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Bevezetés: Kozepesen differencialt (grade 2) tumorok esetén a beteg prognézisa és a terdpia eredményessége e té-
nyezd alapjan nem becsiilheté meg biztonsaggal. Célkitiizés: Vizsgalni a szerzdSk altal leirt, kromoszomalis instabili-
tast tiikkroz6 prognosztikus génexpresszids indexet kiegészitve tovabbi génekkel egy kiterjesztett betegcsoporton.
Modszerek: Publikus adatbdzisokbdl valasztottak ki kilenc cél-, valamint harom kontrollgént. Ezek expresszidjit
valds idejii polimerdz lancreakciéval hatiroztik meg. Az analizisben 249, formalinban fixalt, paraffinba dgyazott
emlGcarcinoma vizsgalatat végezték el és az eredményeiket a betegségmentes taléléssel Osszefiiggésben elemezték.
Eredmények: A gének expresszidjinak mértéke alapjin a grade 2 carcinomdk a grade 1, illetve a grade 3 tumorokhoz
hasonlé prognézist csoportokra kiiloniiltek el. Pusztin a FOXM1, TOP2A és CLDN4 gének egyiittes vizsgalata-
val a grade 2 daganatok magas és alacsony kockazatt alcsoportokba oszthatéak. Kivetkeztetés: MegfelelGen vilasz-
tott kontrollgének vizsgilatival hirom célgén expresszidja alapjin a hisztolégiai grade-tdl fiiggetlentl elkiilonit-
het6 az emlGcarcinomdk j6 és rossz progndzist csoportja. Orv. Hetil., 2013, 154, 627-632.

Kulcsszavak: emlérak, grade, prognézis, génexpresszid

*A szerzGk egyenl6é mértékben jirultak hozza a koézleményhez.
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Prediction of the prognosis of breast cancer in routine histologic specimens
using a simplified, 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 identified prognostic signature described by the authors that reflect
chromosomal instability in order to refine characterization of grade 2 breast cancers and identify driver genes. Meth-
ods: Using publicly available databases, the authors selected 9 target and 3 housckeeping 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-fixed, paraffin-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

(Beérkezett: 2013. februar 24.; elfogadva: 2013. marcius 14.)

Roviditések

CIN = kromoszomilis instabilitds; CLDN4 = claudin-4; ER =
osztrogénreceptor; FFPE = formalinban fixdlt és paraffinba
dgyazott; FOXMI1 = forkhead box protein M1; GGI = genomi-
kai grade index; PAM = prediction analysis of microarrays;
qPCR = kvantitativ polimeridz lincreakci6; TOP2A = topo-
izomerdz-II-alfa

Az emlédaganatok prognézisinak megitélésében az
egyik legerésebb faktor a Nottingham grade rendszer
alapjan feldllitott szovettani differencidltsagi fok. Ennek
alapjan az eml6rikok hirom csoportba — jol (grade 1),
kozepesen (grade 2) és alacsonyan differencialt (grade 3)
tumorokra — oszthatéak. A rendszer a tubulusformald
képességet, a magi pleomorfizmust és a mitotikus inde-
xet veszi figyelembe [1, 2]. Nagy esetszamu vizsgilatok
eredményei alapjin a grade fiiggetlen prognosztikai és
prediktiv faktornak tekinthetd [3], amely szerint a jol és
alacsonyan differenciilt tumorok jellemzdéen elkiiloniil-
nek, a grade 2 daganatok azonban koztes csoportot ké-
peznek. A beosztds szubjektiv volta, az egyes vizsgalok
és centrumok kozti értékelési kilonbségek [4], vala-
mint a kozepesen differencidlt carcinomdk pontosabb
értékelése érdekében hasznos lehet az emlSrakok ditfe-
rencidltsigit vizsgilé objektiv, a mindennapi gyakorlat
szamdra hozzatérhet6 moédszer kidolgozasa.

Az utébbi évtizedben az emlédaganatok osztalyozisa
és viselkedésének eldrejelzése forradalmi valtozasokon
ment keresztil [5, 6] a diagnosztikus eszkozok egy-
idejd kifejlesztése mellett [7, 8]. Mindezek ellenére
szamos beteg esetében a prognédzis nem itélhetd meg
biztonsiggal. Génexpresszids vizsgilatok [9, 10, 11]
eredményei arra utalnak, hogy a grade 2 daganatok egy
része a grade 1, mas része a grade 3 tumorokhoz hasonlé
[8], ami a betegek talélési eredményeivel is alatimaszt-
hat6 [11].

A differencialtsagi fokot genetikai alapon elemz§ vizs-
galatok nagyfoka dtfedést mutatnak az egyes génkifeje-
z6dési profilokban. Ezek alapjan valészinGsithets, hogy
a legtobb, grade-et pontosité gén kifejez6dése ugyan-
azon informaciot tiikrozi [12]. Igy viszonylag kis-
szamu, helyesen kivilasztott gén segitségével ugyanazt
az Osszefiiggést tudjuk modellezni, mint sok sziz gént
haszndlé microarray-alapi vizsgéilatokat alkalmazva
[13]. Jelen munkinkban nyilvinosan elérhet6 adatba-
zisok anyagabodl a kromoszomalis instabilitast tiikrozé
szamos gén expresszidja alapjan jeloltik ki a ,,grade-el-
valasztd” profil kevesebb gént tartalmazo valtozatat, amely
prognosztikus informdciét tiikrozé felosztist tesz le-
hetévé emlGcarcinomak esetében [1. A) és B) dbra].

Mobdszer

Ot nyilvanosan elérhet§ cDNS-microarray-adatbazis [6,
8,9, 11, 14] elemzésével in silico jeloltiik ki a vizsgalni
kivint gének kiegészitett listajit. Mindegyik adatbdzis-
ban a kromoszomilis instabilitdis (CIN) kifejez8dési
mintazat génjeit vizsgaltuk a szovettani differencidltsagi
fokkal val6 osszetiiggésben [13]. Kordbbi eredményeink
szerint a CLDN4 expresszioja Osszefligg a daganatos
differencidciéval [15, 16], ezért ennck kifejez8dését
ugyancsak vizsgaltuk.

1999 és 2002 kozott 462, invaziv emlbrikkal diag-
nosztizdlt beteg paraffinba agyazott anyagit vizsgaltuk
a Budai MAV Kérhiz archivumabél, amelyeket ugyan-
azon patologus szakorvos (K. J.) értékelt. A betegek
atlagéletkora 58,8 év volt: 59,9, 59,2 és 56,5 a grade 1,
2 és 3 csoportokban [2. A) dbra]. A leggyakrabban el6-
fordulé szovettani altipus az invaziv ductalis carci-
noma volt (65,8%). Az RNS-izolilast kovetSen 314 eset
keriilt génexpresszids elemzésre, amelyek kozil 249
volt értékelhetd: 86 grade 1, 86 grade 2 és 77 grade 3
[1. tablazat és 2. A) dbra]. A vizsgilatot a Tudomdnyos

2013 m 154. évfolyam, 16. szam

ORVOSI HETILAP



EREDETI KOZLEMENY
‘ \ B 70 génes 61 ,CIN signature”

5 fot

! ,CIN signature” gén, amik
microarray [ — génjeinek - jelentésen
adatbazis rangsorolasa osszefliggtek

. elemzése a grade tiikrében a grade-del

[Grade 1||Grade 2 Grade.’:] I

249 invaziv
emlédaganat o
klinikopatologiai - )
elemzése
Grade- l
| B elvalaszto
v gének CIN4 profil létrehozasa és

kijellése tovabbi mikdé gének

rangsorolasa
A szbvettani grade-del
és betegségmentes 7 =
[ - tuléléssel valé ; ( LDriver’ gének
dsszevetés meghatarozasa

bioinformatikai elemzést végeztiink nyilvinosan elérhetd génexpresszios adatokat felhaszndlva, és 249 beteg daganatit elemezve validdltuk a megha-

1. 4bra Vizsgalatunkban a grade 2 differencialtsigi tumorok prognosztikus alcsoportjainak meghatarozasat tdiztiik ki célul (A). Ehhez parhuzamosan
tarozott PCR-alapt génexpresszios profilt (B)
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2. abra Relapsusmentes talélés a hdrom szovettani differencidltsigi csoportban a vizsgdlt betegekben (A). A grade 2 tumorokat sikeresen kettévalasztottuk a

kilenc gén kifejez6dése alapjan egy jol differencidlt (LGT) és egy alacsonyan differencialt (HGT) tipust csoportra (B). A centroid plot elemzés ered-
ménye, amely alapjin az elkiilonitéshez alkalmazott géneket rangsoroltuk, feliilrél lefelé lithatdak az ,erdsségiiknek” megfelelGen (C). A sziikitett
génlista alapjin a grade 2-es daganatok prognosztikus elkiilonitése (LGT vs. HGT) lehetséges (D)
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1. tiblazat | A vizsgdlatba bevont betegek klinikopatoldgiai paraméterei

Csoportok (grade alapjan) 1 3 Osszes

Betegek szama 86 77 249

Eletkor — években (4tlag, tartomany) 59,9 (35-95) 59,2 (23-87) 56,5 (29-87) 58,8 (23-95)

Szovettani tipus (db, %)  IDC 61 (70,9%) 51 (59,3%) 52 (67,5%) 164 (65,8%)
1ILC 6 (6,9%) 4 (4,6%) 1 (1,2%) 11 (4,4%)
Kevert 12 (13,9%) 8 (32,5%) 15 (19,4%) 55 (22%)
Egyéb 7 (8,1%) 3(3,4%) 9 (11,6%) 19 (7,6%)

Tumorméret — mm (dtlag+szoras) 20,49+1,10 26,81+1,54 28,55+1,92 25,13+13,87

Erinvazi6 (db, %) 48 (55,8%)

65 (75,6%)

63 (81,8%) 176 (70,7%)

Nekroézis (db, %) 11 (12,7%)

23 (26,7%)

45 (58,4%) 79 (31,7%)

NPT (tlag+szords) 3,00+0,11 4,39:+0,13 5,58+0,15 4,39+1,39
ER - % (atlagszords) 69,33+3,99 52,46+4,49 33,82:4,98 51,88:40,12
PgR — % (dtlag=szoris) 48,35+4,46 27,85+3,78 18,98+3,51 31,61+34,97
Relapsus Osszes 23 (26,7%) 36 (41,8%) 36 (46,7%) 99 (39,7%)
(n, %) Helyi 12 (13,9%) 7 (8,1%) 9 (11,6%) 26 (10,4%)
Tavoli 11 (12,8%) 29 (33,7%) 27 (35,1%) 67 (26,9%)
Betegségmentes talélés (dtlag, tartomdny) 85,9 (12-122) 75,9 (0-123) 74,1 (0-119) 78,8 (0-123)

IDC = invaziv ductalis carcinoma; ILC = invaziv lobularis carcinoma; NPI = Nottingham prognosztikus index; ER = dsztrogénreceptor;

PgR = progeszteronreceptor

Kutatdsi és Etikai Bizottsag hagyta jova (IKEB #7,/2008
és 7-1,/2008).

A formalinban fixalt és paraffinba dgyazott (FFPE) tu-
morokbdl lemetszett mintakat hematoxilin-eozin fes-
tés segitségével értékeltiik sejtosszetétel szempontjabol.
RNS-izolalashoz a teljes daganatot tartalmazé blokkok-
b6l 5-20 darab 5 pm-es réteget metszettiink le. Az RNS
kivondsat Qiagen FFPE kit segitségével végeztiik, gyari
protokoll szerint (Qiagen, Venlo, Hollandia). Az RNS-
cDNS atirds az Applied Biosystems (ABI) High Capa-
city RNA-to-cDNA Master Mix alkalmazasaval tortént,
mintanként 1000 ng RNS felhasznalasaval (ABI, Foster
City, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok).

A kvantitativ polimeraz lincreakcidékat (qPCR) 20 nl
reakcidelegyben duplikitumban, a Roche LightCycler®
480 rendszerben (Roche, Mannheim, Németorszag)
futtattuk az alabbi Tagman® assay-k segitségével, figye-
lembe véve a cég dltal meghatirozott feltételeket:
AURKA - Hs01597773_mH, CCNB2 - Hs00270424 _
ml, CDC2 - Hs00364293_ml, CLDN4 -
Hs00976831_s1, FOXM1 — Hs01073586_m1, KIF11
— Hs00189698_ml, MSH6 - Hs00264721_ml,
TOP2A -Hs00172214_m1, TPX2 — Hs00201616_m1,
B4GALT3 - Hs00186856_ml, SLC9A3R2 -
Hs00191186_ml, PUMI - Hs00206469_ml.
A B4GALT3, SLC9A3R2 és a PUMI képezik a kont-
rollgének csoportjat, amelyek szintén a fentebb emlitett
adatbazisok elemzése soran kertiltek kivilasztasra. Az
egyes ismétlésekbdl szirmazd eredményeket atlagol-
tuk, majd a AACt-eljarast alkalmaztuk. Az értékelést R
statisztikai kornyezetben (R 2.10.1) Prediction Analysis

of Microarrays (PAM v. 2.19) médszer segitségével vé-
geztiik [17]. A magas el6rejelzési potencidllal biré gének
kivalasztasa soran a PAM folyamatosan emeli a gének
expresszidjabol levont kiiszobot, amelynek hatdsara a
korrigalt génexpresszié folyamatosan csokken. Ezen
wshrunken centroid”-nak nevezett csokkentett génex-
presszio szignifikinsan eltéré génjei adtik az eldre jelz6
génlistit. A prognozis és a betegségmentes talélés
abrazolasahoz Kaplan—Meier-metodikat hasznaltunk.
A grafikonokat Winstat for Excel program segitségével
készitettiik.

Eredmények

In silico evedmények

A 70 génes kromoszomalis instabilitds (CIN70) génlis-
tat rangsoroltuk a szovettani grade-del valé Osszefiig-
gésének megfelelen. Igy egy 61 génes CIN-profilt kap-
tunk (CING61), ami mind az 6t adatbazisban erdsen
Osszefliggott a szovettani differenciltsiggal (Pearson-
téle korrelacios koefficiens >0,7). Ezutin a leger&sebb
10 génre szikitettiik le a listdit minden adatbdzisban
(centroid). Meglepetésiinkre nyolc gén azonos volt
mind az 6t esetben. Ezek (AURKA, CCNB2, CDC2,
FOXM1, KIFF11, MSH6, TOP2A, TPX2) és a hozza-
adott CLDN4 képezte a kiindulasi alapot a klinikai min-
tadkban valé értékelésiikhoz [1. B) dbra].

A megfelel§ kontrollgének kijeloléséhez ugyancsak
a fenti adatbazisokat haszniltuk. A konzisztens mo-
don kis variabilitist mutatdé géneket valasztottuk ki

2013 m 154. évfolyam, 16. szam

ORVOSI HETILAP



(B4GALT3, PUMI és SLC9A3R2). A PUMI gén visel-
kedését mas vizsgalatok is megerdsitették [18].

Génexpresszios évtekek

Az adatok qPCR-eljarassal kilenc vizsgalt és harom kont-
rollgén alapjan keletkeztek. Ezt kovetGen a PAM szoft-
ver segitségével a grade 1 és 3 esetek alapjan (training
set) szétvalasztottuk a grade 2 tumorokat a talélés sze-
rint (p = 0,095).

Tovabb finomitottuk az elemzést a klinikailag rossz
prognézisi (12 hénapnal hamarabb kitjuld) grade 1
(hat eset) és jo prognézist (120 hénap utdn sem recidi-
val6) grade 3-as daganatok (nyolc eset) kihagydsaval.
A megmaradé grade 1 és 3 tumorokat mint ,training
set”-et alkalmazva a grade 2-es daganatok jé és rossz
prognézisi csoportra voltak oszthatéak (p = 0,016)
[2. B) dbra].

A meghatirozott géneket expresszidjuknak megte-
lel6éen wjabb rangsoroldsnak vetettiik ald, majd ezt
centroid ploton abrazoltuk /2. C) dbra]. A két kulcssze-
repet jatsz6 gén a FOXM1 és a TOP2A volt a CLDN4
mellett. Ennek megfelelen ¢ hiromgénes kifejez&dési
mintazat segitségével Gjra elemeztiik az expresszié és a
betegségmentes talélés viszonyit. A grade 2 tumorok
szétvalasztisit ezen gének mikodése hajtotta, és har-
man elégségesek voltak ahhoz, hogy a csoportot egy jo
és egy rossz prognoézist alcsoportra bontsak (p = 0,017)
[2. D) dbra].

Megbeszélés

Jelen vizsgalat célja a szovettanilag grade 2 emlStumo-
rok alacsonyan ¢és jol differencidlt csoportokba valé so-
rolasa volt. Microarray-alaptt adatbizisokat hasznalva
bioinformatikai elemzéssel vilasztottuk ki a vizsgalt gé-
neket. Ezek expresszidjat vizsgaltuk qPCR-médszerrel
249, formalinban fixdlt és paraffinba agyazott invaziv
eml6carcinoma-mintan. Eredményeink alapjan a koze-
pesen differencialt emlStumorok egy jobb és egy rosz-
szabb prognézist alcsoportba sorolhatdak, amelyet a
vizsgilt gének expresszidja és a betegek relapsusmentes
talélése alapjan allapitottunk meg.

A genomikai grade index (GGI) génkifejez8dési
mintizat, amely 97 sejtproliferdciéval kapcsolatos gént
vizsgil ¢DNS-microarray felhasznaldsival. Segitségével
a grade 2 tumorok feloszthaték alacsony és magas rizi-
kéja csoportokba [9]. Kereskedelmi valtozata elérhetd,
azonban csak fagyasztott tumorokon alkalmazhato.
A kozelmultban egyes vizsgilatok PCR-alapt tesztek ki-
tejlesztésére koncentraltak, és ezen gének szamat is csok-
kenteni igyekeznek [19, 20]. Az ltalunk bevezetett eljd-
ras ugyancsak PCR-alapt, azonban mindossze hiarom
gén egyiittese — a claudin-4 (CLDN4), a forkhead
box protein M1 (FOXM1) és a topoizomeraz II alfa
(TOP2A) — vizsgilataval képes a jo és rossz progndzisi
csoportokat elvalasztani.
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A TOP2A a DNS-replikicié és -repair egyik kulcsen-
zime, az antraciklinalapt terapidk {6 célpontja [21, 22,
23]. Génje a HER2 mellett, a 17-es kromoszéma rovid
karjan taldlhat6 (17q21). A gén amplifikicidéja nem jar
minden esetben egyiitt a fehérje taltermel&désével
[20], az RNS- és fehérjeszintek pontosabban korrelal-
nak a betegség kimenetelével [23]. A FOXM1 jdl is-
mert humin protoonkogén, ,,upregulicidja” tobb szo-
lid tumorban, igy eml6rakban is megfigyelhetd. Fontos
mediator szerepet tolt be az Osztrogén jelatviteli utak
szabalyozasaban, deregulicidéja hozzijarulhat az en-
dokrin terapiaval szemben mutatott érzéketlenséghez
[19]. A CLDN4 sejtkapcsolé molekula, amely a sejt-
membran apicalis oldalan lev§ tight junction felépitésé-
ben tolt be szerepet [24]. Ez a csaldd legrobusztusab-
ban expresszdlt tagja, igy vizsgdlata sorin szamos
tanulmany tobb megbetegedésben prognosztikus infor-
miéciét tudott hozzd pérositani [15, 25]. A Perou-
munkacsoport altal leirt claudin-low altipus egyik mar-
kere [26]. A TOP2A és FOXMI1 leginkibb az osztddasi
aktivitds és magi morfologia, a CLDN4 pedig talin a
ductusok kialakulasanak oldalarél képes a grade-et rep-
rezentalni.

A malignus emlédaganatok két, egymastdl prognosz-
tikai és prediktiv jellemz6k alapjin legjobban elkiilo-
niillé csoportjit az Osztrogénreceptor- (ER-) pozitiv és
negativ daganatok adjak, emellett azonban a tumorok
differencidltsaga is fontos tényezd. Az altalunk beveze-
tett modszer segitségével a grade 2 tumorok jobb és
rosszabb prognézist alcsoportokba voltak oszthatdak
az ER-stitustdl és egyéb klinikopatologiai jellemzdk-
tél fiiggetleniil. Ezen modszer tovabbi kiterjesztett
validdcidjit kovetSen fontos szerepet jatszhat az adjuvins
kemoteripia szitkségességének megitélésében.
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