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Bevezetés: Közepesen differenciált (grade 2) tumorok esetén a beteg prognózisa és a terá pia eredményessége e té-

nyező alapján nem becsülhető meg biztonsággal. Célkitűzés: Vizsgálni a szerzők által leírt, kromoszomális instabili-

tást  tükröző prognosztikus génexpressziós indexet kiegészítve további génekkel egy kiterjesztett betegcsoporton. 

Módszerek: Publikus adatbázisokból választottak ki kilenc cél-, valamint három kontrollgént. Ezek expresszióját 

 valós  idejű polimeráz láncreakcióval határozták meg. Az analízisben 249, formalinban fi xált, paraffi nba ágyazott 

emlőcarcinoma vizsgálatát végezték el és az eredményeiket a betegségmentes túléléssel összefüggésben elemezték. 

Eredmények: A gének expressziójának mértéke alapján a grade 2 carcinomák a grade 1, illetve a grade 3 tumorokhoz 

hasonló prognózisú csoportokra különültek el. Pusztán a FOXM1, TOP2A és CLDN4 gének együttes vizsgálatá-

val a grade 2 daganatok magas és alacsony kockázatú alcsoportokba oszthatóak. Következtetés: Megfelelően válasz-

tott  kontrollgének vizsgálatával három célgén expressziója alapján a hisztológiai grade-től függetlenül elkülönít-

hető az emlőcarcinomák jó és rossz prognózisú csoportja. Orv. Hetil., 2013, 154, 627–632.

Kulcsszavak: emlőrák, grade, prognózis, génexpresszió

*A szerzők egyenlő mértékben járultak hozzá a közleményhez.
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Prediction of the prognosis of breast cancer in routine histologic specimens 

using a simplifi ed, low-cost gene expression signature

Background: Grade 2 breast carcinomas do not form a uniform prognostic group. Aim: To extend the number of 

patients and the investigated genes of a previously identifi ed prognostic signature described by the authors that refl ect 

chromosomal instability in order to refi ne characterization of grade 2 breast cancers and identify driver genes. Meth-

ods: Using publicly available databases, the authors selected 9 target and 3 housekeeping genes that are capable to 

divide grade 2 breast carcinomas into prognostic groups. Gene expression was investigated by polymerase chain reac-

tion in 249 formalin-fi xed, paraffi n-embedded breast tumors. The results were correlated with relapse-free survival. 

Results: Histologically grade 2 carcinomas were split into good and a poor prognosis groups. Centroid-based ranking 

showed that 3 genes, FOXM1, TOP2A and CLDN4 were able to separate the good and poor prognostic groups 

of grade 2 breast carcinomas. Conclusion: Using appropriately selected control genes, a limited set of genes is able 

to split prognostic groups of breast carcinomas independently from their grade. Orv. Hetil., 2013, 154, 627–632.

Keywords: breast, grade, prognosis, gene expression
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Rövidítések

CIN = kromoszomális instabilitás; CLDN4 = claudin-4; ER = 

ösztrogénreceptor; FFPE = formalinban fi xált és paraffi nba 

 ágyazott; FOXM1 = forkhead box protein M1; GGI = genomi-

kai grade index; PAM = prediction analysis of microarrays; 

qPCR = kvantitatív polimeráz láncreakció; TOP2A = topo-

izomeráz-II-alfa

Az emlődaganatok prognózisának megítélésében az 

egyik legerősebb faktor a Nottingham grade rendszer 

alapján felállított szövettani differenciáltsági fok. Ennek 

alapján az emlőrákok három csoportba – jól (grade 1), 

közepesen (grade 2) és alacsonyan differenciált (grade 3) 

tumorokra – oszthatóak. A rendszer a tubulusformáló 

képességet, a magi pleomorfi zmust és a mitotikus inde-

xet veszi fi gyelembe [1, 2]. Nagy esetszámú vizsgálatok 

eredményei alapján a grade független prognosztikai és 

prediktív faktornak tekinthető [3], amely szerint a jól és 

alacsonyan differenciált tumorok jellemzően elkülönül-

nek, a grade 2 daganatok azonban köztes csoportot ké-

peznek. A beosztás szubjektív volta, az egyes vizsgálók 

és  centrumok közti értékelési különbségek [4], vala-

mint  a közepesen differenciált carcinomák pontosabb 

értékelése érdekében hasznos lehet az emlőrákok diffe-

renciáltságát vizsgáló objektív, a mindennapi gyakorlat 

számára hozzáférhető módszer kidolgozása.

Az utóbbi évtizedben az emlődaganatok osztályozása 

és viselkedésének előrejelzése forradalmi változásokon 

ment keresztül [5, 6] a diagnosztikus eszközök egy-

idejű  kifejlesztése mellett [7, 8]. Mindezek ellenére 

 számos beteg esetében a prognózis nem ítélhető meg 

biztonsággal. Génexpressziós vizsgálatok [9, 10, 11] 

eredményei arra utalnak, hogy a grade 2 daganatok egy 

része a grade 1, más része a grade 3 tumorokhoz ha sonló 

[8], ami a betegek túlélési eredményeivel is alátámaszt-

ható [11].

A differenciáltsági fokot genetikai alapon elemző vizs-

gálatok nagyfokú átfedést mutatnak az egyes génkifeje-

ződési profi lokban. Ezek alapján valószínűsíthető, hogy 

a legtöbb, grade-et pontosító gén kifejeződése ugyan-

azon információt tükrözi [12]. Így viszonylag kis-

számú,  helyesen kiválasztott gén segítségével ugyanazt 

az összefüggést tudjuk modellezni, mint sok száz gént 

használó microarray-alapú vizsgálatokat alkalmazva 

[13]. Jelen munkánkban nyilvánosan elérhető adatbá-

zisok anyagából a kromoszomális instabilitást tükröző 

számos gén expressziója alapján jelöltük ki a „grade-el-

választó” profi l kevesebb gént tartalmazó változatát, amely 

prognosztikus információt tükröző felosztást tesz le-

hetővé emlőcarcinomák esetében [1. A) és B) ábra].

Módszer

Öt nyilvánosan elérhető cDNS-microarray-adatbázis [6, 

8, 9, 11, 14] elemzésével in silico jelöltük ki a vizs gálni 

kívánt gének kiegészített listáját. Mindegyik adatbázis-

ban a kromoszomális instabilitás (CIN) kifejeződési 

mintázat génjeit vizsgáltuk a szövettani differenciáltsági 

fokkal való összefüggésben [13]. Korábbi eredményeink 

szerint a CLDN4 expressziója összefügg a daganatos 

differenciációval [15, 16], ezért ennek kifejeződését 

ugyancsak vizsgáltuk.

1999 és 2002 között 462, invazív emlőrákkal diag-

nosztizált beteg paraffi nba ágyazott anyagát vizsgáltuk 

a Budai MÁV Kórház archívumából, amelyeket ugyan-

azon patológus szakorvos (K. J.) értékelt. A betegek 

 átlagéletkora 58,8 év volt: 59,9, 59,2 és 56,5 a grade 1, 

2 és 3 csoportokban [2. A) ábra]. A leggyakrabban elő-

forduló szövettani altípus az invazív ductalis carci-

noma volt (65,8%). Az RNS-izolálást követően 314 eset 

került génexpressziós elemzésre, amelyek közül 249 

volt értékelhető: 86 grade 1, 86 grade 2 és 77 grade 3 

[1. táblázat és 2. A) ábra]. A vizsgálatot a Tudományos 
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1. ábra Vizsgálatunkban a grade 2 differenciáltságú tumorok prognosztikus alcsoportjainak meghatározását tűztük ki célul (A). Ehhez párhuzamosan 

bioinformatikai elemzést végeztünk nyilvánosan elérhető génexpressziós adatokat felhasználva, és 249 beteg daganatát elemezve validáltuk a megha-

tározott PCR-alapú génexpressziós profi lt (B)

2. ábra Relapsusmentes túlélés a három szövettani differenciáltsági csoportban a vizsgált betegekben (A). A grade 2 tumorokat sikeresen kettéválasztottuk a 

kilenc gén kifejeződése alapján egy jól differenciált (LGT) és egy alacsonyan differenciált (HGT) típusú csoportra (B). A centroid plot elemzés ered-

ménye, amely alapján az elkülönítéshez alkalmazott géneket rangsoroltuk, felülről lefelé láthatóak az „erősségüknek” megfelelően (C). A szűkített 

génlista alapján a grade 2-es daganatok prognosztikus elkülönítése (LGT vs. HGT) lehetséges (D)
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1. táblázat A vizsgálatba bevont betegek klinikopatológiai paraméterei

Csoportok (grade alapján) 1 2 3 Összes

Betegek száma 86 86 77 249

Életkor – években (átlag, tartomány) 59,9 (35–95) 59,2 (23–87) 56,5 (29–87) 58,8 (23–95)

Szövettani típus (db, %) IDC 61 (70,9%) 51 (59,3%) 52 (67,5%) 164 (65,8%)

ILC 6 (6,9%) 4 (4,6%) 1 (1,2%) 11 (4,4%)

Kevert 12 (13,9%) 28 (32,5%) 15 (19,4%) 55 (22%)

Egyéb 7 (8,1%) 3 (3,4%) 9 (11,6%) 19 (7,6%)

Tumorméret – mm (átlag±szórás) 20,49±1,10 26,81±1,54 28,55±1,92 25,13±13,87

Érinvázió (db, %) 48 (55,8%) 65 (75,6%) 63 (81,8%) 176 (70,7%)

Nekrózis (db, %) 11 (12,7%) 23 (26,7%) 45 (58,4%) 79 (31,7%)

NPI (átlag±szórás) 3,00±0,11 4,39±0,13 5,58±0,15 4,39±1,39

ER – % (átlag±szórás) 69,33±3,99 52,46±4,49 33,82±4,98 51,88±40,12

PgR – % (átlag±szórás) 48,35±4,46 27,85±3,78 18,98±3,51 31,61±34,97

Relapsus

(n, %)

Összes 23 (26,7%) 36 (41,8%) 36 (46,7%) 99 (39,7%)

Helyi 12 (13,9%) 7 (8,1%) 9 (11,6%) 26 (10,4%)

Távoli 11 (12,8%) 29 (33,7%) 27 (35,1%) 67 (26,9%)

Betegségmentes túlélés (átlag, tartomány) 85,9 (12–122) 75,9 (0–123) 74,1 (0–119) 78,8 (0–123)

IDC = invazív ductalis carcinoma; ILC = invazív lobularis carcinoma; NPI = Nottingham prognosztikus index; ER = ösztrogénreceptor; 

PgR = progeszteronreceptor

Kutatási és Etikai Bizottság hagyta jóvá (IKEB #7/2008 

és 7-1/2008).

A formalinban fi xált és paraffi nba ágyazott (FFPE) tu-

morokból lemetszett mintákat hematoxilin-eozin fes-

tés segítségével értékeltük sejtösszetétel szempontjából. 

RNS-izoláláshoz a teljes daganatot tartalmazó blokkok-

ból 5–20 darab 5 μm-es réteget metszettünk le. Az RNS 

kivonását Qiagen FFPE kit segítségével végeztük, gyári 

protokoll szerint (Qiagen, Venlo, Hollandia). Az RNS-

cDNS átírás az Applied Biosystems (ABI) High Capa-

city RNA-to-cDNA Master Mix alkalmazásával történt, 

mintánként 1000 ng RNS felhasználásával (ABI, Foster 

City, CA, Amerikai Egyesült Államok).

A kvantitatív polimeráz láncreakciókat (qPCR) 20 μl 

reakcióelegyben duplikátumban, a Roche LightCycler® 

480 rendszerben (Roche, Mannheim, Németország) 

futtattuk az alábbi Taqman® assay-k segítségével, fi gye-

lembe véve a cég által meghatározott feltételeket: 

AURKA – Hs01597773_mH, CCNB2 – Hs00270424_

m1, CDC2 – Hs00364293_m1, CLDN4 – 

Hs00976831_s1, FOXM1 – Hs01073586_m1, KIF11 

– Hs00189698_m1, MSH6 – Hs00264721_m1, 

 TOP2A – Hs00172214_m1, TPX2 – Hs00201616_m1, 

B4GALT3 – Hs00186856_m1, SLC9A3R2 – 

Hs00191186_m1, PUM1 – Hs00206469_m1. 

A B4GALT3, SLC9A3R2 és a PUM1 képezik a kont-

rollgének csoportját, amelyek szintén a fentebb említett 

adatbázisok elemzése során kerültek kiválasztásra. Az 

egyes ismétlésekből származó eredményeket átlagol-

tuk, majd a ΔΔCt-eljárást alkalmaztuk. Az értékelést R 

statisztikai környezetben (R 2.10.1) Prediction Analysis 

of Microarrays (PAM v. 2.19) módszer segítségével vé-

geztük [17]. A magas előrejelzési potenciállal bíró gének 

kiválasztása során a PAM folyamatosan emeli a gének 

expressziójából levont küszöböt, amelynek hatására a 

korrigált génexpresszió folyamatosan csökken. Ezen 

„shrunken centroid”-nak nevezett csökkentett génex-

presszió szignifi kánsan eltérő génjei adták az előre jelző 

génlistát. A prognózis és a betegségmentes túlélés 

 ábrázolásához Kaplan–Meier-metodikát használtunk. 

A grafi konokat Winstat for Excel program segítségével 

készítettük.

Eredmények

In silico eredmények

A 70 génes kromoszomális instabilitás (CIN70) génlis-

tát  rangsoroltuk a szövettani grade-del való összefüg-

gésének megfelelően. Így egy 61 génes CIN-profi lt kap-

tunk (CIN61), ami mind az öt adatbázisban erősen 

összefüggött a szövettani differenciáltsággal (Pearson-

féle korrelációs koeffi ciens >0,7). Ezután a legerősebb 

10 génre szűkítettük le a listát minden adatbázisban 

(centroid). Meglepetésünkre nyolc gén azonos volt 

mind  az öt esetben. Ezek (AURKA, CCNB2, CDC2, 

FOXM1, KIFF11, MSH6, TOP2A, TPX2) és a hozzá-

adott CLDN4 képezte a kiindulási alapot a klinikai min-

tákban való értékelésükhöz [1. B) ábra].

A megfelelő kontrollgének kijelöléséhez ugyancsak 

a  fenti adatbázisokat használtuk. A konzisztens mó-

don  kis variabilitást mutató géneket választottuk ki 
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(B4GALT3, PUM1 és SLC9A3R2). A PUM1 gén visel-

kedését más vizsgálatok is megerősítették [18].

Génexpressziós értékek

Az adatok qPCR-eljárással kilenc vizsgált és három kont-

rollgén alapján keletkeztek. Ezt követően a PAM szoft-

ver segítségével a grade 1 és 3 esetek alapján (training 

set) szétválasztottuk a grade 2 tumorokat a túlélés sze-

rint (p = 0,095).

Tovább fi nomítottuk az elemzést a klinikailag rossz 

prognózisú (12 hónapnál hamarabb kiújuló) grade 1 

(hat eset) és jó prognózisú (120 hónap után sem recidi-

váló) grade 3-as daganatok (nyolc eset) kihagyásával. 

A  megmaradó grade 1 és 3 tumorokat mint „training 

set”-et alkalmazva a grade 2-es daganatok jó és rossz 

prognózisú csoportra voltak oszthatóak (p = 0,016) 

[2. B) ábra].

A meghatározott géneket expressziójuknak megfe-

lelően újabb rangsorolásnak vetettük alá, majd ezt 

centroid ploton ábrázoltuk [2. C) ábra]. A két kulcssze-

repet játszó gén a FOXM1 és a TOP2A volt a CLDN4 

mellett. Ennek megfelelően e háromgénes kifejeződési 

mintázat segítségével újra elemeztük az expresszió és a 

betegségmentes túlélés viszonyát. A grade 2 tumorok 

szétválasztását ezen gének működése hajtotta, és hár-

man elégségesek voltak ahhoz, hogy a csoportot egy jó 

és egy rossz prognózisú alcsoportra bontsák (p = 0,017) 

[2. D) ábra].

Megbeszélés

Jelen vizsgálat célja a szövettanilag grade 2 emlőtumo-

rok alacsonyan és jól differenciált csoportokba való so-

rolása volt. Microarray-alapú adatbázisokat használva 

bioinformatikai elemzéssel választottuk ki a vizsgált gé-

neket. Ezek expresszióját vizsgáltuk qPCR-módszerrel 

249, formalinban fi xált és paraffi nba ágyazott invazív 

emlőcarcinoma-mintán. Eredményeink alapján a köze-

pesen differenciált emlőtumorok egy jobb és egy rosz-

szabb prognózisú alcsoportba sorolhatóak, amelyet a 

vizsgált gének expressziója és a betegek relapsusmentes 

túlélése alapján állapítottunk meg.

A genomikai grade index (GGI) génkifejeződési 

 mintázat, amely 97 sejtproliferációval kapcsolatos gént 

vizsgál cDNS-microarray felhasználásával. Segítségével 

a grade 2 tumorok feloszthatók alacsony és magas rizi-

kójú csoportokba [9]. Kereskedelmi változata elérhető, 

azonban csak fagyasztott tumorokon alkalmazható. 

A közelmúltban egyes vizsgálatok PCR-alapú tesztek ki-

fejlesztésére koncentráltak, és ezen gének számát is csök-

kenteni igyekeznek [19, 20]. Az általunk bevezetett eljá-

rás ugyancsak PCR-alapú, azonban mindössze három 

gén együttese – a claudin-4 (CLDN4), a forkhead 

box  protein M1 (FOXM1) és a topoizomeráz II alfa 

( TOP2A) – vizsgálatával képes a jó és rossz prognózisú 

csoportokat elválasztani.

A TOP2A a DNS-replikáció és -repair egyik kulcsen-

zime, az antraciklinalapú terápiák fő célpontja [21, 22, 

23]. Génje a HER2 mellett, a 17-es kromoszóma rövid 

karján található (17q21). A gén amplifi kációja nem jár 

minden esetben együtt a fehérje túltermelődésével 

[20],  az RNS- és fehérjeszintek pontosabban korrelál-

nak  a betegség kimenetelével [23]. A FOXM1 jól is-

mert humán protoonkogén, „upregulációja” több szo-

lid tumorban, így emlőrákban is megfi gyelhető. Fontos 

mediátor szerepet tölt be az ösztrogén jelátviteli utak 

szabályozásában, deregulációja hozzájárulhat az en-

dokrin terápiával szemben mutatott érzéketlenséghez 

[19]. A CLDN4 sejtkapcsoló molekula, amely a sejt-

membrán apicalis oldalán levő tight junction felépítésé-

ben tölt be szerepet [24]. Ez a család legrobusztusab-

ban  expresszált tagja, így vizsgálata során számos 

tanulmány több megbetegedésben prognosztikus infor-

mációt tudott hozzá párosítani [15, 25]. A Perou-

munkacsoport által leírt claudin-low altípus egyik mar-

kere [26]. A TOP2A és FOXM1 leginkább az osztódási 

aktivitás és magi morfológia, a CLDN4 pedig talán a 

ductusok kialakulásának oldaláról képes a grade-et rep-

rezentálni.

A malignus emlődaganatok két, egymástól prognosz-

tikai és prediktív jellemzők alapján legjobban elkülö-

nülő  csoportját az ösztrogénreceptor- (ER-) pozitív és 

negatív daganatok adják, emellett azonban a tumorok 

differenciáltsága is fontos tényező. Az általunk beveze-

tett módszer segítségével a grade 2 tumorok jobb és 

rosszabb prognózisú alcsoportokba voltak oszthatóak 

az  ER-státustól és egyéb klinikopatológiai jellemzők-

től  függetlenül. Ezen módszer további kiterjesztett 

validációját követően fontos szerepet játszhat az adjuváns 

kemoterápia szükségességének megítélésében.
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