allag és a mennyiség. A deparaffinalas abbol &ll, hogy az
Osszetartozo6 négy mintéat egyszerre elGszor xilolban aztatjuk koriilbeliil 2 percig, ezutan attessziik
egy masik kiivettaba, ahol ismét xilolban hagyjuk kb. 2 percig. Ezt kovetSen etanolba helyez-
ziik és ugyanugy kb. 2 percig bennehagyjuk, majd a kivétel utan addig varunk, amig a mintak
kifehérednek (kb. 5-10 perc). Amikor ez megtorténik, vagyis amikor az etanol elpéarolgott az
FFPE mintakrol attessziik 3%-os glicerinbe, és ebben is 4llni hagyjuk néhany percig. Ennek cél-
ja a mintak hidratélasa, annak megakadalyozasa, hogy a minta a kiszdradas hatasara peregjen.
Innen egyesével vessziik ki a 4 mintat, mindegyiket szaritjuk egy kicsit, de nem annyira, hogy
kiszaradjon, ugyanis akkor széttoredeznének a szévetek és mindenhova "szallnanak". Amikor
a minta mar nem til nedves, egy szikével lekaparjuk a targylemezrél és egy elére kikészitett
és feliratozott eppendorf-cs6be toltjik. Az Osszetartozé mintakat ugyanoda kaparjuk, amikor

végeztiink az Osszetartozo 4 metszettel, bezarjuk, és félrerakjuk a késébbi folyamatokhoz.

Az FFPE mintak deparaffindlasa, és eppendorf-csébe kapardsa utan kezdhetjiik el a mintak-
bol az RINS izolalasat. Ezt nagyon tiszta koriilmények kozott kell elvégézeni, mivel a minték
konnyen szennyezédhetnek. A mintékat elsGsorban a ribonukleazoktol fontos védeni, ugyanis
ezek teljesen tokretehetik az RNS-t, igy az eredményeket is. Sokféle ribonukledz létezik, ezeket
akar a boriinkrdl is bevihetjiik a vizsgalni kivant mintdkhoz. Ennek megakadalyozasanak érde-
kében steril fiilkében kell dolgozni, illetve a fert&tlenits folyadék mellet érdemes hasznalni olyan
folyadékot, amely a ribonukleazoktol tisztitja meg a keziinket és a munkakozegiinket (RNaseZAP,
ThermoFisher). Manapsag izolalasokhoz leggyakrabban el6re Gsszeéllitott tigynevezett kit-eket
szoktak alkalmazni. Ezek elénye, hogy tartalmazzak a legtébb anyagot, amely sziikséges a folya-
mathoz, de mindegyiknek megvan a sajat protokollja, amit kovetni kell. A kit leirasat kovetve
két lépésben emésztettitk a mintak fehérje tartalmat ezaltal feltarva, kicsomagolva a nuklein-
savakat. Ezt kovetSen egy elvalaszté oszlophoz kotottiik a mintaban taldlhatéd nulkeinsavakat,
melyek koziil a DNS molekuldkat DNaz emésztés segitségével eltavolitottuk. Végiil a mintak-
boél a tObbszoros mosési és centrifugéilasi 1épések soran eltavolitottuk a fehérjéket és az egyéb

anyagokat, majd a végs6 fazisban eluédltuk az oszlophoz kotott RNS-t.

Az izolalas végén a tiszta izolatumokat megvizsgaltuk NanoDrop spektrofotométer és Qubit
fluorométer segitségével is. FErre a kés6bbi NanoString nCounter vizsgélat miatt volt sziikség,
ugyanis eld kellett sziirniink azokat a mintékat, amelyek kell§ mennyiségi és tisztasagn RNS-t
tartalmaznak. A vizsgéilt FFPE mintak két kiilonb6z6 egészségiigyi intézménybdl szarmaztak, és
bér a készitésiikre vonatkozo eljaras eljaras vilagszerte hasznalt, a gyakorlati protokoll laboron-
ként is eltérhet. Emiatt ellenériztem azt, hogy van-e szamottevs kiilonbség a két intézménybdl

szarmaz6 mintdk mingsége kozott RNS mennyiséget, tisztasagot tekintve.
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3.1.3. RNS mennyiség és mindség ellendrzésére alkalmazott eljarasok

Az ultraibolya (UV - ultraviolet) abszorbancia vizsgalattal mérhetjiik az RNS koncentraci-
0jat, tisztasagat. Az ezen elven miikods rendszereket spektrofotométereknek nevezziik. A mérés
sordn mi a NanoDrop spektrofotométert hasznaltuk. A mérés elve, hogy a vizsgalt anyagot
fénnyel megvilagitjuk, majd adott hulliamhosszokon meghatarozzuk az el nem nyel6dott fény ara-
nyat. Az RNS-re jellemzs, specifikus fényelnyelés, 230 nm és 320 nm kozott jelentds (ez az UV
tartomany), 260 nm-en van abszorpciés maximuma [45]. Természetesen nem csak az RNS-nek,
hanem a potencialis szennyezéanyagoknak is van jellemzé elnyelési spektruma, maximuma. Igy
a kiilonféle hullamhosszokon val6 elnyelés lehetGséget ad arra, hogy az RNS tisztasagat jellemez-
ziik. Az RNS koncentraciojat a fényelnyelés mértékébdl szamolja a késziilék. RNS mindségének
vizsgalatara a NanoDrop két paramétert hasznal: 260 nm-en és 280 nm-en mért abszorbancia
aranya (260/280), illetve 260 nm-en és 230 nm-en mért abszorbancia aranya(260/230). A 260
és 280 nm-en mért abszorbancia aranyt hasznaljuk a DNS és az RNS tisztasdganak értékelésére.
RNS esetében a 2,0 koriili aranyt tartjak ,tisztanak”. A 260/230 arany a nukleinsav tisztasa-
ganak masodlagos mértéke, a ,tiszta” nukleinsav 260/230-as értéke gyakran magasabb, mint a
megfelels 260/280-as érték, és altalaban az 1,8-2,2 tartomanyba esik.

A Qubit, a NanoDrophoz hasonléan alkalmas a mintaban taldlhaté RNS mennyiség megal-
lapitasara. Azonban a Qubit fluorométer, tehit az RNS-hez fluoreszcens molekulat kotiink, igy
nem az abszorpciét, hanem az emissziot mérjiik vele. A tapasztalat pedig azt mutatja, hogy a
Qubit egy lényegesen megbizhatobb és pontosabb eszkéz, minta a NanoDrop. Az eljaras nagy
elénye a NanoDrophoz képest, hogy itt specifikus elnyelési és emisszids spektrumokat mériink,
mig a NanoDrop esetében példaul mért 260nm-es elnyelési spektrum tobb (akar szennyezs) mo-
lekulara is jellemzd lehet. A Qubit kalibralasat minden mérési alkalommal el kell végeznik, ehhez
a gyarto biztosit el6re meghatarozott koncentracioji oldatokbdl allé standard sort. A Qubit
mérés lényege az volt, hogy a két eszkozbdl kapott mérési eredmények alapjan ki tudjuk vélo-
gatni azokat a mintakat, amelyekben elegendd mennyiségi és tisztasagit RNS volt a NanoSring
vizsgalathoz.

Az RNS izolalast kovetSen megvizsgaltuk a mintdk RNS mennyiségét és mingségét Nano-
Drop spektrofotométer és Qubit fluorométer segitségével, a kapott eredmények alapjan pedig
kivalogattuk a NanoString nCounter vizsgélathoz megfelel§ izolatumokat. A vizsgalatokhoz fel-
hasznalt RNS minték paramétereinek bizonyos tartoméanyon beliil kellett lenniiik, hogy a kés6bbi
vizsgalatok soran ne vizsgéaljunk feleslegesen olyan mintét, amelyben nincs kell6 mennyiségt vagy

mindgségi RNS.

3.1.4. NanoString nCounter rendszer

A NanoSting rendszer génexpresszié vizsgéilatéra alkalmazhato eljaras. A klasszikus, gén-
expressziot vizsgalod eljarasok reverz transzkrion és qPCR-en alapulnak, ezen eljarésok lényege a
vizsgalhatd mintak mennyiségének novelése és vizsgalata. Azonban ezek az eljarasok sok id6t és
bonyolult 1épéseket igényelhetnek, illetve a mérések nem feltétlentil reprodukalhatok, mivel nem
a valos RNS mennyiségét mérjiik, hanem egy felszaporitott cDNS mennyiséget.

A NanoString nCounter rendszer ezzel szemben az RNS-ek hibridizaldsén alapul. Az elja-

ras soran a "capture probe" hibridizal a célpont RNS-sel, mig a "reporter probe" biztositja a
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fluoreszcens mintazatot, aminek segitségével az RNS darab felismerhetd. Az ezutéan feliiletfixalt
komplexeket pedig egy automatizalt fluoreszcens rendszer detektalja és kvantifikalja [46]. Igy ez
az eljaras nem igényeli a viszonylag hosszi PCR 1épést, valamint az informéaciot kozvetleniil az
eredeti RNS-ekbdl szerezziik, igy reprodukalhatobb a mérés [47]. A kutatocsoport régebbi vizs-
galataira és irodalmi adatokra alapozva allt 6ssze a target-gének listdja, amely a tablazatban

tekinthet§ meg.

Gén ID Gén név UniProt ID NCBI ID Pozicio
ACOT13 Acyl-coenzyme A thioesterase 1 QINPJ3 NM_018473.4 371-470
CLP1 Polyribonucleotide 5’-hydroxyl-kinase Clpl Q92989 NM _006831.3 1089-1188
ELOVL5  Elongation of very long chain fatty acids protein 5 QINYP7 NM 001242828.2 33-132
GJA1 Gap junction alpha-1 protein P17302 NM _000165.5 659-758
IL6ST Interleukin-6 receptor subunit beta P40189 NM_ 002184.4 2534-2633
TNPO3 Transportin-3 QIY5L0 NM 012470.4 2205-2304
TXNRD1 Thioredoxin reductase 1 Q16881 NM_001093771.3 1012-1111
B2M Beta-2-Microglobulin P61769 NM _004048.4 206-305
GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase P04406 NM 001256799.3  366-465

3.2. tablazat. Kutatasban részt vevs gének és vizsgalt szakaszai

3.1.5. NanoString nCounter mérések kiértékelésének modszerei

A NanoString mérésbél szarmazo eredmények feldolgozésahoz R programozasi nyelvet hasz-
naltunk. Ez az egyik legalkalmasabb modja az adatok feldolgozasanak az el6re megirt program-
csomagok segitségével. Azonban ezek ellenére is be kellett vonnunk egy szakértst, aki segitett
megtanitani hasznalatat.

A meért adatok kiértékeléséhez els6ként a mindségellendrzés (Quality Control - QC) mé-
rGszamok segitségével - amelyeket a NanoString mérésbdl szarmazé RCC fajlok tartalmaztak
- készitettiink egy el@sziirést. ElGszor a NanoString mérés altalanos teljesitményét vizsgaltuk
a kotési és képi stirtiség ellenérzésével (Binding and Imaging Density). Ezutan vizsgaltuk a
képstriiség mértéket, amelynek nagyobbnak kellett lennie egy felhasznal6 altal meghatarozott
allandonal (esetiinkben 0,75), hogy megfelels legyen a tovabbi vizsgalatokhoz. Ezt kovetGen a
pozitiv kontrollokat a pozitiv kontroll linearitas (Positive Control Linearity) és a kimutatasi ha-
tar (Limit of Detection) paraméterek segitségével értékeltiik. Az altalanos mindségellendrzéseket
kovetGen a két haztartasi gént is meg kellett vizsgalni, ugyanis csak azokat a héztartasi géneket
érdemes hasznalni a kés6bbi normalizalas soran, melyek kellGen stabilak és megfelelGek ehhez.

A normalizalast két modszerrel végesztiik el parhuzamosan, majd a megbizhatébbat kiva-
lasztva végeztiik el a tovabbi 1épéseket. A hagyomanyos normalizalasi 1épés hattérkorrekci-
6bol és pozitiv kontroll, valamint haztartasi génalapt normalizaldsbol all. A héttérkorrekcié a
kiiszobértéket vagy a becsiilt hattérzaj kivonasat jelenti [48]. Ez azért fontos a normalizalashoz,
mert a normalizilas utdn méar lehetetlen sokféle nem-fehér zaj eltavolitasa. Ezt a lépést kdvetSen
a normalizalast az el6re meghatarozott pozitiv kontrollok és haztartasi gének alapjan végez-
ziikk. Az R kodban ez a NACHO [49] csomag hasznalataval valosult meg. A RUVSeq (Remove
Unwanted Variation) neve a nem kivant variacio eltavolitasara utal. A RUVSeq normaliza-
ci6s folyamatot kifejezetten RNS-seq adatok normalizélasara tervezték. Kgy skalazési 1épésen
alapul, amely felsé kvartilis normalizalast, a nem kivant tényezk becslését a RUVg fiiggvény
segitségével, valamint a nem kivant eltérések dimenzidinak iterativ eltavolitasat normalizalas és

visszacsatolas utjan [48|, [50] alkalmazza.
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A f6komponens analizis (Principal Component Analysis - PCA) egy egyszerti, de hatékony
eszkoz a dimenzidcsokkentésre sok paraméterter esetén. Az adatokban legnagyobb eloszlast irdny
meérésén alapul (f6komponens). A gyakorlatban altalaban tobb Gsszetevst gytjtenek Gssze, mivel
a legtobb adatstruktira bonyolultabb, mint egydimenziés. A kalkulalt komponensek merdélege-
sek egymasra. A févarianciakomponens analyzis (Principal Variance Component Analysis -
PVCA) egy elsédleges PCA-lépésen és egy masodlagos varianciakomponens-elemzésen (Variance
Component Analysis - VCA) alapul. Ennek az elemzésnek az a célja, hogy informéciot gyjtson
a paraméterek szorasanak aranyérol a f6komponensekhez. Ezzel megmutathatd, hogy egy adott
metrika eredménye szisztematikus komponensvariancian (példaul az egyedi azonositészamok el-
térésén) vagy értelmes paramétereken alapul.

A differencialis expresszios analizis célja a génexpresszios szintek szignifikins mennyiségi
valtozasainak feltarasa a kiillonb6z6 kisérleti csoportok kézott — mint esetiinkben a jo és a rossz
progndézis, metasztazis megléte — a normalizalt expresszios adatok alapjan statisztikai elemzéssel.
Ehhez a DESeq2 médszert hasznaltuk, amely elosztja a count-okat a génszamok medién aréanyaval

a génenkénti geometriai atlaghoz viszonyitva [51].

3.2. Sejtes vizsgalatok

A betegekbdl szarmazé FFPE mintakon elvégzett vizsgélatok alapjan kapott eredménye-
ket sejtes modellrendszerben mért eredményekkel is szerettiik volna aldtamasztani. Ehhez hét
kiilonbo6z6 sejtvonalat hasznéltunk, amelyeken vizsgaltuk a doxorubicinérzékenységet az FFPE

mintakon vizsgélt gének expresszidinak fliggvényében.

3.2.1. Sejtvonalak

Munkam soran hét kiilonbo6zd sejtvonallal dolgoztam, amelyeken nem csak méréseket vé-
geztem, hanem arrél is gondoskodnom kellett, hogy életben maradjanak. A sejtvonalakat T25-6s
sejttenyésztS flaskakban tartottuk, és néhany naponta ellenériznem kellett Sket. Ha tul sok sejt
volt a flaskdban, at kellett Sket passzalni, vagy ha a taptalaj elszinez6dott, friss taptalajra kellett

cserélni a régit. A tablazatban lathato egy Osszegoglalas az altalunk vizsgalt sejtvonalakrol.

Sejtvonal Betegség Eletkor Etnikum HER2 ER Pr Depositor
W Coutinho,
EY Lasfargues
Hs578T carcinoma 74 Kaukazusi - - - AJ Hackett
medulallary

BT-594 ductal carcinoma 72 Kaukazusi - -

MDA-MB-157 . 44 Afro-amerikai - - - R Cailleau
carcinoma
MDA-MB-231  adenocarcinoma 51 Kaukazusi - - - R Cailleau
MDA-MB-468 adenocarcinoma 51 Afro-amerikai - - - R Cailleau
. A G Trempe,
SK-BR-3 adenocarcinoma 43 Kaukazusi + - - L] Old
ZR-75-1 ductal carcinoma 63 Kaukazusi - + +/- LW Engel

3.3. tablazat. Vizsgalt sejtvonalak altalanos adatai

Az ATTC honlapjan elérhets és megrendelhets az 6sszes sejtvonal: https://www.lgcstandards-

atcc.org/Products/
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3.2.2. SRB assay

Az SRB (sulforhodamine B - szulforodamin B) vizsgalatot 1990-ben Skehan és munkatar-
sai fejlesztették ki sejtproliferacio vizsgalatra [52]. Az SRB egy fluoreszcens festék, amelynek
szamos kiilonbo6z6 felhasznalési teriilete van, példaul sejtsiirtiség meghatarozasara hasznalhato
sejttenyészetben 16v6 sejtfehérjék mennyiségének meghatarozasaval [53]. Az SRB protokoll négy
f6 1épésre oszthato: sejtvonalak plételése, sejtek inkubacioja a hozzaadott kezeléssel, sejtek fixa-
lasa és festése SRB-vel, valamint abszorbancia méréssel torténd kiértékelés [54).

A sejtvonalak plételésénél az egyik legfontosabb, hogy a plate Gsszes "lyukaba" (well)
ugyanannyi sejtet pipettazzunk, esetiinkben 5000 sejt /well 200 ul tapkozegben. Ehhez elészor at
kellett passzélni a sejteket és egy Falcon-cs6be gytijteni (sziikség esetén téptalajt is adni hozza).
Ezutan meg kell szamolni a sejteket példéul egy automatikus cellaszamlélé rendszerrel. Majd a
megfelel§ szamitasok utan ki kellett osztani a "tiszta" taptalajt és a sejtes taptalajt a megfelels
aranyban. Ezt kovetGen egy inkubalasi id6 kovetkezik (egy nap), amikor a sejtek a wellek aljahoz
tapadnak.

A sejtek kezelése el6tt ki kellett szamitanunk a kivalasztott kezelés megfelel koncentracioit,
és ilyen koncentracioju taptalajokat kellett elgkésziteniink (altalaban higitasi sor készitiink). Ezt
kovetSen a kezelGanyag kiilonboz6 koncentracidival a taptalaj eltavolitasa utdn tudjuk kezelni
tasara masképp novekedhetnek a kiilonbozs wellekben. A kezeléshez doxorubicint hasznéltunk
amely egy antraciklin tipusi antibiotikum, amelyet kiilénféle rakos megbetegedések és Kaposi-
szarkdma kezelésére hasznélnak. Az SRB vizsgalathoz 8 kiillonb6z8 koncentracidban vizsgéaltuk a
doxorubicin hatasat a sejtekre: 8, 4,2, 1,1/2, 1/4, 1/8 és 1/16 pM. Platenként 6-6 ismétlés volt
kezelésekbdl és 12 lyukat normal taptalajjal toltottem fel (ezek voltak a kontrollok). A kiosztés
a abran lathato. A plate széle korben PBS-sel (foszfattal pufferelt sooldat) volt megtolt-
ve, a parolgis gatlasa érdekében. Az életképességi vizsgalatot minden sejtvonalon elvégeztem,
ugyanakkor azért, hogy kovetkeztetéseinket kell6en nagy szamu parhuzamos mérésen alapuld,
megbizhaté eredményekbdl vonhassuk le, a bemutatott atlag értékek nem csak sajat méréseken

alapulnak.
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3.1. abra. A kiilonb6z8 doxorubicin koncentraciok elosztasa a 96 lyuku platen.

A sejtek fixalasahoz 10%-os TCA-t (trichloroacetic acid - triklor-ecetsav) kell hozzéadni és
varni 1 6rat, mig a sejtek fehérje tartalma a wellek aljara rogziilnek. Ezt kovetGen legalabb 5-szor
le kellett mosni a platet (mert a TCA elronthatja a mérés eredményét), amit egy széaritasi idgszak

kovet. A platek kiszaradasa utan kévetkezik a festés, ennek soran 15 percig festjiik a sejteket
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0,4 w/v% SRB-vel, mig elszinez8dnek, majd a platet 1% ecetsavval mossuk. Ez a folyamat azért
fontos, mert minden wellbe sok SRB-t adunk, ami megfesti a sejteken 1évé fehérjéket, de utana
nem akarjuk, hogy a fehérjékhez nem két6 SRB a lyukakban maradjon. Ezutan ismét meg kell

varnunk, amig a plate megszarad.

3.2.3. SRB mérések kiértékelésének folyamata

A kiértékeléshez az els lépés a csapadék feloldasa 10 nM Tris [tris(hydroxy- methyl) ami-
nomethane - trisz(hidroxi-metil)aminometéan| puffer hozzaadasaval. Ezen a ponton nagyon 6va-
tosnak kellett lenniink, hogy minden wellbe pontosan ugyanannyi puffert adjunk a fotometrikus
mérés miatt. Ezt kovetSen razogépre kell tenni a platet, amig a csapadék fel nem oldodik. Amint
teljesen feloldddott, 570 nm-en mérjiik a feloldodott fehérjék fényelnyelését.

Az eredmények kiértékelése soran fontos volt blank méréseket késziteni, hogy a kiilénbo-
z6 id&pontokbol szarmazd mérések Osszehasonlithatoak legyenek egymassal. Ennek segitségével
egyszeriien ki lehetett szamolni a normalizalt értékeket. Az igy kiszamolt eredményeket logarit-
mikus skaldn abrézoltam, majd egy szigmoid gorbét illesztettem a szamitott adatokra. Fontos
kiemelni, hogy egy sejtvonalhoz tartoz6 eredmény minimum 5 parhuzamos mérés atlagolt ered-
kat. Az illesztett gorbe alapjan meghataroztam a GI50 értékeket is, ez jelenti azt a doxorubicin

koncentraciot, ahol a sejtek relativ életképessége 0.5-re csokkent.

3.2.4. RNS izolalas sejtvonalakbdl

Az eljaras nagyon hasonlit az FFPE mintakboél val6 RNS izolalashoz, a nagy kiilonbség,
hogy sejtvonalak esetében nincs sziikség deparaffinalni a mintakat, ugyanis friss mintdkbol dol-
gozhatunk. A sejtvonalakrol le kell dnteni a tapoldatot a sejtekrdl, illetve dvatosan lemosni
PBS-sel a tapoldat maradékat. Ezutén az RNS izoldlas 1épései nagyon hasonlbak, de érdemes
olyan kit-et valasztani, amely kimondottan a mintdkhoz van igazitva. Mi az E.Z.N.A.® HP
Total RNA Kit segitségével végeztiik el az RNS izoldlasat a sejtvonalakbol.

Az els§ 1épés a lizis, ennek a folyamatnak a lényege a sejtek lizdlasa. Ezutan a mintaban
lévé nukleinsavakat az elvilasztéd oszlopra kotjiik, majd DNéz-emésztéssel eltavolitjuk a DNS-
molekulédkat. A harmadik lépésben a fehérjéket és egyéb anyagokat tavolitjuk el a mintakbol
tObbszori mosés és centrifugalas soran. Végiil az RNS-t eludljuk az oszloprél. Az izolatumokat

az FFPE mintakhoz hasonléan ellenérizziik NanoDrop spektrofotométerrel.

3.2.5. TagMan assay

A TagMan assay RT-qPCR-en (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Re-
action - reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio) alapul. A folyamat soran az RNS-régiobol
egy reverz transzkriptéz enzim segitségével cDNS-t allitunk els, majd ezt kovetik a qPCR reakcio
lépések a kapott cDNS-en [55]. A qPCR folyamat lényege, hogy nemcsak a teljes folyamat végén
méri az RNS mennyiségét, hanem minden ciklus végén is. Ezért ez a modszer alkalmas a kiin-
dulasi RNS mennyiségének meghatirozasara, ezaltal alkalmas lehet génexpresszio vizsgalatara
[35].
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A TagqMan assay-hez el6szor primereket kellett terveznem, amikhez a NanoString mérések
adatait hasznéltam fel. A NanoString az egyes gének expresszids mintazatat csak egy bizonyos
szekvencia régiora tamaszkodva azonositja, ezért ezekhez a szekvencidkhoz terveztem a prime-
reket, amiket az AllelID6 és BioEdit segitségével ellendriztem. A [3:2] tablazatban tekinthetGek

meg a vizsgalt génekhez tartozé poziciok.
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4. FEredmények és értékelésiik

Ebben a fejezetben szeretném bemutatni és értékelni a betegmintdkon mért, valaint aa

sejtvonalak vizsgalata sordn kapott eredményeket.

4.1. FFPE mintidk eredményei

Az alabbi részben szeretnék beszamolni az FFPE mintdkon végrehajtott mérések eredmé-

nyeir6l. A célunk olyan gének meghatarozasa volt, amelyek kapcsolatban allnak a betegek teljes

L1 e .

4.1.1. RNS izolalas kiértékelése

Az [A7] 4bran az RNS mennyiségének eloszlasat dbrazoltam a minta fixalasdnak idejének
fliggvényében. Lathato, hogy az adott évben fixalt mintak kozott minden esetben volt kevés
és tobb RNS-t adé minta is, vagyis a régebbi mintédkbol is taladltunk jobbakat és rosszabbakat,
ugyanigy, mint a késébb készitett mintdkbol. Tovabba megfigyelhets, hogy a kinyert RNS
koncentracié sok esetben jelentfs széras mutatkozott. FEredményeink alapjan elmondhatjuk,

hogy a fixalas 6ta eltelt id§ és az izolalt RNS mennyisége kozott nincs egyértelmi Osszefiiggés.
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4.1. abra. A mért RNS mennyiségek a fixdlas évének fiiggvényében a kiilonboz6 eszkdzokkel
(n=188). (Vastag vonal: median; box: interkvartilis tartomany; szélsé szérasmutato: min-max;
kiugro érték: 25 ill. 75 % + 1,5 interkvartilis tartomany)
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A abran a két egészségligyi intézménybdl szarmazo mintak Osszehasonlitasa lathato a
kinyert RNS tekintetében. A kinyert RNS mennyisége a "B" egészségiigyi intézmény esetén
nagyobb szorast mutatott, de azt fontos kiemelni, hogy innen kozel 2,5-szer annyi minta szarma-
zott, mint az "A" egészségiigyi intézménybdl. Illetve fontos még megvizsgalni az atlagokat, ezek

viszonylag kozel allnak egymashoz, a "B" intézmény esetén kissé magasabb.
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(a) NanoDrop spekrtofotométerrel vizsgalva (b) Qubit fluorométerrel vizsgalva

4.2. dbra. Alabréak bal oldalan: Az "A" egészségiigyi intézménybdl szarmazd mért RNS mennyi-
ségének szorasa (n=>54); Alabrak jobb oldalan: A "B" egészségiigyi intézménybdl szarmazo mért
RNS mennyiségének szorasa (n=134). (Vastag vonal: median; box: interkvartilis tartomany;
széls6 szorasmutatd: min-max; kiugro érték: 25 ill. 75 % + 1,5 interkvartilis tartomany)

Osszességében megallapithto, hogy az RNS expressziokban szamottevs eltérést nem tapasz-
talunk az év és az intézmények eltérése esetén sem. Ez alapjan a NanoDrop és Qubit altal

megfelel6nek tekinthetd betegmintakat hasznaltuk a késsbbi vizsgalatokhoz (n=117).

4.1.2. NanoString nCounter mérések kiértékelése

A NanoSting nCounter eredmények kiértékeléséhez elGszor is rendezni kellett az adatainkat

a betegekrdl. Ezt kivetGen felallitottunk két betegesoportot, az uagynevezett "jo prognozisi" és

"rossz prognozisi" csoportokat, a "rossz prognoézisi" csoportba soroljuk, akiknek teljes kovetési

ideje (follow-up time) 5 év alatt van, a "jo prognozisu" csoporta pedig 5 év folottiek tartoznak.
Ezen kiviil egy masodik csoportositést is felallitottunk metasztézis alapjan (nincs, vagy van).

Ezt kévetGen a NanoString nCounter mérési eredményeken elvégeztiink mingségellendrzéseket

és normalizaltuk. A normalizalas kétféle modon tortént. A [£.3] bra alapjan lathatjuk, hogy a

RUVSeq moddszer robusztusabb eredményeket ad, mint a hagyomanyos normalizalds. Az dbran

jol lathato ezen kiviil, hogy sokkal kisebb a szoras (pirossal jelolve) a median értékek kozott, és

a szoras varianciaja is joval kisebb RUVSeq normalizélas esetén. Fzért a kovetkezs 1épésekben

a RUVSeq normalizélas kimeneteit hasznaltuk.

Az adatfeldolgozas soran tobb PCA-t hasznaltunk a t6bb paraméterrel elvilaszthato rész-

adatkészleteken, mint példaul életkor, grade, hogy az adott csoportban 1évé kategoriak kozotti

///////

csoportositva, lathato, hogy PCA segitségével meglehetSsen jol el tudjuk kiiloniteni a betegeket

a két csoprtra.
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After normalization - Traditional_norm After normalization - RUVg_allHKs
NanoString Data NanoString Data
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4.3. dbra. A két normalizdlasi mddszer kozotti kiilonbségek a normalizélas utan. A bal oldalon
a hagyomanyos normalizalés, a jobb oldalon a RUVSeq normalizalas lathato.

Raw Traditional RUVG.topHK
Categorized by: Survival_Group Categorized by: Survival_Group Categorized by: Survival_Group

N
var.)

groups
0

-1

PC2 (10.8%

standardized PC2 (16.3% explained var.)

standardized PC2 (8.7% explained var.)

-

0 1 2 . . . .
. 2 Kl 0 1 . . . .
PC1(61.8% var.) 2 A 0 1 2 3
standardized PC1 (52.4% explained var.) standardized PC1 (26.6% explained var.)

4.4. abra. A csoportositas a tulélési id6 két kategoriaja alapjan tortént: 5 évnél aacsonyabb
kovetési idG esetén a "rossz prognozisi" betegnek szamitott (0-val és pirossal jelolve az abran),
5 év feletti kovetési 1d6 esetén "jo prognozisi" betegnek jegyeztiik (1-gyel és kékkel jelolve)

Ezt kovetGen a normalizalt adatokon differencial-expresszié analizist (Differential expression
analysis - DEA) végeztiink a két csoportra DESeq2 modszer alapjan, ezzel megvizsgalva, hogy

talalunk-e szignifikins mennyiségi valtozast a gének expresszidjiban a két csoport kozott.

A differencialis expressziés analizis eredményeinek megjelenitéséhez Volcano plotokat hasz-
naltunk, amelyek az adott statisztikai modszer (esetiinkben DESeq2) statisztikai szignifikancia
logaritmikus értékét jelenitik meg a nagysagrend valtozas (fold change) logaritmikus értékének
fliggvényében.

A abran a DESeq2 modszer alapjan statisztikailag szignifikins gének lathatok a "jo prog-
no6zisu" kontra "rossz progndzisi" csoportokra, valamint a metasztazismentes és metasztézisos
betegek csoportjaira. Jol lathato, hogy van atfedés a szignifikdnsnak talalt gének kozott, ami
egyben jelzheti ezen gének robosztussagat is. Ez alapjan meghatarozhato6, hogy a mérések alap-
jan a jobb prognozisu betegekben az ELOVLS5 és CLP1 gének expressziéja magasabb, mig a
GJA1 és ACOT13 gének expresszidja a rossz prognozisi betegekben magasabb. A metaszazis
szerinti csoportositéis esetében csak az ACOT13 gén magasabb expresszidja tarsul szignifikinsan
azon betegek tulélésével, akikben metasztazis alakul ki, mig az IL6ST, ELOVL5 és a CLP1 gének

magasabb expresszidja tarsul gyakrabban a betegek metasztézis mentes tulélésével.
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Rossz és Jo tulélési idd Metasztazis és Metasztazismentes tuléles
Significant DEGs: 3 Significant DEGs: 3
Marginal DEGs: 1 Marginal DEGs: 1
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4.5. abra. A Volcano plot, amelyek a gének statisztikai szignifikancidjat mutatjak a DESeq2
modszer alapjan. A bal oldali Volcano diagram a "jo" és a "rossz" prognézisi betegek csoportja-
inak eredményét abrazolja, a jobb oldali pedig a metasztazismentes és metasztézisos emlSrakos
betegek csoportjait.

4.1.3. Génexpresszio és tilélés kozti Osszefiiggések irodalmi adatokkal torténd

Osszevetése

ACOT13 gén emlérakos betegekben mért génexpresszié vizsgalatdra nem talaltam kuta-
tast, féként tiidérakos betegekben szoktak vizsgéalni. Tiidérak esetében a magas expresszidja
altalaban rossz klinikai eredményekkel tarsul [56], |[57], amely egyezik az altalunk talalt eredmé-
nyekkel. CLP1 gén tumorokban 1év6 expressziojat vizsgalé korabbi kutatisait nem taldltam.
Igy vizsgalati eredményeink, miszerint a CLP1 alacsony alacsony expresszidja rovidebb taléléssel
tarsul 4j tudomaéanyos felismerésnek tekinthet§. ELOVL5 gén esetén tobb kutatast is talaltam,
amelynél ugyanigy, mint ahogy a mi eredményeinkbdl lathato, a jobb prognézist mellrédkos be-
tegekben jar magas expresszalioval [34]-[36]. GJA1 gén esetén egy kutatas azt mutatta be,
hogy a mellrak kiilonb6z6 szubtipusaiban jelentGsen eltér a gén expresszaldédasa, a luminaris ti-
pusoknal a jobb (hosszabb) tuléléshez magasabb expresszios szint tarsul, mig a HER2 pozitiv
(enriched) esetén ennek ellenkezGje, vagyis az alacsony szintje tarsul jobb prognozishoz [37]. Meé-
rési eredmények azt mutatjak, hogy a rosszabb prognézisi betegekben expresszalodik nagyobb
mértékben, amely részben egyezik az irodalmi adatokkal. IL6ST gén az eredményeink szerint
szignifikdans korrelaciot mutat a betegek hosszabb tiilélésével, a szakirodalomban is nagyon ha-
sonl6 kutatési eredményeket talaltam [41], [58]. TXNRD1 gén esetén megoszlottak a kutatasi
eredmények az altalam talalt cikkekben. Azonban az irodalmi adatok jelent6s tobbsége szerint a
TXNRDI gén tulzott expresszidja a mellrak progressziojaval tarsul |42]-[44]. Ugyanakkor egyes
szubtipusok esetén ezekkel ellentétes eredményeket is kozoltek [44]. Ezzel megfeleléen a mi ered-
ményeink alapjan sem lehet egyértelmien allast foglalni amellett, hogy a TXNDRI1 expresszidja

ilyen Osszefiiggést mutat a tumor progresszidjaval.

4.2. Sejtes vizsgalatok eredményei

A sejtvonalakon végzett vizsgéilatok célja az FFPE mintdkon kapott eredényekkel valo
Osszevetés, illetve a génexpressziok és gydgyszerérzékenység kozotti kapcesolat keresése volt. Az

igy kapott eredményeket mutatom be az alabbi részben.
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4.2.1. SRB assay eredmények

Az SRB assay soran mindegyik sejtvonalbol legalabb 5 ismétlés készilt. A doxorubicin
kezelés eltéré koncentracioit a sejtek relativ életképességének fliggvényében mutatom be a ko-
vetkez§ abran. A [.6Ga] abra a kiilonbo6z6 sejtvonalak kezelésre vald érzékenységét mutatja. Az
egyeses sejtvonalakhoz tartozo eredmények tobb mérés atlagat tartalmazzak. A mérésekbdl meg-
hatarozhato GI50 értékek a tablazatban lathatoak.

Doxorubicin
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(a) Sejtvonalak relativ életképessége doxorubicinnel (b) Sejtvonalak GI50 értéke doxorubicin keze-
torténd kezelés esetén lésre a méréseink alapjan

4.6. abra. Sejtvonalak relativ életképessége és GI50 értéke doxorubicinnel torténd kezelés ese-
tén. Az egyes sejtvonalhoz tartozé eredmények atlagos értékek, minimum 5 parhuzamos mérés
eredményének atlaga.

4.2.2. RNS izolalas és TagMan assay eredményei

Az FFPE mintakon kiviil, a hét kiillénb6z6 sejtvonalbol is izolaltam RNS-t. A tabla-
zatban lathaté a NanoDrop spektrofotométerrel mért eredmények. Az RNS koncenraciok, illetve
a két RNS mingségét jelz6 mutato (260/280, 260/230) alapjan az Osszes mintat felhasznaltuk a
tovabbi TagMan assay vizsgalatokhoz.

A TagMan assay soran megvizsgaltuk a hét kivalasztott gént, amelyek potencialis biomarkerei
lehetnek az emléraknak: ACOT13, CLP1, ELOVL5, GJAL, IL6ST, TNPO3, TXNRDI1. Ezek
mellett a haztartasi géneket is vizsgaltuk (B2M, GAPDH) a normalizalés, dsszehasonlithatosag
céljabol. Eredményeink alapjan a B2M gén bizonyult alkalmasabb haztartasi génnek, igy tovabbi

eredményeink bemutatasihoz a B2M-hez tartozd mérési eredményeket hasznéltuk fel.

ID Sejtvonal Koncentraci6 A260 A280 260/280 260/230 ACOT13 CLP1 ELOVL5 GJA1 IL6ST TNPO3 TXNRD1 GAPDH
1 BT-549 120.1 3.002 1440 2,08 1.52 BT549 0.894  0.776 0.6159  4.433 2.260 0.717 1.868
2 Hs578T 175.6 4391 2179 2,02 1.50 Hs578T 0.188  0.432 1.342  3.537 1.731 0.709 0.276
3 MDA-MB-157  90.7 2268 1114 2,04 2.20 MDA-MB-157  0.246  0.598 1.229  0.695 0.492 0.600 0.403
4 MDA-MB-231  1104.3 27.608 13.034 2.12 2.00 MDA-MB-231  0.744 1411 0.250  0.105 0.569 1.021 1.263
5 MDA-MB-468 582.9 14.572 7.108 2,05 2.31 MDA-MB-468 1.104  0.790 0.947 0 0.4417 0.532 0.411
6 SK-BR-3 189.4 4.734 2357 2,01 2.26 SKBR-3 0.915  0.891 0.444  0.002 0.694 0.586 3.077
7 ZR-75-1 324.3 8.107  3.956 2,05 2.19 ZR-75-1 2.067  1.194 1.639  0.223 1.715 1.763 0.764

(a) Sejtvonalakbol izolalt RNS mennyiségi és (b) A B2M-hez viszonyitott 27 2CT értékek
mindségi értékelése NanoDrop spektrofotomé-
terrel vizsgalva.

4.7. dbra. A sejtvonalakbol szarmazo RNS izoldlas és TagMan assay eredményei
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4.3. Kapcsolat a génexpresszio és az életképesség kozott

A sejtvonalakon mért génexpresszios adatokat dsszevetettiik a sejtvonalak életképességével.
Ehhez a sejtvonalakat az altalunk mért GI50 értékeik atlagahoz képest csoportositottuk "érzé-
keny" és "nem érzékeny" csoportra. A medianjuk és az atlaguk hasonld volt, amiatt dontéttiink
az atlagnal, hogy ne kelljen kizarnunk sejtvonalat. FEzzel parhuzamosan egy masodik csopor-
tositast is bevezettiink, a sejtvonalak molekularis szubtipusaibol kovetkeztethetéen az alapjan,
hogy a sejtvonal kiindulédsiul szolgalé tumor jé vagy rossz prognodzisunak volt-e feltételezhetd,
tovabba "RP" és "JP"-ként hivatkozom a két csoportra. A abran tekinthetGek meg az igy
kapott eredmények. Mindkét szamitas soran a B2M haztartasi génhez visznyitott eredményeket

hasznaltam fel.
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(a) Vizsgalt gének expresszidja a doxorubicin (b) Vizsgalt gének expresszidja a sejtvonalak ki-

érzékenység fiiggvényében ("érzékeny" és "nem indulasaul szolgalo tumorok varhaté progresszi-

érzékeny" sejtek: a mért GI50 érték atlaga men- 6ja fiiggvényében ("RP": rossz prognozisu tu-

tén csoportositva) morbdl inditott sejtvonal; "JP": jo prognozisu
tumorbdl inditott sejtvonal

4.8. abra. A génexpressziok és életképességek kozotti kapcesolat, a B2M génhez szamitva

A sejtvonalak "érzékeny"-"nem érzékeny" és "RP"-"JP" szerinti csoportositiasa alapjan az
lathatd, hogy bizonyos gének mutatnak szidmottevd eltérést. Legnagyobb eltérést az IL6ST gén
esetében tapasztalhatunk, ahol a mérések alapjan a magasabb expresszi6 tarsul a feltételezhetGen
kisebb malignitashoz. Fz az eredmény aldtamasztja a NanoSting vizsgalat soran klinikai minték
esetén kapott eredményiinket, ahol az atlagosnal hosszabb teljes tulélés tarsult nagyobb IL6ST
expresszioval. Az ELOVL5 gén expresszidja esetében is egybecsengd eredményeket kaptunk a
beteganyagon és a sejtvonalakon mért eredmények tekintetében. Ugyanakkor, ebben az esetben a
sejtvonalakon mért eredmények szorésa nagymértéki. Az ACOT13 esetében pedig ellentmondo
eredményeket kapunk, a sejtvonalakon végett vizsgéilat azt mutatta ki, hogy a magasabb ACOT13
expresszio tarsul jobb prognézissal, mig az irodalom és a betegmintédkon végzett mérés eredménye
ennek ellenkez§jére utal. A tobbi gén esetében a sejtvonalakon mért eredmények szordsa nem

tette lehetdvé robusztus kovetkeztetés levonasat.
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D. ésszegzés

Munkam sorédn hét olyan gén expresszidjat vizsgaltam, melyek kifejez6dése prognosztiv és
prediktiv értékkel birhatnak. Osszesen 188 betegbél szarmazé FFPE mintabol izolaltam RNS-t,
majd az igy kapott izoldtumok génexpessziés mintazatait NanoString nCounter rendszer segit-
ségével hataroztuk meg. A génexpresszidés mintazatokbol a normalizélast kévetSen differenciél
expresszi6 analizist hajtottam végre, igy sikeriilt elkiilonitenem azon géneket, amelyek expresszi-
61 szignifikdnsan korreldlnak a betegek tulélési idejével vagy a betegek metasztazisos/metasztéazis
mentes voltaval. A mérések soran a CLP1 és ELOVL5 gének magasabb expresszios értékei mu-
tattak szignifikins korrelaciot a betegek hosszabb tulélési idejeivel. A GJA1 (és valamelyest az
ACOT13) expresszidja pedig a rossz prognozist betegekben mutatkozott magasabbnak: GJAL.
Metasztéazis mentes tilélés esetén az IL6ST, ELOVL5 (és valamelyest CLP1) gének expresszioit,

mig metasztazisos betegeknél az ACOT13 expresszidjat taldltuk magasabbnak.

A betegekbdl szarmazé mintdkon mért eredményeket Gsszevetettiik hét kiilonbozd emlsrak
sejtvonalon végezett in vitro vizsgalat eredményével, azt vizsgalva, hogy a sejtvonalak az egyes
gének tekintetében mennyire erdsitik meg a betegminték elemzése sordn tett megallapitasain-
kat. Vagyis az adott gén tekintetében a sejtvonalak mennyire tekinthetSk jo kisérleti modellnek.
Ennek érdekében megvizsgaltuk a sejtvonalak doxorubicin-érzékenységét SRB assay segitségé-
vel. Ezt kovetGen a sejtvonalakbol is izolaltam RNS-t, majd a mennyiség és mingségellendrzést
(NanoDrop spektrofotométer) koveten TagMan RT-qPCR mérést végeztiink rajtuk a hét kiva-
lasztott génre. A sejtvonalak kozott mind doxorubicin-érzékenység, mind génexpresszio tekinte-
tében tapasztalunk eltéréseket, ami lehetGséget adott annak vizsgalatara, hogy az egyes gének
expresszidja Osszefiiggésbe hozhato-e a sejtek doxorubucin érzékenységével ezaltal megerdsitve a

klinikai adatokon kapott Osszefiiggéseket.

A sejtvonalakat két féle modon csoportositva - a doxorubicin kezelésre adott valaszuk alap-

"-"nem érzékeny" és a kindulasul szolgéld tumor varhaté prognozisa alapjan "RP"-

jédn "érzékeny
"JP" (rossz prognozisu — jo prognozisi) - tapasztalunk osszefiiggést egyes gének expresszioja és a
sejtvonalak doxorubicinérzékenysége kozott. Legszembetinébben az IL6ST gén esetében, amely-

nek magasabb expressziéja jobb prognozissal tarsul.
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