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1. BEVEZETES

A daganatos betegek hatékony kezelését jelentésen
megneheziti a kemoterapeutikumokkal szembeni
rezisztencia, amely a kezelés soran igen gyorsan kialakulhat.
Kemorezisztencia 1étrejottében harom ismert cellularis
mechanizmust kiilonithetiink el, amelyek a kovetkezok:

2. a kemoterdpia célpontjaul szolgalo molekula megvaltozik,
3. megvaltozik a cellularis sejtvalasz.

PhD munkam soran microarray vizsgalatokkal
rezisztens, szenzitiv és 24 oran at kezelt szenzitiv sejtvonalak
génexpresszids mintdzatdt hasonlitottam Ossze a rezisztencia
hatterének vizsgalatara. A rezisztens sejtekben feliilexpresszalt
PSMB7 gén szerepét ezutdn mint a doxorubicinnal szembeni
rezisztencia létrejottében szerepet jatszo gént vizsgaltam.

A PSMB?7 gén kodolja a sériilt és sziikségtelenné valt
fehérjék lebontasért felelds eukaridta sejtalkoto, a proteaszoma
egy alegységét. A proteaszoma egy Un. multikatalitikus
proteinaz komplex, amely egy jol elrendezett gytirtialaka 20S
magi strukturdval ¢és két végén egy-egy 19S reguldcios
egységbdl all. A magjat hengerszerlien 4 gytiri alkotja; két
kiilsé gytiriit hét o, a belsdé kettét hét B alegység alkotja. A
belsd gylirliben elhelyezkedd [-alegységek katalitikus
aktivitdssal rendelkezve hasitjdk a gylrin  végighaladd
fehérjéket. Ezen a B-gylrtin harom proteolitikus hely van, ezek



kozil a P2 alegység (PSMB7 gén) felel a savas részek
lebontasaért. A két regulacios alegység feladata, hogy
megnyissa a 20S kozponti csatorndja felé vezetd utat. ATP
megkotésével és hidrolizalasaval kicsavarja az ubikvitinalddott
fehérjét, amely athalad a csatornan és a B-alegységek révén
progressziv degradacion megy keresztiil. A lebontasra itélt
fehérjék ubikvitindlodasa egy szigortan szabalyozott ¢&s
sokoldalu folyamat.

Bar léteznek proteaszomagatlok, amelyek révén a
proteaszomarol alkotott ismeretek jelentdsen bdviiltek az
elmult években, maig nem tudjuk, hogy milyen kapcsolatban
van a doxorubicin-rezisztenciaval, és hogy a proteaszoma
alegységek kozott talalunk-e olyat, amely prognosztikus vagy
prediktiv szereppel bir a rezisztenciaban.

Doktori munkamban a PSMB7 geén
kemorezisztencidban betdltott szerepét vizsgaltam RNS
interferencia és gyogyszeres kezelés kombinaciojaval. Az RNS
interferencia olyan molekularis mechanizmus, amelynek soran
rovid, specifikus RNS molekuldk elnyomjdk a gének
kifejez6désében kulcsszerepet jatszo mRNS-ek miikddését. A
1étrejovo poszttranszkripeids géncsendesités soran a DNS-rdl
mRNS-re 4tir6d6 informécié a gén altal kodolt fehérje
szintézisének megkezdddése elétt egy idére gatlodik. A gén
funkcidjanak kiesésével egyidoben gydgyszeres kezelést adva
a rezisztens sejteknek vizsgalhatova valik a gén rezisztencidban
betdltott szerepe a sejtek vitalitdsdnak megvaltozasa alapjan.



2. CELKITUZESEK

1. In vitro vizsgalat rakos sejtvonalakon

A rezisztencia genetikai hatterének vizsgalatahoz
kiilonbozdé szoveti eredetli tumoros sejtvonalak szenzitiv és
rezisztens szarmazékait hasznaltam. Feltételeztem, hogy
amennyiben a rezisztens sejtekben a gének expresszidja
eltér a szenzitiv sejtekéhez képest, ugy az a gén
rezisztenciadban betoltott szerepére utalhat. Az expresszids
vizsgdlathoz microarray vizsgalatokat végeztiink. Hogy
kikiiszoboljiik a rovidtava gyogyszeres kezelés okozta
genetikai valtozasokat, rezisztens, szenzitiv €s 24 oran at kezelt
szenzitiv emldrdk sejtvonalakon egyarant elvégeztik a
microarray vizsgalatot.

Feltételeztem, hogy azok a gének, amelyek a
rezisztens vs. szenzitiv sejtekben igen, de a szenzitiv és az
egy napig kezelt szenzitiv sejtvonalakban nem
felillexpresszaltak, azok oki szereppel birhatnak a
hosszutava rezisztencia kialakuldsaban. Ennek igazolasara
kivalaszottam a kapott génlistarol a PSMB7 gént, amelynek
doxorubicin-rezisztenciaban betdltott szerepét RNS
interferenciaval vizsgéaltam. Feltételeztem, hogy a rezisztens
sejteken felillexpresszalt PSMB?7 gént elcsendesitve, a sejtek
szenzitizalodnak a gyogyszerre. Az elcsendesités utan a
sejtek gyodgyszeres kezelést kaptak, hogy a rezisztencia
valtozasa kimutathato legyen.



2. In silico vizsgalat emlorakos betegeken

Az in vitro vizsgalat utan megvizsgaltam, hogy a
sejtvonalakon  kapott eredmények klinikai mintdn is
igazolhatdéak-e. A  vizsgélathoz a GEO microarray
adatbazisabol  letolthetd  Osszes, nyilvanosan elérhetd
Affymetrix HG-U133A ¢és A+ génchippel mért emldérakos
beteg génexpresszids adataival dolgoztam. E vizsgalat soran
feltételeztem, hogy a rezisztens sejtekben felillexpresszalt
PSMB7 expresszi0 a klinikai mintakon prognosztikus
jelleggel bir: a magas PSMB7 expresszio jelzi az
antraciklinnel szembeni rezisztenciat.

3. MODSZEREK

1. Sejtvonalak

A vizsgalatokhoz négyféle sejtvonalat hasznéltam:
EPG85-257P human gyomor karcinoma, EPP85-181P
hasnyalmirigyrak, HT-29 vastagbélrdk és MCF-7 emlérak
sejtvonalakat, valamint ezek doxorubicin/daunorubicin-
rezisztens szarmazékait. A rezisztens sejtek médiuma
daunorubicint vagy doxorubicint tartalmazott. A 24 6ran at
gyogyszerrel kezelt szenzitiv sejtek a kezelést a rezisztens
szarmazéknak megfeleld koncentracioban kaptak. A rezisztens
sejtek gyogyszerre vald érzékenységének megallapitasara
sejtproliferacios esszé késziilt, amelynek vizsgalata a gyarto
altal javasolt protokoll alapjan tortént.



2. RNS izolalas

Az RNS izolalast 1x10” logaritmikus novekedési
fazisban 1évo sejtbdl végeztem el a Qiagen RNeasy Mini Kit
reagenseivel a gyartd altal javasolt protokoll alapjan. A kész
RNS mennyiségét ¢és mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel mértem meg, majd felhasznélasig -80°C-
on taroltam.

3. Microarray hibridizacio és adatfeldolgozas

Minden sejtvonalhoz harom Affymetrix HG-UI33A
microarray-t hasznaltunk fel a szenzitiv, rezisztens €s 24 6ran
at kezelt szenzitiv vonalaknak megfelelden, igy Osszesen 12
hibridizacio tortént. A hibridizacios intenzitasok
normalizalasdhoz  Robust Multichip Average-t (RMA)
hasznaltunk. A rezisztens, kezelt és szenzitiv csoportok
kiilonbségét meghatarozd géneket a Prediction Analysis for
Mircorarrays (PAM v.1.23) programcsomaggal végeztiik.
Mindegyik Osszehasonlitasbol kiemeltiik a 100
legszignifikdnsabb gént, hogy megkapjuk a csoportokat
leginkabb meghataroz6 géneket. A PSMB7 gén rezisztens
sejtekben valo feliilexpresszidjat immunhisztokémidval is
igazoltuk.

4. siRNSoligok tervezése, szintetizalasa

A PSMB?7 gén elcsendesitéséhez hasznalt siRNSoligok
célszakaszait a siRNA Target Finder (http://www.ambion.com)



¢és siDESIGN Center (http://www.dharmacon.com) programok
kozos taldlataibol valasztottam ki. A valasztott harom cél
mRNS-hez (amelyek a 200., az 548. és az 562. bp-nal
hasitanak) paronként a szenz ¢és antiszenz DNS oligonukleotid
templatokat rendeltem, majd ezekbdl Silencer siRNA
Construction Kitet hasznalva eldallitottam az siRNS oligokat a
gyarto altal javasolt protokoll alapjan.

A sajat tervezésli és szintetizaldsu siRNS oligok eldnye,
hogy nagyobb mennyiségben is eldallithatoak, igy
koltséghatékony modszer. Azonban mivel nem Un. validalt
siRNS-ekkel dolgoztam, ezért eldszor a génhez tervezett oligok
hatékonysagat kellett megvizsgalni ¢és igazolni, valamint
beallitani az RNS interferencia koriilményeit (oligo
koncentracioja, sejtszam, kezelés iddtartama, reagensek
optimalis mennyiségei). Ez az optimalizalas tette ki a
géncsendesitéssel  Osszefliggd  vizsgéalatok  legnagyobb
hanyadat.

5. Az siRNS oligok hatékonysaganak vizsgalata

A tervezett ¢és  szintetizalt  siRNS  oligok
hatékonysaganak vizsgalatdhoz siRNS transzfekcidt végeztem
a gént feliilexpresszald doxorubicin-rezisztens MCF-7 emlérak
sejteken (MCF-7-RAdr). 230.000 sejtet {ilepitettem egy 6-
lyuka lemez egyes kisérleti tereibe, majd 5 pl SIPORT NeoFX
transzfektaltam 2,5 ml szérum- ¢és antibiotikummentes
médiumban. Egynapos inkubéci6é utan a médiumot kétszeres
steril PBS-sel vald lemosast kdvetden normél ndvekedési



médiumra cseréltem. Ezt a transzfekci6 utan 48 6raval az RNS
kivonas kovette Qiagen RNeasy Mini Kit-tel, a kordbban
ismertetett modon. A cDNS-szintézis és DNS-amplifikacidhoz
OneStep RT-PCR Kit-et ¢és génspecifikus primereket
hasznaltam. A PCR primereket a Primer3 programmal
terveztem, a primerek kizarolagos génnel valo homologitasat
az Pubmed adatbazis BLAST programjaval igazoltam
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi). Az amplifikdciéhoz

24 ciklust végeztem, pozitiv kontrollnak a S-aktin gént vettem.
A PCR terméket etidium-bromiddal festett 2%-o0s agar6z gélen
futtattam. Az siRNS oligok hatékonysagat RT-PCR-rel
vizsgaltam. Harom szintetizalt siRNS oligobdl egyetlen
csendesitette hatékonyan (>80%) a PSMB7 gént.

6. Transzfekcio és gyogyszeres kezelés

A vélasztott gén kemorezisztencidban  betdltott
szerepének vizsgalatara Otvoztem a géncsendesitést a
gyogyszeres kezeléssel. A rezisztens sejtekben feliilexpresszalt
PSMB7 gént MCF-7-RAdr sejtvonalban elcsendesitettem, majd
transzfekcid utan 24 oOraval, médiumcserével megallitottam a
reakciot. Az Gjonnan hozzdadott normal ndvekedési médium
0,2 ng/ml koncentracioban tartalmazta a gyogyszert. A sejteket
a 3. napon tripszinizaltam ¢és szamoltam meg CASY DT
sejtszamlaloval. Kontrollnak negativ siRNS-sel kezelt MCF-7-
RAdr sejteket, siRNS-sel nem kezelt MCF-7-RAdr sejteket és
siRNS-sel nem kezelt MCF-7 sejteket hasznaltam, a
doxorubicinnal kezelt parjukkal. A statisztikai analizishez a
kisérlet végén ¢l6 sejtek szamat vettem figyelembe minden


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/%20Blast.cgi

egyes kisérlet sordn. A teljes vizsgalatot hdromszor végeztem
el, és minden kisérleti koriilmény sejtszamat is haromszor
hatdroztam meg. A statisztikai analizishez a gyogyszerrel
kezelt sejtek szamat normalizaltam a kezeletlen parjuk
szamaval, majd a csoportok kozti kiilonbség meghatarozéasara
t-tesztet végeztem. A szignifikanciaszintet p=0,05-nél huztam
meg.

7. A gén jelentoségének igazolasa klinikai mintakon

A gén in silico validalasdhoz egy, a kutatdcsoportunk
altal létrehozott, microarray mintdkat tartalmazo adatbdzist
hasznaltunk fel. Az adatbazis hasznalata sordan el6szor
kiszlirtem a proteaszoma alegységeket tartalmazo géneket
(n=62), majd megnéztik mindegyik probe set tulélési
analizisét. Az adatbazis segitségével a PSMB7 expresszidok
medianjanal nagyobb ill. kisebb csoportba sorolt betegekre
Kaplan-Meyer tulélési analizist végeztem.

4. EREDMENYEK

1. A sejtek doxorubicinnal szembeni rezisztencidjanak
igazolasa

A rezisztenciavizsgalatot minden vizsgalt sejtvonalra
elvégeztem ¢és bizonyitottam, hogy a doxorubicinnal szemben
rezisztens sejtek klinikai gyogyszerkoncentracid mellett a
szenzitiv parjukhoz képest proliferaciot mutatnak.



2. Gének azonositasa

A microarray-ek nyers adatait tartalmazo6 adatbazis, és
az Affymetrix .CEL fajlok a GEO adatbazisbol letolthetdek
(GSE3926). A  microarray-ek  predikciés analiziséhez
kivalasztottuk az els6 100 gént, amelyek expresszioja
szovettipustol fiiggetleniil eltér az egyes kisérleti kortilmények
kozott. Az expresszids eltérések megjelenitésére a legfobb
géneket csoportokba rendeztiik. Ezekben 3 olyan proteaszoma
alegységet jelold probe set volt, amelynek expresszidja a
doxorubicin-rezisztens sejtvonalakban nagyobb volt, de a
doxorubicinnal 24 o6ran at kezelt szenzitiv sejtekben nem
(PSMB7 és PSMD13).

3. Proteaszoma alegységek prognosztikus jellege

A GEO adatbazisbol letoltott, talélési adattal
rendelkezd 1592 emlorakos minta normalizalt
en jelenlévd proteaszoma alegységeket. A 62 alegység probe
set-jeinek prognosztikus potencialjat iigy hataroztuk meg, hogy
a medianhoz képest a betegeket alul- ill. feliilexpresszalt
csoportokba soroltuk, igy 796 beteg keriilt minden csoportba.
Az analizis eredményeképpen 12 szignifikdns gént kaptam
FDR<0,05 mellett. Ezek koziil egyetlen alegységet mutatott ki
a microarray analizis, a PSMB7-et, amit igy tovabb
vizsgaltunk. A gén feliilexpressziojat immunhisztokémiai
vizsgalat is igazolta.



4. A sejtek tulélése a géncsendesités és doxorubicin-kezelés
utan

A PSMB7  doxorubicin-rezisztenciaban  betdltott
szerepének vizsgdlatdhoz a géncsendesitést Otvoztem a
gyogyszeres kezeléssel, hogy megéllapitsuk a sejtek talélésére
gyakorolt hatasat. A sejtek életképessége doxorubicin-kezelés
nélkiil mind a siRNS-kezeletlen ¢és az siRNS-kezelt
koriilmények kozott jobb volt, a doxorubicinnal kezelt
megfeleldjiikhéz viszonyitva. A negativ kontrollnak hasznalt
siRNS citotoxikus hatisa elhanyagolhatd volt a génspecifikus
siRNS hatdsdhoz képest.

A normalizalas utdn kapott adatokat az 1. dbra mutatja
be. A doxorubicin-kezelést a rezisztens sejtek 79,8+13,3%-a, a
géncsendesités és kezelés kombinacigjat a sejtek csupan
31,84+6,4% ¢lte tal. Az siRNS-kezelt és —kezeletlen MCF-7-
RAdr sejtek els6faji hibdja doxorubicin kezelést kovetden
p<0,001 volt. Gybdgyszeres kezelés utdn a szenzitiv sejtek
48,3+8,1% -a, a negativ kontrol siRNS-sel kezelt sejtek 73,3%-
a maradt életben.
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1. abra: A PSMB7 gén csendesitésének hatdasa a doxorubicin-
rezisztens sejtekre. A rezisztens és géncsendesitett rezisztens
sejtek tulélése kozott  szignifikans  kiilonbséget  kaptam
(p<0,001), mig a szenzitiv és géncsendesitett rezisztens sejtek
tuléleése kozott kiilonbséget nem talaltam (p=0,42).

5. PSMB7 gén mint biomarker klinikai mintakon

A PSMB7 gén rezisztencidban valdé prognosztikus
jellegének kimutatasdra klinikai mintakon igazoltam a
sejtkulturan bemutatott modellt. A betegek koziil 1220-bol 968
beteg ER pozitiv, 1156-betegbdl 190 nyirokcsomd pozitiv volt.
Az atlagos visszaesésmentes tulélés 6,42 év volt.

A PSMB7 gén Affymetrix HG-UI33A microarray
200786 _at azonositdji probe set-jének expresszidja alapjan az
1592 emldrakos beteget 2 csoportba osztottam aszerint, hogy a
medianndl nagyobb vagy kisebb a PSMB7 expressziojuk. Az
eredmény szerint azoknak a betegeknek, akik a mediannal
magasabb expresszioji csoportba keriiltek, szignifikdnsan
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rovidebb volt a talélésiik, mint a medianndl alacsonyabb
csoportba kertilteknek (p<0,001, 2. dbra).
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2. dabra: 1592 emldrakos beteg Kaplan-Meyer predikcios
tulélése a PSMB7 expresszio alapjan, median alatt (piros) vagy
felett (fekete) csoportositva (200786 _at probe set). Az
eredmények szerint a geént magasan expresszalo betegek
tulélése szignifikansan révidebb az alacsony expressziojuakhoz
viszonyitva (p<0,001).

5. OSSZEFOGLALAS

A PhD munkdm sordn a proteaszoma PSMB7
alegységének szerepét vizsgaltam a gyodgyszerrezisztencidban
négy, kiilonb6zé szoveti eredetli sejtvonalon valamint
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emldrakos betegeken. Sejtkultiramodellen RNS interferencia
¢s gyogyszeres kezelés kombinalasaval vizsgaltam a gén
kemorezisztencidban betdltott szerepét, majd az eredményeket
1592 emldrakos beteg adatan igazoltam.

A vizsgélat kezd6 1épéseként osszehasonlitottam 4 par,
kiilonb6z6 szoveti eredetli — gyomor, hasnyalmirigy, vastagbel
¢s emld - tumoros sejtvonal expressziés mintazatat.
Affymetrix HG-U133A  microarray-en  azonositottuk a
doxorubicin-/daunorubicin-rezisztenciaval igen, de a rovidtava
kezelésre adott valasszal nem Osszefiiggd géneket. A vizsgalat
soran kaptuk a PSMB7 gént is, amelynek funkcidjat a
rezisztencia-mechanizmusban eddig nem irtak le.

A gén funkcidjat RNS interferencidaval vizsgaltam
tovabb MCF7 eml6tumoros sejtvonalon. Ehhez sajat tervezésii
és szintetizalasu siRNS oligokat hasznaltam, amelyek koziil a
hatékonysagi vizsgéalat soran eggyel lehetett megfeleld
csendesitést elérni.

A rezisztens sejtekben feliilexpresszalt PSMB7 gén
elcsendesitése utdn a sejtek doxorubicin kezelést kaptak. A
gyogyszer hatdsat kovetden a rezisztens sejtek tulélése
jelentésen csokkent a nem-géncsendesitett sejtekéhez képest.
Ezen eredmeény szerint tehat a rezisztens sejtek a PSMB7 gén
elcsendesitésével szenzitizalhatok, vagyis a gén
feliilexpresszidja jelentds szereppel birhat a doxorubicinnal
szembeni rezisztencia meglétében.
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Az in vitro megkozelités igazolasara a PSMB7
expresszidjanak megkiilonboztetett szerepét 1592 nyilvanosan
is elérhetd microarray adaton vizsgéltam tovabb. A gént
feliilexpresszald betegek tulélése joval rovidebb lett a gént
alulexpresszalo betegcsoporthoz képest. Az eredmény szerint
tehat a PSMB7 feliilexpresszio rossz prognozisra utal, és az
antraciklin-rezisztencia markere lehet.
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