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1. BEVEZETES

1.1. A petefészek tumorok

A petefészek tumorok aoén daganatok legrosszindulatibb csoportjat
alkotjak. A roknél ez a nyolcadik leggyakrabbarsferdulé daganat. Eurépaban
kozel 43.000, az Egyesiilt Allamokban kdzel 22.0p@aganatos megbetegedést
ismernek fel évente. Magyarorszagon évi 1200 Ujadatps megbetegedéssel és
600, a daganat kovetkeztében kialakult haldlesstémolhatunk. Bar az elmdit
évtizedekben a kezelés hatékonységa fokozatosaitt, javkezelést kovét5 éves
tulélés még mindig 30% alatt marad.

A petefészek daganatai klinikailag nagyon hasoniégjelenések,
tinetszegények, sokféle nem daganatos betegség@iniszhatnak. Ez megneheziti
a diagnozis feldllitasat. Sokféleségik annak kdszbn hogy olyan sejtekid
indulnak ki, amelyek nagyon valtozatos széveti lszeetté tudnak differencialodni.
A daganatok nemcsak szOvettanilag sokfélék, hanemfoibgiailag (cystikus és
solid tumorok) és funkciondlisan (hormontertneEs hormonalisan inaktiv
daganatok) is.

A daganat gyanuja tulajdonképperiitéti javallatot jelent, mivel csak a
szdvettani vizsgdlat ad biztos diagnozist. Mivel még nem ismeriink egyetlen
rdkmegebzo allapotot sem, melyre hatékonyisiprogramot lehetne épiteni, csak a
daganat minél korabbi stadiumban valé felismetéséiletve a kezelések
hatékonyabba tételdtvarhatunk kedveb eredményeket.

1.2. Szbvettani tipusok

Az ovarium daganatok szovettani klasszifikacio@m, WHO ajanlasa
szerint, figyelembe veszi a daganat kiindulasi &el¥ szerint megkilonbodztetiink
felszini (coeloma v. germinalis) ham, ivarléc (sexd), csirasejt, illetve specialis
ovarialis stroma kiindulasu tumorokat.

A klinikumban a petefészek valédi daganatainak98®-a indul ki az
embrionalis coelomaham multipotens sejtjéiszarmazoé ovarialis felszini hambal,
illetve a felszini hdm stromaba nyomult apré inidescystaibol. Az epithelialis
daganatok kozul leggyakrabban serosus, mucinosgeneetroid és ritkan vilagos
sejtes (clear cell) carcinomaval talalkozunk.

Biologiai viselkedésiiket és szdvettani képlket nisid a daganatok
lehetnek benignusak, malignusak, és borderline flealignant potential — LMP)
tumorok.

1.3. A tumorkeletkezés folyamata
A genomikus vizsgalatok azt mutatjak, hogy mucirsoadenocarcinomak,
a borderline tumorok és benignus cystadenomak ifandisszetétele rendkivil
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hasonlit egyméasra. E mellett a K-RAS mutaciék dpeiak a borderline
tumorokra, a low-grade tumorokra, valamint a musiro adenocarcinomakra. A
fenti megallapitasokbdl kézenfalan kdvetkezik, hogy a karcinogenezis inkabb az
adenoma — borderline tumor — invaziv adenocarcinornalat kovetheti.

1.4. Petefészekrak kezelése

1.4.1. Miitéti kezelés

Az ovarium tumorok eldleges kezelése sebészi. Aitati beavatkozas
célja egyrészt a stadium pontos megallapitasa,n@rtumaximalis eltavolitasa,
valamint szdvettani vizsgalatra anyagminta vétele.

A mitét tipusa transabdominalis hysterectomia kétolaidiiexectomiaval
és cseplesz resectioval,ékttsak kivételes esetekben lehet eltérni. Amenmyitél
a fertilitds megrzése, és a daganat csak az egyik petefészekhahatél meg,
tovabba a sebészi staging a hasban sehol mashdpaeail daganatot, akkor széba
jon az egyoldali adnexectomia is.

1.4.2. Kemoterapia

la és Ib grade 1 tipusu daganatoknal dnmagabagségés a sebészi
kezelés. Ezeknél magasabb stadiumu betegségebasetindenképpen javasolt az
intravénas vagy intraperitonedlis adjuvans kemptésikezelés.

Minden hameredét ovarium tumoros betegnél a taxol-platina alapi
kombinalt kemoterapia az élgnt valasztand6 kezelés (Ib sgindvidencia, A-
tipusi ajanlas) ennek formaja tartalmazhat paditearboplatin, docetaxel-
carboplatin vagy paclitaxel-cisplatin kombinacidkat

A kemoterapias ciklusok szamatderban a daganat stadiuma hatarozza
meg. Korai stadium esetén 3-6 ciklus, migrehaladottabb stadiumban 6-8 kezelési
ciklus ajanlott. Tumormarkert ternteldaganatok esetén a negativ marker szint
elérése utan még két ciklus adasa ajanlhaté. Anileamya daganat tumormarkert
nem termel, Ugy a kemoterapias kezelés megkezdiése ebvégzett CT lelet
eredményét hasonlitjuk 6ssze a 6. kezelés utaneité@a lelettel. A két érték
alapjan dontink a tovabbi kezeldsr (kezelés befejezése, folytatasa,
protokollmddositas).

1.4.3. Hormonok

Az ovarium tumorok csaknem 75%-a receptor pozitezért a
progesztagének, illetve az antiésztrogének potkscikoté elemei az ovarium
daganatok kezelésének. Az ugyancsak megfigyeltogeédr receptor pozitivitas
tovabbi terapias megfontolasokat vethet fel.



1.5. Az ovéarium carcinomak prognosztikai faktorai

1.5.1. Klinikai paraméterek

A petefészekrakok 70%-adeéhaladott staddiumban (FIGO I1I-1V.) kerdl
felismerésre, progndzisuk ezért rossz, az atlagées 40-45%.

A legfontosabb prognosztikai faktor a tumor FIG@okztas szerinti
staddiuma. |. stddiumban az 5 éves tulélés 90-93%stddiumban 70-75%, Illa
stadiumban 30-40%, lllb stadiumban 20-30%, mig édclV. stadiumban 5% alatti.
Az adatok az Egyesiilt Allamok National Cancer togi Surveillance
Epidemiology and End Results adatbazisabél szarakazn

A prognozist befolyasolja az életkor, a fiatalakbrban ebforduld
tumorok prognézisa jobb. Befolyasolé tényemég a beteg altalanos allapota,
testsulya, a tumor szovettani tipusa, a differdtség foka (grade), a cytoreductiv
miitétet koveben visszamaradt rezidudlis daganat mérete, a ajitmsnokkal
szembeni rezisztencia mértéke, valamint az as@tesléte. Az aneuploid tumorok
prognozisa altaldban rosszabb.

1.5.2. A petefészekrak génexpresszié alapu biomarikes

Feltételezték, hogy petefészekrakbol késziteteggresszios vizsgalattal
nemcsak azonositani lehet a hibasafikdds géneket, de ezeket a géneket
molekularis markerként is fel lehet hasznélni &egség viselkedésének leirasara. A
hibasan mkods géneken keresztil meghatarozhatjuk a betegség kutdtis
karakterisztikajat, megérthetjilk a betegség kitkkét, és ezen keresztil Uj
modszereket fejleszthetiink ki a betegség felisrdeeédletve célzott kezelésére. A
génexpresszids analizissel azonositani lehet afépeékrak karcinogenezisét,
kilonbo® szovettani szubtipusait, a kezelésre adott valaszprogndzist és a
progressziét.

A klinikai gyakorlatban azonban a monogénes maikdelhasznalasa
kénnyebben megvalodsithatd. Ezeket tumormarkerledrgtlhasznalni, amelyekkel a
betegség nyomonkovetése is megoldhatd. Ezek kokiihikai gyakorlatban a Ca-
125, valamint a HE4 hasznalata terjedt el.



2. CELKIT UZESEK

Régota feltételezik, hogy egy sejt, vagy szovetegpressziés mintazata
egyértelnien meghatarozza a sejt, illetve a szovet biologsslkedését. Ugyanezt
feltételezzilk daganatok esetében is, tehat ha r@eghauk a daganatszovetben
jelen 1éw aktivalt géneket, ezek alapjan meg tudjuk mon@adaganat szdvettani
felépitését, biologiai viselkedését, a klinikai &Esre adott valaszat, valaminbrel
tudjuk jelezni a betegség lefolyasat, esetlegedlésiét. Munkamban célom volt
ezeket a géneket meghatarozni petefészekrak esetébe

A daganatszdvetekben meg lehet hatarozni az dsktesgént is, de ez
rendkivili anyagi raforditast igényel. Ahhoz, haayklinikumban ésszérkeretek
kozott lehessen genetikai vizsgalatokat végeznig rkell hatarozni azokat az
ugynevezett csucsgéneket, amelyek génexpressziéjdemes vizsgalni a
daganatszovetben. Ennek meghatarozasara két (wwoiredultam el. Eiszor is
léteznek olyan nyilvdnos génbankok, melyek tudoroénykutatas céljara
hozzaférhdtvé teszik kilonbdz normal szévetekdd és betegségekh koztik
petefészekrakbdl szarmazé mintak teljes génexposssizsgalatanak eredményeit,
a pontos szovettani tipusat, illetve szamos esetiograférhétk még a mintahoz
tartozé klinikai adatok is, példaul a betegség kese illetve a daganat kezelésre
adott valasza, a beteg tulélése is. Ezeket az katairegkerestem, illetve tdblazatos
formatumban letdltottem.

E mellett az irodalomban vannak tanulmanyok, melkekkrét gének
expresszidjat vizsgaltdk petefészekrak esetébenekeEz a tanulmanyokat
megkerestem, és 0Osszehasonlitottam a leirt gérekeyilvanos génbankokbol
szarmaz6 adatokkal.

A fenti két modszer alapjan kigjgott adatokat a megfekelstatisztikai
modszerekkel feldolgoztam, és minden esetben maglzaam azokat a
csucsgéneket, melyek a legnagyobb valds#iggel hatarozzak meg a daganat
viselkedését.

A meghatarozott csucsgéneket ezt kéeatklinikai mintdkon teszteltem.
Petefészekrakbol szarmazd szévetmintakadjtgygem az 1. Sz. Szllészeti és
Nogyoégyészati  Klinikan, valamint az Orszagos OnkaldgiIntézetben.
Osszegyjtottem a mintakhoz tartozé klinikai adatokat is.zt Ekdveben
megvizsgaltam, hogy a kordbban meghatérozott céteggek tényleg igazolhatd-e
szerepe a klinikai mintakban is.

Osszefoglalva vizsgélataim soran a kovetkezrdésekre kerestem valaszt:

1. Az irodalomban leirt apetefészekrak szovettani osztalyozasaval
Osszefliggésbe hozott génlistdk koéziul melyik képdsggdtlen
adathalmazokon is hatasos osztalyozasra?
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2. Az irodalomban leirt apetefészekrak progndézisaval dsszefliggésbe
hozott génlistak kdzil melyik képes fliggetlen adhttazokon is hatasos
osztalyozasra?

3. Daganatos petefészek szovetmintak microarray alg@dexpresszios
mintazatanak elemzésével azonositani lehet-e oféameket, amelyek
expresszidja dsszefliggésben van a betegség progiessval?

4. Daganatos petefészek szdvetmintak microarray alg@hexpresszios
mintazatanak elemzésével azonositani lehet-e ofameket, amelyek
expresszidja 0sszefliggésben van a tumor szévetttipusaval?

3. MODSZEREK

3.1. Microarray rendszerek

Munkam soran génexpressziot vizsgaltam, amely @oairay technikan
alapul. A DNS/RNS szélakon elhelyezkedukleinsavak, a nukleotid bazisparokon
keresztill hidrogénkdtésekkel kapcsolédnak egymashdnél tdbb bazispar
egyezik meg egymassal két nukleinsav lancon, aemigebb kétéssel kapcsolddnak
egymashoz. Ha fluorescensen jeldlt cél-szekventkdg@csolunk a mintdkhoz, meg
tudjuk hatarozni azokat a helyeket, ahova a DNS/RE&ak kdébddnek, illetve a
mintédban 166 DNS/RNS mennyiségére is kaphatunk informaciot.

A microarray technikanal az oligonukleotid célfezmencidk egy szilard
felszinre, altalaban szilikon alapu felszinre edatznak (ezt nevezzilkk gén chip
technoldgianak). Az egyes ,helyek” (spot) picomalngpecifikus DNS/RNS
szekvenciat tartalmaznak, ezeket probaknak (probeyvezzik. A préba
tulajdonképpen egy génnek egy rovid szakasza, hibhdizalni képes a specifikus
génnel. Ezzel lehéség nyilik az adott gén azonositasara. Egy szilifeseinre
gyakorlatilag barmennyi oligonukleotid prébat felhket vinni, ezzel egymassal
parhuzamosan tobb gén vizsgalatara is tesdgf nyilik.

3.1.2. GEO: microarray lerakatok

Gene expression omnibus vagy réviditve GEO az Sgyeillamokban
miikddd National Center for Biotechnology InformatiqiNCBI) &ltal Iétrehozott
nyilvanos génbank. A GEO, tébb fliggetlen kiseblotatbrium mellett, az eurdpai
székhelyt European Molecular Biology Laborato(EMBL) és a japarDNA Data
Bank of Japan(DDBJ) adatbazisat is koordinalja. A laboratorikmadatbazisa
elektronikusan &ssze van kotve, melyet napi szifiissitenek. 2011 aprilisaban
135.440.924 génszekvenciat tartalmazott, ezek ké@diinféle fajok, igy az ember
géndllomanya, illetve normdlis és mindenféle beaighd, koztik tumoros
szovetekbl szarmazd mintak teljes génexpresszios mintaza&érhei. A mintak
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mellett sokszor elérhitaz ehhez tartozé klinikai adatbazis is, bizonysstekben a
betegség kezelése és kimenetele is nyilvanos.

3.1.3. Microarray adatbank felépitése

A vizsgalat kezdetén sziikséges volt egy elegemahagy, génexpresszids
és Kklinikai adatokat tartalmazé adatbank felépitéEbhez szisztematikusan
atvizsgaltam a Pubmedt{p://www.pubmed.coin és a GEO adatbazist (Gene
Expression  Omnibus) hftp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ged/ A  felhasznalt
kere$szavak a kovetkék voltak: “ovarian”, “normal”, “cancer” and “GPL96and
“GPL570" (ezen utolso keitaz Affymetrix HGU133A és HGU133A+2 microarray
platformok hozzaférési nevei). Csak azokat a taAolokat hasznaltam fel, ahol
hozzéaférhetek voltak az eredeti, nyers microarray adatok ldinikai adatok is.

3.2. Statisztikai analizis

A letdltétt nyers microarray adatokat MAS 5.0 algroussal
normalizdltam az R statisztikai kornyezetbért(://www.R-project.orly amihez a
Bioconductor Affy csomagjat hasznaltam fettp://www.bioconductor.ofg Ezutan
a GPL570-es microarray platformot 6sszefésiiltenPa96 platformmal. Ehhez a
Netaffx analizis centrum h{tp://www.affymetrix.comp microarray tablazatait
hasznaltam (mivel a GPL570-es platform valamenrBL@6-0s prébat tartalmazza,
az dsszefésilés soran lényegében a GPL96-0on neeplzardébakat tavolitottam el
a GPL570-es mintakbol).

Ezt kdveben a génexpresszios adatokat a BRB-ArrayTools JBr0
Richard Simon és Amy Peng Lam &ltal fejlesztettatdsi célra ingyen hozzafértiet
statisztikai program, http:/linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.htinl programba
importéltam. A génhalmazok ¢sszehasonlitdsat ettégea kulonbéz szovettani
tipusokra, valamint a normalis petefészek szovstrA szignifikancia szintjét 0,01-
ben hataroztam meg. A vizsgalat eredményeképpenratysort kaptam a teljes
genetikai allomanyra nézve, amely megmutatja, homelyik gének a
legfontosabbak a petefészekrak kialakulasa szejdadht

3.3. Klinikai mintagy ijtés

A validaciés vizsgalathoz petefészekrakbdl szatmezbvettani mintakat
gytjtdttem a Semmelweis Egyetem |. Sz. Szilészeti &gybhyaszati Klinikajan,
valamint az Orszagos Onkoldgiai Intézet 6gydgyaszati Osztalyan. A
mintagyijtéseket az intézmények etikai bizottsaga felugyelPetefészekrakra
gyanus betegeknél aiitét kapcsan eltavolitott ovariumokbél kb. 1°%mes mintat
vettem. A nyert anyagokat az eltavolitasukat kéeetazonnal -80 °C-raitottik le,
és ezen admérsékleten taroltam az RNS izolalasaig.



2000 és 2005 kozott Osszesen 124 petefészekrakbahazd mintat gijtottem
Ossze. Ezekdd csak azokat a mintdkat és klinikai adatokat hakam fel,
amelyeknél kivalé mibsédi RNS-t sikertilt izolalni, valamint a szévettani sg@élat
egyértelnien petefészeklh szarmazd daganatot igazolt. A fenti kritériumok
figyelembe vételével 64 hasznalhaté mintat kaptam.

3.4. RNS izolélas és mifségi kontroll

Az RNS-t Qiagen RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Gerpasegitségével
izolaltam. A mintakat lizaltam és homogenizaltamO@OGITC tartalma lizis
pufferrel és Bl B-mercaptoethanol tartalmu oldattal. Az igy nyerntai Polytron
homogenizatorral centrifugaltam 30-40 masodpernigjd Proteinase K oldattal
emésztettem 55 °C-on 10 percen keresztll. Az dldamiikon membranon
atsfirtem, majd DNase |. kezelésnek vetettem ala, hoelest egészében
eltavolitsam bélle a genomikus DNS-t. A nyert RNS-t feloldottam BORNaz-
mentes desztillalt vizben.

A mennyiségi és miiségi analizist Nanodrop1000-es készilékkel (BCM,
Houston, TX, USA) és gélelektroforézissel végez{émilent Bioanalyzer System,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)z KNS A260 és A280
fehérjekoncentraciot és ezek aranyat, vagyis a amiti$ztasagat ugyancsak
megmértem. Csakis a j0 nosedi, sérilésmentes RNS-t tartalmazé mintakat
fogadtam el, melyek normalis 18S és 28S ribosza®@NS csikokat mutattak a
Bioanalyzer analizissel. A nyert RNS-t -80 °C-rgyfasztottam le az RT-PCR
mérések elvégzéséig.

3.5. TagMan RT-PCR mérések

TagMan real-time PCR méréseket végeztem é&zetdsen kivalasztott 40
gén expresszids mintazatanak meghatarozasara. Asek@&t Micro Fluidic Card
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USApisségével végeztem. A 40
vizsgalt gén kozoétt szerepet kaptak a tulélése@lzésében és a szOvettani tipus
meghatarozasdban szerepet jatszé gének is. Viasgalhég a kemoterapias
rezisztencia kialakulasaban szerepet jatsz6 génefrebulinok és ABC
transzporterek), az etk kialakulasaért felés géneket (mammaglobin-A és
synuclein gamma), valamint két housekeeping génglyek a késbbi minoségi
kontroll szempontjabdl voltak fontosak. A housekegpgének meghatarozasara
azért volt szikség, mert ezeknek mindeénsgjtben nkddniuk kell. Hianyukban a
sejt elpusztul, igy meghatarozasuk kontrollkéntrezzel a tanulmanyban. A
méréseket az ABI PRISM® 7900HT Sequence Detectigateth segitségével
végeztem, a készilék technoldgiai leirasanak mel¢yél.



3.6. A RT-PCR mérések adatainak feldolgozasa

A mérési adatok feldolgozasara az Applied Biosyste altal fejlesztett
SDS 2.2 szoftvert hasznaltam. A kivont delta Cékeket a klinikai adatok szerint
csoportokba rendeztem és péarositottdiket. (A delta Ct érték az adott
génexpressziora normalizalt érték, mely a mintatsdalhatd ribosomalis 18S és
RPLPO atlagos expresszi6jahoz kerilt normalizalasfa klinikai adatokbol a
recidiva-mentes és teljes tulélést, valamint a stémi tipusokat hasznaltam fel
csoportositasra.

Ezt kdveten a két csoporton tulélési vizsgalatot (survivallgsis)
végeztem Significance Analysis of Microarrays (SAs&gitségével. Kaplan-Meier
thlélési elemzést a WIinSTAT 2007 for Microsoft Elxpeogram (Robert K. Fitch
Software, Germany) segitségével végeztem.



4. EREDMENYEK

4.1. A microarray adatok meta-analizise

Osszesen 829 petefészek-minta microarray adattittem le. Ebbl 806
petefészekrakbo6l szarmazé minta (GSE9891, GSE14Q®E2109, GSE6008,
GSE14764, GSE3149 és GSE15578 adatbazisok), vdlagBn egészséges
petefészekll szarmazé minta (GSE15578, GSE14001, GSE3526, GE1
GSE2361, GSE7307 és GSE6008 adatbazisok) adatundltam fel. A teljes
normalizalt adatbazis, mely tartaimazza a MAS5 esgzids értékeket és a
mintédkhoz tartozo klinikai adatokat, a
http://www.kmplot.com/ovar/@ovary normalized.hanlapon érhék el.

Ezen kivil felhasznaltam a 38 korabbi petefésiddala kapcsolatban
publikalt génlistakat is. A génlistakat Affymetriricroarray adatokra konvertaltam
(ehhez az Affymetrix A&ltal, a microarray-on d&evprébadk génekkel vald
kombinalasara készitett tablazatot hasznaltam).k Gesokat a tanulmanyokat
hasznéltam fel, ahol a gének legaldbb 50%-at mbgtdét feleltetni Affimetrix
probaknak (n=16). A tanulmanyokbdl kapott génlistlkmegnéztem, mennyire
képesek dire jelezni fliggetlen analizissel a kilonbséget @iiemés daganatos
folyamat kozott, illetve a kuldnbdz szdvettani tipusok kozétt. P<0.005-es
szignifikancia értéknél dsszesen nyolc publikaciébdarmazo génlistat talaltam
alkalmasnak a fentiek elkiilonitésére.

Tuléléssel kapcsolatos adatokat két korabbi taémyinan talaltam
(GSE3149 és GSE14764). Ezek 6sszesen 199 mintatntaznak. A korabban
publikalt génlistdk egyike sem volt képes szigdifikan €lre jelezni a tulélést
ezekben a betegekben.

A letdltdtt és 6sszekombinalt microarray adatha@lziglkalmasak voltak a
tulélést és szovettani tipust meghatarozé génekdeikésére.

A meta-analizis alapjan a serosus carcinoma aiki@gére alkalmas gének
a kovetkedk: TSPANS (tetraspanin 8)WT1 (Wilms tumor 1),NPR1 (natriuretic
peptide receptor AMSLN (mesothelin)GAS1 (growth arrest-specific IMUC16
(mucin 16),SPON1(spondin 1)LYPD1 (LY6/PLAUR domain containing 1).

Az endometroid carciniomat WT1 (Wilms tumor 1), GAS1 (growth
arrest-specific 1),|IGF2BP2 (insulin-like growth factor 2),ARHGAP29 (Rho
GTPase activating protein 29)GAS6 (growth arrest-specific 6),MSLN
(mesothelin), SCGB2A1 (secretoglobin, family 2A), MLPH (melanophilin) gk
segitségével azonosithatjuk.

A vilagossejtes carcinomat RBX1 (pre-B-cell leukémia homeobox 1),
MEIS1 (Meis homeobox 1)CLIC5 (chloride intracellular channel 55 XADR
(coxsackie virus receptoNyYT1 (Wilms tumor 1), TCF7L2 (transcription factor 7-
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like 2), FXYD2 (FXYD domain containing ion transport regulator, 3} C3Al
(solute carrier family 3 member 1) génekkel mutgitkaki.

Valamint a mucinosus carcinomat B¥X2 (empty spiracles homeobox
2), CHI3L1 (chitinase 3-like 1)PAX8 (paired box 8),TFF1 (trefoil factor 1),
SPINK1 (serine peptidase inhibitor, Kazal type CEACAMG6 (carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion moleculeT™F3 (trefoil factor 3) gének megjelenése
jellemzi.

A statisztikai analizis soran a petefészekrakléatnek direjelzésére
alkalmas géneket jeleigégiik szerint sorrendbe allitottam. A legfontosablgén
sorrendben a kovetkéz PRPS2 (phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2),
ZYX (zyxin), DOPEY2 (dopey family member 2PHF1 (PHD finger protein 1),
HSDL2 (hydroxysteroid dehydrogenase like 2, ANCL (Fanconi anemia,
complementation group L)L.YPLA2 (lysophospholipase I)MYO9B (myosin
IXB), HDGFRP3 (hepatoma-derived growth factor, related protejn MYRIP
(myosin VIIA and Rab interacting proteir)20388_at(nincs neve)GIPC1 (GIPC
PDZ domain containing family, member IREST (REZ1-silencing transcription
factor), ARMCX1 (armadillo repeat containing, X-linked XJ;TNNAL1 (catenin,
alpha-like 1).

4.2. Klinikai adatok feldolgozasa

A klinikai adatokbol vizsgaltam a daganat szovett#pusat, a betegség
stadiumat, a daganat differencidltsagi fokat (gyade recidiva kialakulasat, a
recidiva-mentes tulélést, az 6sszesitett tllédstlkalmazott kemoterapia tipusat,
valamint a masodlagosan kialakul6 érakot.

A betegek atlagos életkora 60+11 év volt. Az d@tagecidiva-mentes
talélés 24,5 hénap volt. Osszesen 31 recidiva Beteganyagunkban az atlagos
tulélés 29 hénap volt (23 halélesettel). Negyvemnégetegnél alacsony
differencialtsagu serosus, haromnal magas diffédieagu serosus daganatot, hat
esetben hatareset (borderline) serosus tumortumakal Négy betegnél alakult ki a
kezelést kdvéien masodlagos efirk.

4.3. TagMan RT-PCR mérések

Tanulmanyom egyik célja volt a meta-analizis altabghatarozott
legfontosabb gének tesztelése TagMan analizisseegitel klinikai mintdkon. A
meta-analizis segitségével meghatarozott csuckgémellett az irodalomban
fellelhet petefészekrakkal kapcsolatos géneket is teszteltem

A kivalasztott gének expresszidjat haroms fszempont koéré
csoportositottam. Ennek megféleh a tdlélést meghatarozé gének, a szovettani
tipust meghatarozé gének és a kezelést kémetnasodlagosan kialakul6 émdkért
felelos gének keriltek fliggetlen analizisre. A viszonylatacsony klinikai
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mintaszam miatt csak a high-grade serosus szovéfast tudtam dsszehasonlitani
az Osszes tobbi szdvettani tipusbdl képzett cshor klinikai valtozokbdl
egyediil a daganat stadiumat lehet dsszefliggésbedtzélési adatokkal (p=0,02).

A magas malignitdssal rendelkeserosus ovéarium carcinomat Klinikai
mintakon is egyérteliren azonositani lehet a kdvetkegénekkel:GAS1 (growth
arrest-specific 1 fehérje)WT1 (Wilms tumor 1), MSLN (mesothelin),NPR1
(natriuretic peptide receptor A/guanylatecyclase, ABPANS8 (tetraspanin 8),
ARHGAP29 (Rho GTPase activating protein 28)lJC16 (mucin 16, cell surface
associated)ZYX (ESP-2, HED-2),MYO9B (myosin IXB), SNCG (synuclein,
gamma/breast cancer-specific protein MUBB1 (tubulin, beta 1), MAP4
(microtubule-associated protein Z)JBA1B (tubulin, alpha 1b).

Vizsgalataim alapjan @OP2A gén (topoisomerase (DNS) Il alpha) képes
elkuldniteni a magas malignitasi serosus tumoglazsony malignitast borderline
daganattol.

4.4. Tulélési elemzések

A tuléléssel kapcsolatos géneket Kaplan-Meier isahplots analizissel
dolgoztuk fel. Az adatfeldolgozasban az atlagosegpresszié szempontjabdl két
csoportot kildnitettink el. Az egyik csoportot atlagosnal alacsonyabb
génexpresszid, a masik csoportot az atlagoshozsképagasabb génexpresszid
mintak alkottak. Az adatelemzést elvégeztiik a feaidnentes tilélésre és a teljes
thlélésre is.

Az elemzés alapjan az 0sszesitett tulélés szepapohharom gén, RGR
(progeszteron receptofiSR2 (0sztrogén receptor 2) ésT&PANS (tetraspanin 8)
bizonyult meghatarozénak.

A recidiva-mentes tilélést MAPT (microtubule-associated protein tau)
€s aSNCG (synuclein, gamma) jelezhetikoet.

A recidiva-mentes tulélést taxol és carboplatiméerapias kezelésen
atesett betegeknélMYRIP (myosin VIIA and Rab interacting protein) éSBCG
(synuclein, gamma) segitségével jelezhetjidkeel
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5. KOVETKEZTETESEK

A petefészekrak molekularis genetikai vizsgalataégvilagitasba helyezi
a betegség kialakulasat. Az irodalomban fellélhkorabbi vizsgalatok korlatait
atlépve a Gene Expression Omnibus altal elérimngilvanos adatok segitségével
valédi meta-analizist végeztem. Osszgtittem az osszes fellelltetkorabbi
publikaciot, mely a petefészek karcinogeneziséwetpvettani tipusaival és
progndzisanak étejelzésével foglalkozott. A meta-analizis alapggonositott Uj
géneket RT-PCR vizsgalattal validaltam 64 petefésiaganatban szenveg@aciens
mintain

5.1. Multigénes markerek klinikai alkalmazhatésaga

Munkam sorén ékz6r megvizsgaltam az irodalomban fellethésszes
génexpresszidés vizsgalatot, amely a petefészeldraklipcsolatban éllhat. A
kilonbo vizsgalatok kulonbdz microarray technikakkal késziltek. Ezek alapjan
Osszesen 463 gént taldltam, melyek Osszeflggéskbatdtx a petefészekrak
szdvettani tipusaival. Ugyanakkor egyetlen olyantg@em talaltam koztik, melyet
azonositottak volna legalabb két kulonbdzsgalatban.

Vizsgalatommal nem sikeriilt alatamasztanom tébtultaany klinikai
jelentbségét. A kordbban megjelent génlistdb6l minddsszes8tben sikerlt
szignifikdns 6sszefliggést talalni a kérkép visellsgdel kapcsolatban, és egyik
génlista sem bizonyult szignifikdnsnak a kezeléstel tulélés ebrejelzésére. A
legvaldszittibb magyarazata annak, hogy a vizsgalatokat nemartudéprodukalni,
az lehet, hogy korabban csak alacsony esetszamaganaltak fel. Szerepet jatszhat
még az is, hogy nem azonos kliniko-patolégiai pat@nmeket hasonlitottak dssze, a
nyers klinikai adatok feldolgozasara kilonféle neeteket hasznaltak, valamint
egyes tanulmanyok in vitro vizsgalatok soran nyadatokkal dolgoztak. A
vizsgalatokhoz felhasznalt microarray platformokeisdkiviil kiilonbdéek voltak.

5.2. A szdvettani osztalyozas monogénes markerei

Sikerlilt azonositani és validalni a petefészekkéikonféle szovettani
tipusait meghatarozé géneket, és ezzel sikeriiiralisztani azt a korabbi elméletet,
hogy a daganat génexpresszds mintazata alkalnmiwettani tipus megallapitasara.
A magas malignitassal rendelkegerosus ovarium carcinomat klinikai mintakon is
egyértelntien azonositani lehet a kdvetkegénekkel GAS1 (growth arrest-specific
1 fehérje), WT1 (Wilms tumor 1),MSLN (mesothelin) NPR1 (natriuretic peptide
receptor A/guanylatecyclase A)'SPAN8 (tetraspanin 8),ARHGAP29 (Rho
GTPase activating protein 29YJUC16 (mucin 16, cell surface associated) X
(ESP-2, HED-2)MYO9B (myosin 1XB), SNCG (synuclein, gamma/breast cancer-
specific protein 1)TUBB1 (tubulin, beta 1)MAP4 (microtubule-associated protein
4), TUBA1B (tubulin, alpha 1b).

13



Vizsgélataim alapjan @OP2A gén (topoisomerase (DNS) Il alpha) képes
elkiiléniteni a magas malignitasu serosus tumoelazsony malignitast borderline
daganattol. A gén a sejtciklus szabalyozasabatydla sejt proliferacioban jatszik
szerepet. Egyes tanulmanyok a TOP2A expresszidjéokadzodasat mutattak ki
malignus petefészek daganat esetében, illetve tdlmk szerepét a
kemorezisztencia kialakuldsaban is. Platina alegradterapias kezelést kogen,
amennyiben a daganat recidival, a gén csokkentesgpitjat lehet kimutatni a
recidiv tumorban, illetve a recidiv daganat keméppéra rezisztenssé valik,
amennyiben a TOP2A gén expresszidja csokkent. A fanulmanyok egyike sem
vizsgélta, hogy van-e kilénbség a génexpressziGték@en a borderline és
malignus daganatok kozétt. Ezt@iek nekem siker(lt leirni.

5.3. A tllélés direjelzése

Beteganyagomban harom gént sikeriilt azonosit&8R@ Osztrogén
receptor 2 (ER betaPGR progeszteron receptor #&8PANS tetraspanin 8) mely
alkalmas a kezelést koveteljes tulélés érejelzésére, valamint két gént sikerult
kimutatni MAPT microtubule-associated protein tau S8CG synuclein, gamma
(breast cancer-specific protein 1)) amik a recidhentes tulélést jelezhetikoeé.

Az ESR2 (Osztrogén receptor 2) a sejt proliferacioban 2sajpopto6zis
szabdlyozasaban jatszik szerepet. Lurie és mumskatdrebizonyitottak, hogy
bizonyos génpolimorfizmus esetén a petefészekmillailasanak esélye megn

Korabbi vizsgalatok arra utaltak, hogy alacsonylignas potenciallal
rendelked, valamint low-grade petefészek rakok esetében satrdgén receptor
nagyobb aranyban fordul éel Ez azt sugallja, hogy ezen daganatok esetében a
kezelésében nagyobb szerepet kaphat a hormona&éke Tanulmanyomban a
microarray adatok azt mutattak, hogy az 6sztrogéeptort kodoldé génESR2)
expresszidjaban kimutathaté kilonbség volt az alacsés magas malignus
potenciallal rendelkéz daganatok esetében. Amennyiben a daganat Osztrogén
receptor ESR2) és/vagy progeszteron recept®GR) pozitiv, a varhaté tulélés is
magasabb. Hasonl6 dsszefliggést sikerilt kimutgbima munkacsoportjanak is.
Cikkiket azonban mar a mi kdzleményiink utan, 2@Memberében publikaltak.

Az, hogy a tuléléssel kapcsolatos gének kdzothkémonreceptor is van
(az Osztrogén és progeszteron receptora), arrdhatitahogy a petefészekrak
kezelésében nagyobb hangsulyt kell forditani aptecestatusz vizsgalatara, és az
esetleges hormonkezelésre. 2012 januarjaban jeteg Lee és munkatarsai
tanulmanya, melyben sejtvonalakon tesztelték azdsmitogén tamoxifen és
progeszteron adasanak hatasat. Mindkét szer onmagamovelte a sejtciklus G1
fazisdban szabalyoz6 szerepet jatsz6 p21, p27épphospho-pRb szintjét, melyek
a sejtosztddas leallitAsaban jatszanak szerepet.
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Tanulmanyomban még a tetraspanin (BSPAN8) szerepét sikerilt
igazolnom a tllélés éfejelzésében. A gén egy fehériét kodol, mely a
transzmembran szupercsalad 4 része. Ennek mégfelehgy olyan transzmembran
fehérje, mely jelatviteli folyamatokban jatszik ké&tits szerepet a sejtfelszin két
oldala koz6tt. Szerepet jatszik a sejtddgsében, aktivitasaban, ndvekedésében és
motilitAsaban. Ugyancsak képes komplexet alkotnseitfelszini integrinekkel,
melyek a sejt extracellularis matrixhoz &@ésében jatszanak szerepet. A
tetraspanin 8 szerepét petefészek daganatokbasen&gsem vizsgalta.

A recidiva-mentes tllélést vizsgalatomban MAPT (microtubule-
associated protein tau) ésSINCG (synuclein gamma) volt képese jelezni.

A MAPT a microtubulusok stabilizdlasaban jatszik kulcssget. A
tubulinok alfa és béta alegysége dimereket alkajdrazek a dimerek kapcsolédnak
0ssze mikrotubulusokka, melyek a sejtek belazat alkotjak. Ezt a folyamatot
irdnyitia a MAPT gén. A gén szerepét petefészekadaipkban még senki sem
vizsgalta.

A gamma synucleirSNCG (breast cancer-specific protein 1) szerepe a
normalis sejtmikddésben nagyrészt még jelenleg is ismeretlen. Wngké fontos
szerepe van az ebmbk progresszidjaban is, innen is szarmazik masoehle (breast
cancer-specific protein 1). Jiang és munkatarsautattak, hogy a gén itkddése
erssen stimuldlja a ligand fuggranskripciés aktivitasat az 6sztrogén receptoel -
embrakbdl szarmazé sejtekben. Az SNCG aktivitas ndeskgyérteliiien fokozta
az Osztrogén receptorok kéjpiesét és a sejtndvekedést. Szintjének csdkkentése a
Osztrogénfiigy sejtosztédas gatlasat valtotta ki. A synucleinalalkivaltott
sejtosztodast antidsztrogének hatékonyan gatolflpta és munkatarsai a gén
metilacidjat vizsgaltak ertil és petefészekrak sejtvonalakon (normalis 6erdd
petefészek epithelidlis sejtekben a gén inaktigpallban van). A gén metilacios
mintazata szovetspecifikusnak bizonyult, vagyis mégokban volt kimutathaté az
emld, mint a petefészek sejtekben. Mindkét daganaéglesn a sejtosztodas gatlasa
az SNCG hypermetilaciéjahoz vezetett, ezzel a g@nesszidja gatolva volt. A gén
hypometilacidja a génaktivitas fokozédasahoz, ‘et a sejtosztdédas
felgyorsulasahoz vezetett.

Ertekezésenid egyértelntien latszik, hogy a petefészekrak genetikai
vizsgalata még korantsem letisztult tudomany. Jetea betegség kialakulasaban és
viselkedésében szerepet jatsz6 gének meghataratasdtunk. Ebben képvisel
elérelépést dolgozatom. Uj jobeli modszerek, mint példaul az RNS-szekvenalas,
varhatéan lehévé fogjak tenni, hogy kulonbéz adatokat, mint genotipus,
génexpresszid és fenotipus egymassal 0sszekdssimizaltal egy olyan komplex
meta-analizis lehéségét teremtsiik meg, amely a bioldgiai folyamatolkmboz
szintjeit is 6sszekapcsoljak egymassal.
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