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1 BEVEZETES

Az Osszes nOgyogyaszati raktipus koziil a petefészekrak bizonyul a legnehezebbnek mind a
diagnozist, mind a kezelést tekintve. Ezt a tipusi ndgyogyaszati malignitast vagy véletlentiil
diagnosztizaljuk (diagnosztikai laporoszkopia koézben) koszonhetéen a ténynek, hogy a korai
stadiumokban majdnem tiinetek nélkiil jar, vagy eloérehaladott stadiumban, amikor a tiinetek esélye
megnd. A fent emlitett okok miatt a petefészekrak az Egyesiilt Allamokban kiérdemelte a ,.csendes
gyilkos” elnevezést. Ez a jelenség annak koszonhetd, hogy a jelenlegi korai diagnosztikai
eszkozeink (biomarkerek) nagyon behataroltak. A magas haldlozasi aranya miatt a petefészekrak
az egyik legkutatottabb teriilet a n6gyogyaszati onkologian beliil.

Hippokratész, az orvostudomany atyja mondta: ,,aki a legjobban diagnosztizal, az is gyogyit a
legjobban”. Ez a f6 oka annak, hogy nekiink, orvosoknak, térekedniink kell felfedezni uj
diagnosztikai eszkdzoket, amelyek segitenek jobban szolgalni az emberiséget. Bar a 21. szdzadban
jarunk, a petefészekrak elleni harcban fegyvereink igen korlatozottak. Orvosokként, akiknek
komoly, eskii alatti kotelessége az emberiség szolgalata, torekedniink kell a tokéletesség felé és
nem nyugodhatunk, amig ki nem fejlesztettik a megfeleld disgnosztikai eszkozoket és le nem
gyoztiik e rosszindulati betegséget.

2 ADOLGOZAT CELJAI

14-3-3 zéta egy fontos szabalyozo protein, amely intracellularis jelzo utakat kapcsol 0ssze azaltal,
hogy nagyjabol 100 cellularis proteinnel interferal, koztiik onkogénekkel és protoonkogénekkel.
Nemrégiben két egymastol fiiggetlen kutatocsoport, Waldemarson et al. és He et al., javasolta a
14-3-3 z¢état mint az epithelialis petefészekrak lehetséges biomarkerét. Ezen kiviil Kobayashi et
al. nemrégiben kimutatta, hogy a 14-3-3 zéta protein jelen van az epithelialis petefészekrakkal
diagnosztizalt betegek ascitesében és az ascetic monocytak és makrofagok valasztjak ki. Bar a 14-
3-3 zéta protein szerepe, mint intracellularis adaptor protein széles korben vizsgalt, a kivalasztott
protein funkcidja tisztazatlan.

1. Jelen dolgozat célja, hogy értékelje a 14-3-3 zéta proteint, mint lehetséges 0j biomarkert a FIGO
-1l stadiuma epithelialis petefészekrakkal diagnosztizalt betegek megfigyelésére, akik
kemoterapiaban részestilnek.



3.1 Anyagok és modszerek

3.1.1 A betegek és a kovetéses vizsgdlat

A vizsgalat a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga altal jova lett hagyva (#4076.316-
251/KK15/2011), és minden paciens irasban beleegyezett a vizsgalatba.

13 betegtdl vettlink le periférias vér mintdkat operacio eldtt, 6k megkezdték a 6 ciklusos
kemoterapia (paclitaxel/carboplatin; OEP Kemoterapia protokol # 7167).

A kemoterapias dozis a (AUC5-7.5) alapjan lett kalkulalva a carboplatin és (175 mg/m?) paclitaxel
esetén, és a kezelések 21 nap intervallumban lettek kivitelezve a Pécsi Tudomanyegyetem
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan 2012-ben.

A vérmintak citratcsovekbe lettek gylijtve 1-2 oraval a kezelések eldtt. Ezutdn a csovek
centrifugalva lettek (5000 rpm 10 percre), majd a vérplazva mintakat sszegytjtottiik és —80 °C-
on taroltuk. Ha sziikséges volt, a mintdkat felengedtilk szobahOmérsékletre, majd alaposan
megforgadtuk Oket, ahogy a gyart6 ajanlasaban javasolta.

Minden beteg esetén, 51 és 73 év kozott (atlagéletkor, 60 év), csak szub-optimalis négyodgyaszati
mitétet lehetett végrehajtani. Computer tomografias (CT) felvételeket készitettiink a kemoterapias
kezelés eldtt €s utan. Ezeket a felvételeket arra hasznaltuk, hogy értékeljiik a célteriilet és a nem-
célteriilet kdrosodasanak valtozasat. Minden egyes diagndzist az eredeti daganat hisztopatologiai
vizsgalata alapjan igazoltunk. A betegség stadiuma és hisztopatologiai foka (a FIGO kritérium
alapjan) minden rosszindulatt esetnél meg lett allapitva: FIGO lla allapot (n = 2 eset), I11b allapot
(n =2), és Ilic allapot (n = 9) (1. Tablazat).



Beteg Szovettan FIGO allapot Kor (év) Tumor foka*

1. Serosus I C 69 Nagy
2. Serosus I C 57 Nagy
3. Serosus I B 51 Nagy
4, Serosus ImA 50 Nagy
5. Serosus I C 67 Nagy
6. Serosus I C 64 Nagy
7. Serosus I B 73 Nagy
8. Adenosquamosus 1B 51 Nagy
9. Adenosquamosus I C 69 Nagy
10. Serosus I C 55 Nagy
11. Serosus I c 71 Nagy
12. Serosus I c 60 Nagy
13. Serosus I c 53 Nagy

*A Nemzetkozi Nogyogyaszati és Sziilészeti Szovetség (FIGO) kritériumai alapjan.

1. Tablazat: A vizsgdlatba bevont betegek klinikopatologiai  jellemzéi, akik a
paclitaxel/carboplatin-alapu kemoterdapias kezelés 6 ciklusan résztvettek.

3.1.2 Computeres tomographia (CT) felvételek

A CT felvételek a Radiologiai Klinikan (Pécsi Tudomanyegyetem) késziiltek. Folyamatos 5 mm
axialis szeletek keriiltek felvételre a hason és medencén keresztiil. A vizsgalat el6tt magas
koncentracioju jodozott kontraszt anyag keriilt intravénasan bevitelre (lomeron 400, Bracco
Diagnostic Imaging). A felvételi teriiletet a testalkathoz igazitottuk (hogy tartalmazza az egész
testet a borrel egyiitt). A célponti és nem célponti 1éziok a RECIST (Responsive Evaluation
Criteria In Solid Tumors) 1.1 Gtmutato alapjan lettek meghatarozva (www.recist.com). Ezek az
utmutatok szabdlyok gyiijteménye, melyeket 2009 januarjdban publikalt egy nemzetkdzi
egyiittmiikodés, koztik a Rakkutatas és Kezelés Eurdpai Szervezete, az Egyesiilt Allamok
Nemzeti Rakkutatd Intézete és a Kanadai Nemzeti Rakkutatd Intézet Klinikai Vizsgélati
Csoportja, amely megallapitja, hogy a rakkal kezelt betegek allapota mikor javul (,,valasz”), nem
valtozik (,,stabil”) vagy rosszabbodik (,.clérechalad”) a kezelés alatt. Ma azoknak a Klinikai
vizsgalatoknak a nagy részében, amelyek rak kezelésével kapcsolatos objektiv valaszokat
értekelnek ki, RECIST 1.1.-et haszndlnak. Egy 1éziot mérhetdnek itéltiink és célpont 1ézioként
azonositottunk, ha a tumor > 10 mm a leghosszabb atmérdje mentén a CT axialis képén <5 mm-



http://www.recist.com/

es rekonstrukcios intervallumokkal, vagy ha a nyirokcsoméok > 15 mm-esek a rovid tengelyiik
mentén a CT képen. Nem célponti Iézidnak tekintettiik: csomék < 10 mm atmérédvel,
nyirokcsomok 10-14 mm-es atmérével a rovid tengelylik mentén. Hasviz, pleuralis vagy
pericardialis folyadékgyiilem, hasiiregi csomok, vagy organomegalidk fizikai vizsgalat soran lettek
azonositva. Ezeket nem lehetett reprodukalhatd képalkotd eljarasokkal mérni. A CT felvételek 1-2
héttel a mutét utan, 1-2 héttel a kemoterapia elétt és 1-2 héttel az utolsé6 kemoterapias kezelés utan

késziiltek.

1. abra: A 3. sorszamu betegrol késziilt axialis CT szeletek intravénas kontrasztanyag bejutattasa
utan. Egy célponti léziot lokalizaltunk 84 mm SLD-vel a minor pelvis mellett a 6 ciklus
kemoterdpia eldtt (A) és utan (C). A nyil (B) egy mesentericus peritoneaisl carcinosist jelél (nem
célpont lézio) ugyanennél a betegnél amely egy szintben van a mdj alsé peremével a kemoterdpia
elott. Jelentos mértékii hasviz amely a nem célpont léziohoz tarsul, szintén megfigyelhetd (B). (D)
Mindkét nem célpont lézio hianyzik a kemoterdpia befejezése utan.

3.1.3 Laboratériumi modszerek

3.1.4 Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalatok (ELISA)



CA-125 szérum (Fujirebio Diagnostics, Malvern, PA; Catalog #: 400-10, Lot. # 29191), a HE4
szérum (Fujirebio Diagnostics, Malvern, PA; Catalog #: 404-10, Lot# 28373), és a 14-3-3 zéta
protein (Cusabio Biotech, Wuhan, China; Catalog #: CSB-EL026293HU, Lot. #A26174460)
szintjét egy kozbeiktatott immunoassay enzim segitségével hataroztuk meg, mindig az adott
gyarto protokolja szerint. A szérum koncentraciokat az Optima 2.10 R2 beépitett adatfeldolgozo
programjaval szamoltuk.

3.1.5 Kvantitativelektrolumineneszcencidas vizsgalat (ECLIA)

A tumor marker szinteket a Roche electrochemiluminescence teljesen automatizalt immunoassay
rendszerre mértilk (ECLIA, Roche Diagnostics, http://www.roche-diagnostics.com). A CA-125
(Cat. no. 11776223) szérum és a HE4 (Cat. no. 05950929) szérum-szintek meghatarozasahoz a
mintakat a Roche Cobas e411 analizatorral dolgoztuk fel. A alap-kalibraciot és a pontatlansagot a
bi-szint mindségével ellendriztiik a betegek szérum mintainak elemzése elott.

3.1.6 A4 petefészek rosszindulatu folyamatdra vonatkozo kockazati algoritmus
index (ROMA)

A ROMA a HE4 és a CA-125 szérum szinteket hasznalja, melyeket vagy ELISA-val vagy
ECLIA-val mértiink, és Excel tablazatban szamoltunk a kovetkezd képlettel az EOC prediktiv
index értékének (PI) meghatarozasara:

Menopausa utani nék esetén: Pl = -8.09 + 1.04*LN [HE4] + 0.732*LN [CA125]

A ROMA értéket ezek utan a kovetkezOképpen szamoljuk: ROMA érték (%) = exp(Pl) / [1 +
exp(P)]*100. A gyarté kézikonyve szerint, a HE4 mérése ECLIA-val és a CA-125 ELISA-val,
menopausa utani nék esetén magas kockazati EOC index 25.3% vagy ennél magasabb esetén
allapithato meg.

3.1.7 Statisztikai elemzés

A statisztikai értékelések az IBM SPSS Statistic 20 (IBM Corporation) programmal lettek
végrehajtva a Pécsi Tudoméanyegyetem Bioanalitikai Intézetében. A mintaméret (n) 13, a
kezelések kozotti és a modszerek kozotti Osszehasonlitasok a Wilcoxon-féle eldjeles
rangszamosszeg probéval lettek elvégezve. A kezelések szama és a tumor markerek szérum szintje
kozotti oszefliggés értékeléséhez linearis regressziot és korrelaciot alkalmaztunk. A tumor marker
szintek és a CT felvételek eredményei kozti kapcsolat vizsgalatahoz Spearman rangkorrelkaciot
szamoltunk. Az atlagértékeket az atlag standard hibajaval egyiitt kozlom ( = SEM). A
szignifikanciaszint p < 0.05, vagy p < 0.01-nél lett meghatarozva.



3.2 Eredmények

3.2.1 Terapidas beavatkozdst kovetd radiologiai értékelés

A CT felvételek egy-két héttel a négyodgyaszati mutétek utan késziiltek. Egy kezdeti laporotomia
utan 13-bol 10 betegnél (76.92 %) volt residualis tumor megfigyelhet6 a paclitaxel/carboplatin-
alapt kemoterapia kezdete eldtt. 6 egymast kovetd 21 nap intervallumu kezelési ciklus utan a CT
felvételeket megismételtiik. E ponton a 13 beteg koziil csak 4-nél (30.76 %) volt LD érték > 1 cm
residualis tumor megfigyelhetd. (2. tablazat). A 26 nem célponti 1ézid detektalasa alapjan a
kemoterapia el6tti CT felvételeken €s a 3 nem célponti 1ézi6 alapjan a kemoterapia utani CT
felvételeken, az EOC kezelésére alkalmazott kemoterapia hatasfoka a 6. abran lathato.

Beteg célpont 1ézio SLD-je  célpont léziok SLD-je Nem célpont 1ézié
10 (+/-4)d 10 (+/-4)d a valtozasa™

kemoterapia elott kemoterapia utolso

(mm) ciklusa utan (mm)
1 22 0 -1
2 56 0 -1
3 84 0 -1
4 0 0 0
5 137 0 -4
6 0 0 0
7 0 0 0
8 441 202 -1
9 256 18 -3
10 147 0 -3
11 125 0 -1
12 46 18 -1
13 39 14 -3

SLD: atmérd hossz-6sszeg; RECIST 1.1 utmutaté alapjan.
*Negativ értékek csokkenést jelentenek a 1€zid méretben.

2. tablazat. Tumor méretek értékelése a paclitaxel/carboplatin kemoterdpia elétt és utan CT
felvételek alapjan.



3.2.2 CA-125, HE4 és 14-3-3 Zéta proteinek detektdldasa

A CA-125, HE4, és a 14-3-3 zéta protein szintjeit a kezelési id6 alatt ELISA és ECLIA-val
monitoroztuk.

A kemoterapia els6 napjan, a CA-125 atlagos koncentracidja 147.87 + 55.98 U/ml és 648.26 +
186.52 U/ml volt. A kemoterapia hatodik ciklusanak befejezése utan a CA-125 szint kisebb volt, a
megfigyelt atlagos koncentracid 58.54 + 30.89 U/ml és 119.70 £ 22.75 U/ml. Ehhez hasonléan, a
HE4 szérum atlagos szintje ELISA-val mérve a kemoterdpia elsd napjan 455.32 + 106.39 pM,
amely lecsokkent 120.52 + 23.76 pM-re a kemoterapia befejezésére.

Az ECLIA moddszert hasznalva, a HE4 szérum szintje 1383.49 + 577.23 pM volt a kemoterapia
elsé napjan, amely lecsokkent 70.12 + 26.44 pM-re a kemoterapia befejezésére. A ROMA index
értékeket minden esetben kiszamoltuk, és megfigyeltiik csokkenését 58.17 £ 10.05 %-rol 28.95 +
7.67 % -ra, €s 69.62 = 9.91 % -r61 30.78 = 7.91 % -ra ELISA és ECLIA esetén.

A Wilcoxon teszt alapjan, a kezelés elején mért és befejezését kovetd értékek kozotti eltérés
szignifikans volt (p < 0.05), ezaltal tovabb bizonyitva az EOC kezelésére alkalmazott kemoterapia
hatasossagat. (2/A-F abra, 3. tablazat).

A kemoterapias kezelés elott ELISA-val mért 14-3-3 zéta protein szintek atlagos koncentracidja
1.93 + 0.57 ng/ml volt. Ezzel szemben, az egészséges, menopausa utani nék 14-3-3 zéta protein
atlagos koncentracioja (atlagéletkor, 58 év), 0.39 + 0.11 ng/ml volt. A kemoterapia kezdetén, a 14-
3-3 zéta protein atlagos szérum szintje az EOC betegeknél 2.38 + 1.44 pg/ml volt, és 2.17 + 1.71
pg/ml az utolso kezelés utan. Sem az EOC betegek és az egészséges menopausa utani paciencek
esetén mért szintek kozotti kiilonbség, sem a kemoterapia elején €s végén mért szintek kozotti
kiilonbség nem volt szignifikans (2/G abra).



A

Mean +/- SEM (U/mL)

=]

Mean -+/- SEM (p/M)

@)

Mean -+/- SEM (%)

ER

L
1000 - *% * ‘ D 300 - = oy
T 250 -
800 -
3
S 200+
600 - 2
&
— =150
400 - T +
- § 100 -
1|1 : |
200 - T
50 -
4= |+| = L l
0 T T T T T 0 T T T T T T
1 2 3 4 6 1 2 3 4 5 6
Chemotherapy cycles Chemotherapy cycles
% % * %
2500 - % % % % %% E £33 E
o
2000 - — |
s 500
1500 - Z 400 —(
@ JL
-‘V T F 300 - ‘|’
1000 - 5 T l
- J l = 200- J_
500 - J_ -
T 100 - 4L =
I
0 ; . . ; e o B 0 , ; . . . .
1 2 3 4 6 1 2 3 4 5 6
Chemotherapy cycles Chemotherapy cycles
. %% F 1o -
100 ~ —‘ ‘ ‘ * ‘
80 -
80 - -|— 9
J_ Z 60- T
60 - Z l T
L 1. : T T [l
§ 40-
40+ J_ J_ J_ S J_ J_ T
T T I
20 - I 09 il
0 T T T T T 0 T T T T T T
1 2 3 4 6 1 2 3 4 5 6
Chemotherapy cycles Chemotherapy cycles

Q

Mecan -+/- SEM (ng/mL)

Chemotherapy cycles




2. dbra: A biomarker szérum dtlagértékei (CA-125, HE4 and 14-3-3 zéta protein) ELISA ds
ECLIA mdédszerekkel mérve, és a ROMA index értékek. A CA-125 (U/mL) +/— SEM dtlagértékeit
ECLIA médszerrel (A) és ELISA médszerrel (D) abrazoltuk a kemoterdpias ciklusnak megfeleléen
(az x tengelyen, 1-6-ig). A HE4 (p/M) dtlagos koncentracioi, ECLIA-val mérve (B) és ELISA-val
mérve (E) szintén dbrdzolva vannak. Tovibbd a 14-3-3 zéta protein (ng/ml) ELISA-val mért
atlagértékei (G) is lathatoak. A fent emlitett adatok alapjan kiszamoltuk a postmenopausalis
ROMA index értékeket (%) az ECLIA (C) és az ELISA (F) technikara is. Kéziom a 14-3-3 zéta
protein dtlagértékeit (NQ/ML) minden egyes kezelési napra. Wilcoxon-féle eldjeles rangszamosszeg
probat végeztiink minden egyes diagramon, a szignifikanciaszintet p < 0.05-rnél (*-gal jelélve) és p
< 0.01-nél (**-gal jelélve) allapitottuk meg.
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ELISA ECLIA ELISA

Patient Chemo  CA-125 HE4 ROMA | CA-125 HE4 ROMA 14-3-3Z
no. (U/mL) (p/M) (U/mL)

Cyle no. % (p/M) % (ng/mL)
1 1 23.38 95.87 26.19 105.70 79.63 46.90 38.28

2 18.09 65.94 16.60 76.82 30.69 20.57 37.95

3 7.78 64.47 9.49 73.55 15.77 11.20 18.78

4 NA NA NA NA NA NA NA

5 10.71 67.85 12.26 77.76 8.58 6.5 32.01

6 7.90 62.81 9.35 75.21 9 6.60 39.82
2 1 26.93 33449  58.99 353.50 176.10 83 0

2 24.28 102.01 28 116.10 106.20 56 0

3 19.31 66.42 17.37 79.16 29.24 20.10 0

4 10.16 87.74 14.97 88.92 18.22 14.30 0

5 3.33 81.38 6.7 88.28 15.06 12 0

6 0.08 85.94 0.49 87.33 13.11 10.50 0
3 1 1.45 43.73 2 83.1 52.97 32.6 0

2 0 49.24 0 67.49 28.04 17.70 0

3 3.47 52.41 4.48 69.24 23.49 15.4 0

4 NA NA NA NA NA NA NA

5 0 44.09 0 52.38 17.25 9.7 0

6 9.12 52.37 8.68 62.76 24.63 15.10 0
4 1 0 48.51 0 55.06 6.78 4 1.34

2 0 55.9 0 58.43 6.91 4.30 142

3 3.63 47.48 4.18 54.72 6.71 4 0.39

4 2.55 45.86 3.15 53.12 6.08 3.50 0.32

5 4.35 51.67 5.16 58.04 6.59 4.10 0.26

6 NA NA NA NA NA NA NA
5 1 9.23 101.40 15.93 133.4 14.60 15.20 0

2 12.40 93.07 17.77 107.40 8.69 8.20 0

11
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64.64
77.35
43.41
10.38
14.09
12.56
12.96
97.18
51.08

94.22

12

103.30

75.26

80.91

80.21

1500

1218

843.10

540.10

227.30

142

111.90

124.90

127

111.10

132.50

186.80

248.50

80.07

70.60

1500

57.21

57.66

1500

176.10

103.70

102.70

108.90

87.24

1500

60.85

514.20

7.08

6.66

7.95

7.89

701.5

644.20

394.10

243.90

84.13

46.16

68.66

22.64

18.20

16.34

15.39

26.99

4810

1265

642.10

5000

254.10

256.20

185.40

61.61

21.29

15.37

13.93

15.70

5000

243.10

4789

6.50

4.90

6.20

6.10

98.30

97.90

95.50

90.30

65.40

38.30

44.10

22.64

17.80

15

15.80

30.30

99.2

92.7

85.20

99.8

65.30

65.60

93.70

49.50

18.10

13.50

12.80

12.40

99.8

65.30

99.5

4.36

15.02

8.28

6.38

13.13

5.74

0.04

2.46

1.61

1.32

0.13

0.06



500 149.23 84.07 155.70 833.50  93.10 0
84 127.48 54.97 121.70 19790 71.60 0
29.43 90.79 28.37 92.78 54.27 35 0
11 7.85 904 62.12 1500 117.70  90.20 0
9.58 201.95 28.59 200.90 36.28 38.40 0
0.93 131.04 4.42 125.90 18.88 18.30 0
3.75 105.53 9.34 104.40 13.74 12.30 0
2.65 107.64 7.54 107.80 13.41 12.30 0
NA NA NA NA NA NA NA
12 126.02 397.04 84.2 404.30 1772 98.30 0.38
500 365.72 93.07 323.20 1517 97.70 0
192.79 273.67 83.2 258.90 761.40  94.70 0.09
178.79 223.37 79.09 192.20 360.10  86.80 0
121.86 168.58 68.17 169 265.70  81.30 0
NA NA NA NA NA NA NA
13 500 904 97.18 1500 5000 99.8 0
NA NA NA NA NA NA NA
500 904 97.18 1500 5000 99.8 0
500 904 97.18 853.90 3241 99.50 0
120.65 355.03 82.16 349.30 17190 825 0
NA NA NA NA NA NA NA

3. tdblazat: CA-125, HE4, és 14-3-3 Z protein szintjei ELISA és ECLIA modszerekkel

meghatarozva.
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3.2.3 Osszefiiggés a radioldgiai felismerések és a szérum paraméterek kiozott

Sem az ELISA sem az ECLIA CA-125 és HE4 szérum biomarker mérések alapjan nem kaptunk
szignifikans linearis regressziokat és korrelaciokat. A ROMA index értékek azonban, amelyeket
az elébbiek alapjan szamoltunk, erds és szignifikans korrelaciot mutatnak. (r = 0.840, p = 0.036
and r = 0.920, p = 0.009) (3/C és F abra). Ezen feliil, 0.01-es p-érték hibahatarral, minden egyes
ECLIA mérésre vonatkozoan szignifikans linedris korrelaciot kaptunk.

A 14-3-3 zéta protein kezelési napokon szamitott linearis regresszids elemzése nem mutatott
szignifikans korrelaciot az atlagos szérum értékek és a kemoterapias ciklusok kozott (r = 0.073; p
=0.089). (3/G abra)

A spearman korrelaci6 az ELISA-val mért CA-125 szérum szintek és a CT felvétel alapjan a
kemoterapia utan mért legnagyobb tumor atmérd kozott szignifikans korrelaciot mért (p = 0.011).
Az ECLIA-val mért HE4 szintek is szignifikansan korrelalnak a tumor atmérével (p = 0.04), de a
14-3-3 zéta protein szintek egyik vizsgalt paraméterrel sem mutattak szignifikans dsszefiiggést.
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3. dbra: CA-125, HE4, és 14-3-3 zéta protein szérum szintekben tortént valtozas, ill. ROMA index
ertekek a paclitaxel/carboplatin-alapi 6 ciklusii kemoterapia alatt. A CA-125 dtlagos
egyes kezelési napra vonatkozéan. A HE4 dtlagértékei ELISA-val mérve (B) és ECLIA-val mérve
(E) szintén leolvashatéak minden kezelési napra vonatkozéan. A 14-3-3 zéta protein dtlagos
koncentrdcioi ELISA-val mérve (G) minden kemoterapias napon. A postmenopausaisl ROMA
index értékek ELISA (C) és ECLIA (F) alapjan lettek kiszamolva. Linedris regreszio lett illesztve
minden diagrmra (lasd a koreldacio r eértékét) és a szignifikanciaszint p < 0.05-nél lett
megallapitva.

3.3 Megbeszélés

Szamos tanulmany mutatta be az EOC detektalasara egyetlen tumor markarre hagyatkozd
modszerek hatarait. Kezdetben a CA-125 volt széles korben hasznalt. Egyéb rosszindulatu és
joindulati betegségek szintén bocsatank ki CA-125-6t, ezért ez korlatozza a megbizhatdsagat,
mint tumor marker. A CA-125-nek magas fals-pozitiv aranya van joindulati négyogyaszati
betegségben, példaul endometriosisban szenvedd betegeknél, és alacsony a szenzitivitasa a kezdeti
stadiumban 1€vo petefészekrak azonositasaban.

Ennek megfeleléen, az EOC diagndzisakor a betegek 80% -a mar a betegség el6rehaladott
allapotaban van. (FIGO Il1-1V). Ahhoz, hogy javitsuk a petefészekrak diagnozisanak specificitasat
€s szenzitivitasat, kiilonb6z6 tumor markereket vizsgaltunk. Az egyik j tumor market a HE4,
amely két tejsavo proteint tartalmaz (WAP) domainek és nyolc cisztein csapadékot amely egy
négy-diszulfid koté magot alkot. HE4-et a 20g12-13.1 emberi kromoszoéma lokalizalja és ennek
kibocsatasa szignifikansan megnd rosszindulatl transzformacioé esetén. HE4-et azonban normalis
szovetek is kibocsatanak, ezért nem tumor specifikus. Hasonloan, feltételezziik, hogy a HE4
funkcidja is mind a spermiotelcosishoz, (egy protedz gatlo amely a sperma éréssel kapcsolatos)
mind a természetes immunitashoz kapcsolodik, bar a HE4 funkcidinak pontos részletei még
tisztazasra varnak

A petefészekrak korai felismeréséhez Moore et al. a HE4-gyel kapcsolatban, mint tumor markerrdl
72.9%-0s szenzitivitasrol és 95%-os specificitasrol szamol be. Ha mind a HE4, mind a CA-125
figyelembe lett véve, a szenzitivitas 76.4%-ra nétt. Tehat tobb mint egy biomarker figyelembe
vétele 33.1%-o0s novekedést eredményezett a CA-125 szenzitivitasaban, €s 3.5 %-os novekedést a
HE4 szenzitivitdsaban.

Ebben a dolgozatban a ROMA értékek alapjan szamoltunk prediktiv indexet, amely a beteg

postmenopausalis allapotan és a HE4, CA-125 biomarkerek jelenlétén és szintjén alapultak. fgy a
prediktiv index a HE4 és a CA-125 szérum szintjének pontos meghatarozasara tdmaszkodik.
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Egy nemrégiben megjelent tanulmany a ROMA indexet hatékonyabbnak taldlta a petefészekrak
elérejelzésében, mint a széles korben hasznalt RMI (Risk of Malignancy Index), amely ultrahang
leleteket, CA-125 koncentraciokat és menopaosalis allapotot hasznal.

Tovabba, amikor a specificitast 75%-ra allitottuk be, az RMI-nek 84.6%-o0s szenzitivitasa volt.
Ugyanehhez a specificitas értékhez a ROMA index szenzitivitasa szignifikansan magasabb volt
(94.3 %). Bar biomarker koncentraciokat kiilonboz6 modszerekkel lehet vizsgalni (ELISA,
chemiluminescent microparticle immunoassay), Ruggeri et al. nemrégiben megjelent vizsgalata
megmutatta, hogy a chemiluminescent immunoassay-ek kielégitobbek és reprodukalhatobbak,
mint a kereskedelmi forgalomban elérhetd ELISA eszk6zok, amelyeket az interassay pontatlansagi
szazalék (CV %) jellemez, amely 6.8-10.3 %-ig terjed, dsszehasonlitva az ECLIA értéke <4 %. E
dolgozat eredménye Osszhangban van ezen eredményekkel, €s tovabb tdmogatja az ECLIA
modszer hasznalatit a CA-125 ¢és a HE4 szintek rutinszerli meghatdrozasdhoz. Az ELISA ¢és
ECLIA kozotti pontossagbeli kiilonbség az ECLIA teljesen automatizalt létrehozasanak is
koszonhetd, amig az ELISA-k gyakorlati vizsgalatok amelyek duplan tesztelt mintdkat is
igényelnek.

A 14-3-3 zéta protein fontos szerepet tolt be szamos kiilonb6zé bioldgiai mechanizmusban.
Példaul adaptor proteinként is jellemezték intracellularis jelzések miatt, mert tartalmaz egymast
kovetd phosphoserine motivum ismétléseket, amelyek rendelkeznek azzal a kapacitassal, hogy
megkdssenek folyasiranyu és ellentétes iranyt jelz6 molekulakat. A 14-3-3 zéta protein elésegiti
a sejtmigraciot is azaltal, hogy harmadlagos komplexet képez az integrin alpha-4 —gyel és
paxillinnel.

Lehetséges, hogy a 14-3-3 zétanak a cancerogenesisben is szerepe van, mert képes kotddésre NF-
kappa B-vel, beta-cateninnel, és Bcl-2-vel, és megndveli a rakos sejtek burjanzasat. Kimutattak,
hogy a 14-3-3 zéta protein blokkolja a p38 mitogen-aktivalt protein kinaz (MAPK) aktivitasat, igy
kozvetitve egy anti-apoptotic mechanizmust. Szamos vizsgalat vetette fel, hogy a 14-3-3 zéta
protein egy kulcs molekula szamos malignitas rosszindulatu patologias folyamataban, beleértve az
oralis, nyeldcso, tiidé és mellrakot és a B sejtes lymphomat.

He et al. nemrégiben megmutatta, hogy a 14-3-3 zéta protein egy lehetséges biomarker és attét
segité faktor a petefészekrak esetén, azon az alapon, hogyimmunrendszer nélkiili egerek xenograft
modell szérum proteomic analizisét végezte el SKOV-3 sejtekkel és tomegspektrométerrel
[folyadékkromatograf - tandem tomegspektrométer (LC-MS/MS)], hogy azonositsa a
metasztazishoz kapcsoldodd szérum proteineket. Szignifikdnsan magasabb 14-3-3 zéta kibocsatast
mértiink EOC betegeknél, mint a joindulati ndgyodgyaszati betegségekkel rendelkezdknél.
Tovabba, a CA-125-h6z képest, a 14-3-3 zéta protein szérum szintje szignifikdnsan megnott
amikor mikroszkopikus peritoneal metastasis volt jelen, vagy amikor mindkét petefészek be lett
vonva. Ennek megfel6en a szerzk javasoltak, hogy a 14-3-3 zéta protein hasznos eszkdz lehet a
petefészekrak FIGO stadium Ib és Ic megkiilonboztetésére az Ia — tol.

Ennek ellenére ennek dolgozatnak az eredményei nem konzisztensek ezekkel a megéllapitasokkal.

Példaul a 14-3-3 zéta protein szérum szintjében nem mértiink szignifikans kiilonbséget az
egészséges menopausalis ndk és az eldrehaladott EOC betegek esetén. Tovabba a 14-3-3 zéta
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protein szérum szintjében nem volt szignifikans valtozas a 6 egymast kdvetd kemoterapias
kezelési ciklus kozben (7/G abra), bar a CT felvételek és a CA-125 és HE4 szintek kétségkiviil
jelezték a kezelés hatdsossagat.

Egy lehetséges magyardzat ezekre az eredményekre a vizsgalatba bevont betegek nem megfeleld
létszama. Késébbi vizsgalatok sziikségesek nagyobb elemszdmmal ahhoz, hogy statisztikailag is
kimutathatdak legyenek a valtozasok. Az is elképzelhetd, hogy a szérum proteinek lebomlasnak
indulnak még akkor is, ha -80 °C-on taroljuk 6ket. Lehetséges, hogy a 14-3-3 zéta instabil protein,
amelyet a mintavétel utan gyorsan vizsgalat alé kell vonni.

Erdekes lehetéség, hogy a 14-3-3 zéta esetleg mekot proteineket, amelyeket chemotherapeutic
agensek aktivalnak, vagy jelen vannak a kemoterapia eredményeként, ezaltal elfedve a 14-3-3 zéta
jelenlétét a szérumban. A jovOben sziikség van egy nagy klinikai vizsgalatra, hogy értékelni
lehessen a 14-3-3 zéta hatékonysagat, és hogy meg lehessen hatarozni a szenzitivitasat ¢és
specificitasat ennek a biomarkernek a CA-125-hoz és a HE4-hez képest.

3.4 Kovetkeztetések

A CA-125 és a HE4 szérum szintjének meghatarozasa a ROMA indexhez hasznos eszkozt jelent
az EOC betegek kemoterapias hatékonysaganak elorejelzésére. Azonban a jelen dolgozat
eredményei alapjan a 14-3-3 zéta protein szintjei nem korrelaltak megbizhatéan az EOC klinikai
viselkedésével ¢és ezért megkérddjelezziik, hogy e betegséget tekintve hasznos biomarkernek
bizonyul.
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