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Daganatos megbetegedések — Szomoru statisztika (WHO)

* Halalozas 2. leggyakoribb oka

* Minden 6. halaleset oka daganatos

megbetegedés

* Eurdpa: 3,7 millié 1j eset évente

* 1,9 milli6 halalozas évente

* 90%-ban terapia-rezisztencia
(Wang et al. 2019)

Magyarorszag 2016 (WHO)
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Terapia-rezisztencia — megvaltozott hatéanyag eliminacio

t

i— Terépla
Szenzitiv sejtek Remsztencm
Primer Szerzett

Fokozott osztodas —>Genomialis valtozasok:

- Kromoszéma atrendezddések,

- Géndelécié/multiplikacid
Gyogyszer-célpont valtozasai Megvaltozott hatéanyag eliminacio:

- Fokozott efflux transzport

- CYP gének kopiaszam valtozasa

Megvaltozott gyogyszer-metabolizmus és transzport

Hibas apoptdzis szabalyzas
Fokozott DNS hiba javitas
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Célkituzések - Megvaltozott gyogyszer-eliminacio

Gyogyszer metabolizmus és transzport megvaltozasa
metabolizmus: citokrém P450 (CYP) kopiaszam/expresszio valtozasa
transzport: ABCB1 (Pgp) kopiaszam/expresszid valtozasa
Betegekbdl szarmazo tid6 adenocarcinoma mintak
CYP/ABCB1 képiaszam meghatarozas: modszer-fejlesztés
CYP/ABCBI1 expresszio valtozas - terapia (paclitaxel) kimenetele
Adenocarcinoma sejt-modell
nem rezisztens €s kisérletesen rezisztenssé tett sejtvonalak 1étrehozasa
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paclitaxel érzékenysége



Paclitaxel metabolizmus megvaltozasa adenocarcinoma sejtekben

Paclitaxel (PTX)

CYP3A4/

3’p-hidroxi-PTX 60-hidroxi-PTX

CYPZCS\ /ZYP3A4

dihidroxi-PTX

Tudo adenocarcinoma mintak L

Kopiaszam valtozas kimutatasa
modszer-fejlesztés — CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszam

Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonolégiai Intézet
(Moldvay Judit, Harké Tunde)

Paclitaxel kezelés el6tt allo betegek primer tumor
mintaiban a CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszam

1 | A
Moldvay Judit

Paclitaxel kezelés — megbetegedés kimenetele
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CYP kopiaszam meghatarozas tid6 adenocarcinoma mintakban

* Gének mennyiségl meghatarozasa

- PCR alapu, relativ mennyiségi meghatarozas , @
- 2 képiaban 1év6 gén(ek)-hez viszonyitva & .‘—> T o e m— N .
- Target gének: CYP2CS8 és CYP3A4 o o Nononir
Tumor szdvet Tumor sejtekbdl izolalt DNS qPCR reakcié target sperciﬂkus Fluidigm Juno +
- Referencia gének: ALB, B2M, BCKDHA, F5, FRUBRSES Biomark HD qPCR
1 referencia gén 2 kopia
CD36, MPO, TBP, RNaSC P Tobb referencia gén alakimazasa
’ k ’ . ’ b ’ ’ . LDL Target a 2
- gen koplaszam a tumorban — egeszseges szovet & /, & W
L. , , . , v —- 7 s> Normalizalas —-
képlaszamahoz viszonyitva, tumor-tartalommal L
korrigalva Cq cq

Kdépiaszam a tumor mintaban

» validalas: szekvenalassal

* High-throughput PCR moédszer

> ’ ’ / 4 e : t 2
nagyszamu gen, nagyszamu minta AZ NKFI ALAPBOL
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Kopilaszam meghatarozas — HT-PCR, Biomark HD + Juno

Kiértékelés

Microfluidikai chip technol6gia Assay

Biomark HD + Juno p 4 ¥ & i
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CYP kopiaszam meghatarozas tud6 adenocarcinoma mintakban

* Retferenciagének * CYP kopiaszam
Referenciagének relativ képiaszama CYP2C8 és CYP3A4 gének kopiaszama
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> gén koépiaszam a tumorban — egcszséges
szovet koplaszamahoz viszonyitva,
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tumor-tartalommal korrigalva




Terapia-rezisztencia - paclitaxel metabolizmus megvaltozasa

Tud6 adenocarcinoma sejt-modell e
Adenocarcinoma sejtvonal: EKVX, HOP-62, A549
Nem rezisztens (parentalis) sejtek: CYP2C8, CYP3A4 és ABCB1 gének 2 képiaban

Rezisztens sejtek létrehozasa: Membran fehérje kutatocsoport
CYP2CS8 overexpresszido — CYP2CS8 transzdukcioval

CYP2C8 gén tobb kopiaban » fokozott CYP2CS8 expresszio
g AZ NKFI ALAPBOL
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Kisérletesen létrehozott rezisztencia - In vitro adenocarcinoma sejt-modell

TA WAl YA
CYP2C8 cDNS* NN~
Tusnady Eva 1 / AT N ¥
Kucsma Nora Ear e e

EKVX sejtek transzfektalasa

pRRL-CMV-CYP2C8-IRES-CD4
lentivirus plazmid

Lentivirus felszaporitasa
HEK293T sejtekben

*Wolf R (University of Dundee, UK) ajandéka

CYP2C8-t overexpresszalo sejtek
kivalogatasa aramlasi citometriaval

1
vl ﬁ!’/ ’

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO
NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI
ES INNOVACIOS HIVATAL PROJEKT



Log CYP2C8 mRNS
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In vitro sejt-modell jellemzése

EKVX sejtek CYP2C8 mRNS expresszidja

CYP2C8
overexpresszalo

Parentalis Vektor kontroll

EKVX sejtek CYP2CS8 fehérje expresszioja
1. 2.

CYP2C8 ——

B—aktin T —

1. Vektor kontroll;
2. CYP2CS8 overexpresszalo
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Osszegzés — tovabbi tervek

High-throughput PCR modszer kopiaszam valtozas meghatarozasara

CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszam valtozas PTX kezelés elott allo betegek

adenocarcinoma mintaiban

PTX kezelés / megbetegedés kimenetele
CYP2C8 overexpresszalo sejt-modell létrehozasa

Fokozott CYP2C8 mRNS és enzim-fehérje szint

PTX érzeékenység meghatarozasa

CYP3A4 overexpresszalo sejt-modell 1étrehozasa
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Kutatasban résztvevok
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